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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

e ALL — ostra biataczka limfoblastyczna

e alloCBT — allogeniczna transplantacja macierzystych komoérek hematopoetycznych
pochodzacych z krwi pgpowinowe]

e alloHSCT - allogeniczna transplantacja macierzystych komorek hematopoetycznych
poprzedzona kondycjonowaniem mieloablacyjnym

e alloNMSCT - allogeniczna transplantacja macierzystych komorek hematopoetycznych
poprzedzona kondycjonowaniem niemieloablacyjnym

e alloSCT — allogeniczna transplantacja macierzystych komorek hematopoetycznych

e AML - ostra biataczka szpikowa

e CC - catkowity chimeryzm

e cDNA — DNA komplementarny

e CLL — przewlekta bialaczka limfatyczna

e CML - przewlekla biataczka szpikowa

e Ct— numer cyklu w ktoérym po raz pierwszy obserwuje si¢ logarytmiczny przyrost ilosci
produktu w reakcji RQ-PCR

e DLI - infuzja limfocytow dawcy

e FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

e GvHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

e aGvHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi postac ostra

e ¢cGVvHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi posta¢ przewlekla

e GvL — efekt przeszczep przeciwko biataczce

e HLA — glowny uklad zgodnosci tkankowej

e IDCC — dendritic sarkoma

e MC — mieszany chimeryzm

e MDS — zespot mielodysplastyczny

e ME — wszczepienie molekularne

e MM - szpiczak mnogi

e OMF - osteomielofibroza

e PCR - polimerazowa reakcja tancuchowa

¢ RFLP - polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych

¢ RQ-PCR - iloéciowa polimerazowa reakcja tancuchowa

e RT-PCR - polimerazowa reakcja tancuchowa poprzedzona reakcja odwrotnej
transkrypcji

e SAA —cigzka anemia aplastyczna

e SC — chimeryzm rozszczepiony

e STR — kroétkie powtorzenia tandemowe, mikrosatelitarny DNA

e STR-PCR — pétilosciowa polimerazowa reakcja fancuchowa

e TAE — Tris-Acetate -EDTA

e TBE — Tris-Borate-EDTA

e TBI — napromienienie calego ciala

e VNTR - powtodrzenia tandemowe o zmiennej dtugos$ci, minisatelitarny DNA



STRESZCZENIE

Allogeniczna transplantacja macierzystych komérek hematopoetycznych (alloSCT) jest
jednym ze sposobdw leczenia nowotworowych schorzen hematologicznych. Jednakze
u okoto 30-50% pacjentdow poddanych takiej terapii nie uzyskuje si¢ pozadanych efektow.
Przyczyn niepowodzenia nalezy upatrywa¢ w odrzuceniu przeszczepu, pojawieniu si¢ cigzkiej
postaci choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) lub w nawrocie choroby
nowotworowej. Po przeprowadzeniu allogenicznego przeszczepu dochodzi do osiedlania si¢
komoérek hematopoetycznych dawcy w niszach szpikowych biorcy, a efektem tego jest
powstanie prawidtowego uktadu krwiotwoérczego 1 immunologicznego o genotypie dawcy, czyli
uzyskanie catkowitego chimeryzmu dawcy (CC). Poczatkowo w szpiku kostnym i we krwi
obwodowej biorcy wspotistnieja jego wlasne komorki i komodrki dawcey, a stan ten nosi nazwe
mieszanego chimeryzmu hematopoetycznego (MC) 1 zazwyczaj jest etapem przejsSciowym na
drodze do CC. Identyfikacja komorek pochodzacych od dawcy i od biorcy umozliwia
monitorowanie procesu wszczepienia oraz zmian chimeryzmu w pdznym okresie
potransplantacyjnym.

Badaniem objgto 38 osdb z nowotworowymi i nienowotworowymi schorzeniami uktadu
krwiotworczego  poddanych  allogenicznej  transplantacji  macierzystych ~ komorek
hematopoetycznych wykonanej w Katedrze i Klinice Hematologii Collegium Medicum UJ
w latach 2002-2004, u ktoérych wykonano tacznie 43 allogeniczne transplantacje.

Oznaczenia procentowego udzialu komorek dawcy 1 biorcy w hematopoezie
zachodzacej w organizmie biorcy byly wykonywane dwiema odmiennymi metodami
bazujacymi na polimerazowe] reakcji tancuchowej (PCR). Metoda STR-PCR taczy w sobie
etap amplifikacji niekodujacych sekwencji DNA (STR — short tandem repeats)
przeprowadzanej w czasie jakosciowej reakcji PCR 1 analiz¢ uzyskanego wyniku podczas
rozdzialu w sekwenatorze. Metode STR-PCR zwykto si¢ okresla¢ mianem metody
potilosciowej. Metoda RQ-PCR (metoda ilo$ciowa) opiera si¢ na ampilfikacji w czasie
rzeczywistym sekwencji charakteryzujacych si¢ dwuallelicznym polimorfizmem (insercje /
delecje), co w praktyce przektada si¢ na dwie sytuacje: obecnos$¢ lub brak pewnej niekodujace;j
sekwencji DNA u danego cztowieka.

Przebieg przyjmowania si¢ przeszczepu u biorcy po wykonaniu allogenicznej
transplantacji byt monitorowany w nastepujacych odstgpach czasowych: przez pierwsze dwa
tygodnie co drugi dzien, doba +21, +28, nastgpnie co miesiac do +180 doby, co 3 miesiace

w pierwszym roku, a nastgpnie co p6ét roku (facznie 18 punktéw czasowych).



Porownanie wybranych metod molekularnych przyniosto informacj¢ o wigkszej
czutosci RQ-PCR. Jednak ze wzgledu na brak istotnych r6znic w wynikach otrzymanych przy
pomocy obu metod oraz pracochtonnos¢ i koszt metody RQ-PCR jako metode przydatna
w praktyce klinicznej wybrano metod¢ STR-PCR. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego
byty zgodne z wynikami monitorowania choroby resztkowej prowadzonego przy pomocy
metod molekularnych. Brak osiagnigcia catkowitego chimeryzmu dawcy lub jego utrata
pozwalaly na przewidzenie w wigkszosci przypadkoéw nawrotu choroby. Badanie chimeryzmu
hemopoezy dostarczyto u 3 pacjentow informacji na podstawie ktorych podjgto decyzje
o zmianie leczenia (u 2 — przeprowadzenie infuzji limfocytow dawcy DLI wsrdd nich u 1

odstawiono immunosupresj¢ 1 u 1 pacjentki podano G-CSF).



SUMMARY

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloSCT) is a curative treatment for
many patients suffering from malignant and non-malignant hematological disorders. Successful
transplantation is a process that requires the engraftment of transplanted pluripotent
hematopoietic stem cells which re-establish normal hematological and immunological systems.
Distinguishing between host and donor origin of bone marrow and blood cells is vitally
important for monitoring of the engraftment process. One of the most useful tool for
engraftment monitoring is the assessment of hematopoietic chimerism. which occurs after
alloHSCT and describes the percentage of donor hematopoietic and lymphoid cells in a
transplant recipient.

Thirty eight adult patients, after alloSCT performed in Katedra i Klinika Hematologii
Collegium Medicum UJ between 2002 and 2004 entered the study and the total number of
transplantations was 43.

The evaluation of hematopoietic chimerism was based on PCR amplification of
polimorphic non-coding DNA sequences - short tandem repeats (STR-PCR). The main tool was
a semi-quantitive method — fragment length analysis. The product of amplification was
analyzed using the sequencer. The second method was based on a quantitative Real Time PCR
technique (RQ-PCR) based on SYBRgreen chemistry. There were performed amplification of
biallelic non-coding DNA sequences with short insertions or deletions.

Hematopoietic chimerism evaluations were performed on +30, +60, +90, +120, +150,

+180, +270 and +360 day post alloSCT on peripherial blood or bone marrow samples.

STR-PCR and RQ-PCR chimerism assays were compared and results evidenced the
greater sensitivity of RQ-PCR method. There were not crucial differences in the results of
chimerism evaluation obtained by means of these two methods. Considering the labour-
consuming and the cost of the RQ-PCR the STR-PCR method was chosen as a very useful
diagnostic tool. The analysis of chimerism kinetics after allogeneic stem cell transplantation
allowed to modify the post-transplantation-treatment in 3 patients after aloNMSCT leading to
increase of donor-origin hematopoiesis in transplant recipients (in 2 pts decision of DLI, 1 of
them withdrawal of immunosuppression, 1 pt giving G-CSF). The results of chimerism
monitoring confirmed that the failure of achieving a CC or lost of CC can predict the relapse of

the disease.
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Rozdzial 1

WSTEP

1.2. Wybrane zagadnienia z fizjologii hematopoezy
1.2.4 Historyczne i wspolczesne spojrzenie na hematopoez¢

Wielos¢ funkcji krwi jako tkanki oraz morfologiczne i funkcjonalne zrdéznicowanie jej
poszczegolnych sktadnikow komoérkowych juz w wieku XIX sktanialy badaczy do wyjasnienia
mechanizmu powstawania komorek krwi. Pierwsze teorie zakladaly istnienie od trzech do
jednej komorki pierwotnej dla wszystkich komorek krwi. Teorig trialistyczna reprezentowat
Schilling (1912), dualistyczna Ehrlich (1901), Turk (1905), i Naegeli (1908). Teoria
unitarystyczna gloszona byla juz w wieku XIX przez Obraztsowa (1880), Irchowa (1891) i
Pappenheima (1899) a nastgpnie rozwijana przez Maksimowa (1902) i1 Ferratg (1936).
Zwolennikiem ostatniej teorii byl w Polsce profesor Julian Aleksandrowicz, jeden
z prekursoréw Krakowskiej Szkoty Hematologii. Badania naukowe rozpoczgte w latach 60 XX
wieku dowiodly prawdziwosci teorii unitarystycznej. Wedlug wspotczesnego stanu wiedzy
wszystkie komorki krwi pochodza z jednej grupy komorek nazywanych macierzystymi
komorkami hematopoetycznymi, ktére stanowia okoto 0,5-4% [1, 2] wszystkich komorek

jadrzastych szpiku i okoto 0,01% jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej [1, 3].
1.2.5 Charakterystyka macierzystej komorki hematopoetycznej

Wykazano, ze w idealnych warunkach caty uktad moze zosta¢ odtworzony nawet przez
jedna hematopoetyczna komorke macierzysta [4]. Gléwne cechy komoérek macierzystych to
zdolno$¢ do samoodnowy, proliferacji i do wielokierunkowego réznicowania w dojrzate
komorki potomne obecne we krwi obwodowej [1, 3].

Samoodnawianie polega na powstawaniu w nastepstwie podzialu hematopoetycznej
komorki macierzystej komorki identycznej jak komorka dzielaca sig. Ta cecha komorek
macierzystych jest niezbgdna do podtrzymania istnienia ukladu krwiotworczego

1 immunologicznego przez cale zycie osobnika. Istnieja dane literaturowe wedhug ktérych pula
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ludzkich hematopoetycznych komorek macierzystych starcza na 30-50 zy¢ [3] i to wlasnie
umozliwia odbudowe¢ szpiku kostnego u innego osobnika poddanego allogenicznemu
przeszczepieniu.

Druga cecha hematopoetycznych komodrek macierzystych jest ich zdolno$¢ do
réznicowania si¢. W czasie tego procesu dochodzi do koncowego zrdznicowania komorek
macierzystych 1 powstania komorek ukierunkowanych nazywanych rowniez komorkami
progenitorowymi. Komorki progenitorowe sa komorkami niedojrzatymi 1 podczas kolejnych
podzialow ulegaja dojrzewaniu osiagajac stadium komorek prekursorowych, ktére maja juz
pewne cechy charakterystyczne swoich komoérek koncowych. Ostatecznie proces ten prowadzi
do powstania 11 typow komoérek dojrzatych, sa to: erytrocyty, megakariocyty produkujace
ptytki  krwi, granulocyty obojetnochtonne, granulocyty zasadochionne, granulocyty
kwasochtonne, monocyty (a nast¢gpnie makrofagi), komorki tuczne, limfocyty T, limfocyty B,
komorki NK i komoérki dendrytyczne [1, 3, 5]. Calo$¢ procesu schematycznie przedstawiono na

Rycinie 1.
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Rycina 1. Schemat hematopoezy
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Objasnienie zastosowanych
skrotow: CFU — komorki
tworzace kolonie (z ang. colony
forming wunits), E — kolonie
erytroidalne, MEG - kolonie
megakariocytowe, G — kolonie
granulocytowe, M — kolonie
makrofagowe, GM — kolonie
granulocytowo-makrofagowe,
Eo - komorki ukierunkowane
do eozynofili, Bazo — komorki
ukierunkowane do  bazofili,
Tuczne - komorki
ukierunkowane do komorek
tucznych, RBC - erytrocyty,
PLT - plytki MONO -
monocyty, MAKRO —
makrofagi KDENDR -
komorki dendrytyczne, EOZ —
eozynofile, BAZQO - bazofile,
KTUCZ - komorki tuczne,
LIMT - limfocyty T, LIMB —
limfocyty B, NK — komorki
NK.




Macierzysta komorka hematopoetyczna zblizona jest wygladem do matego limfocyta o
gestym  skondensowanym jadrze 1 waskim rabku cytoplazmy. Immunofenotypowa
charakterystyka hematopoetycznej komorki macierzystej przedstawia si¢ nastgpujaco: CD34+,
lin -, CD33-, Thyl+, CD71-, CD15-, CD38-, HLA-DR-, CD45RA low, c-kit R+. Najbardziej
charakterystycznymi immunochemicznymi znacznikami aktywno$ci komoérek macierzystych
sa: staba zdolno$¢ do gromadzenia barwnika fluorescencyjnego — rodaminy 123 oraz staba
retencja barwnika DNA Hoechst co §wiadczy o tym, ze w stanie fizjologicznej rownowagi
ustroju znaczna wigkszo$¢ komorek tej populacji znajduje si¢ w fazie GO cyklu komdrkowego,
czyli w fazie spoczynkowej [1, 2, 6, 7]. Do oceny populacji komérek macierzystych przed
wykonaniem transplantacji stosuje si¢ rozne kombinacje wymienionych wyzej znacznikow
immunologicznych 1 immunochemicznych, jednak we wszystkich ukladach za najistotniejsza
cechg uznaje si¢ obecno$¢ na powierzchni molekuly CD34+, przy réwnoczesnym braku na
powierzchni molekut charakterystycznych dla komodrek progenitorowych, prekursorowych i

dojrzatych.

1.2. Allogeniczna transplantacja macierzystych komorek hematopoetycznych

Rozrostowe schorzenia uktadu krwiotworczego stanowia okoto 10% wszystkich
nowotworow. Stosowane leczenie ma na celu zmniejszenie liczby komorek klonu
nowotworowego. Allogeniczna transplantacja macierzystych komoérek hematopoetycznych
(alloSCT) jest aktualnie jedynym sposobem terapii dajacym szans¢ trwalego wyleczenia
szeregu nowotworowych 1 nienowotworowych schorzen ukladu krwiotworczego. Odsetek
wyleczen waha si¢ w granicach 60 — 70% przypadkéw. Szans¢ na znalezienie zgodnego
w ukladzie antygenow tkankowych HLA dawcy spokrewnionego lub niespokrewnionego
posiada jedynie okoto 30% chorych [8 — 10]. Transplantacja allogeniczna obciazona jest

ryzykiem 20-30% $miertelno$ci okotoprzeszczepowej [11].

1.2.1.Wskazania do alloSCT

Od momentu wykonania pierwszej allogenicznej transplantacji macierzystych komoérek
hematopoetycznych (alloSCT) wskazania do przeszczepiania ulegly rozszerzeniu. Przyczyna
tego jest postgp dokonujacy si¢ w transplantologii hematologicznej i metodach laboratoryjnych
stuzacych diagnozowaniu oraz monitorowaniu chorego poddanego alloSCT, a takze

modyfikacja sposobOw przeszczepiania, zmierzajacych do zmniejszenia zagrozen zwiazanych z
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tym leczeniem jak i objgcia terapia chorych w starszym wieku i/lub gorszym stanie klinicznym

(przeszczepienie poprzedzone kondycjonowaniem niemieloablacyjnym).

W Tabeli 1 zebrano obowiazujace obecnie wskazania do allogenicznej transplantacji.

Tabela 1. Wskazania do alloSCT [4]

NAJCZESTSZE RZADSZE WSKAZANIA WSKAZANIA
WSKAZANIA INDYWIDUALNE
Ostra biataczka Cigzki skojarzony e Niedokrwisto$¢
szpikowa — AML — niedobor sierpowatokrwinkowa
1 remisja immunologiczny e Nocna napadowa
Przewlekta biataczka Zespot Wiskott - hemoglobinuria
szpikowa — CML — faza Aldrich e Przewlekla biataczka

przewlekta

Ostra bialaczka
limfoblastyczna

u dorostych — ALL —

1 remisja

Ostra bialaczka
limfoblastyczna u dzieci
—ALL —

2 remisja

Ciezka niedokrwistos$¢
aplastyczna — SAA

Zespot Fanconiego
Zespot
mielodysplastyczny
Talasemia (postac
cigzka)

Zespot Hurlersa

Plazmocytoma

limfatyczna — CLL
Choroba Gauchera
Inne choroby
spichrzeniowe

1 metaboliczne (np.
leukodystrofia
metachromatyczna itp)

Osteoporoza

1.2.2. Uwarunkowanie przeszczepienia (kondycjonowanie)

Allogeniczna transplantacja, ktora jest wykonywana u pacjentow znajdujacych sie
w remisji hematologicznej, jest zawsze poprzedzona chemioterapia warunkujaca przyjecie si¢
przeszczepu (kondycjonowaniem). Wyrdznia si¢ dwa typy kondycjonowania: mieloablacyjne 1
niemieloablacyjne.

W  przypadku kondycjonowania mieloablacyjnego (alloHSCT) stosuje sig
radiochemioterapi¢ (napromienienie catego ciata (TBI z ang. Total Body Irradiation)

frakcjonowana dawka 12 Gy) lub wytacznie chemioterapig (np. busulfan). Kolejnym krokiem
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jest podanie leku antyproliferacyjnego (cytostatyku), ktorym najczesciej jest cyklofosfamid.
Kondycjonowanie mieloablacyjne stosuje si¢ w celu eradykacji klonu biataczkowego,
przygotowania w jamach szpikowych miejsca dla przeszczepianych komorek macierzystych
oraz zapobiezenia odrzucenia przeszczepu poprzez wywolanie immunosupresji [3, 4, 12].
Zastosowanie kondycjonowania niemieloablacyjnego (alloNMSCT) ze wzgledu na
nizsza toksyczno$¢ narzadowa rozszerza mozliwosci przeprowadzenia allogenicznej
transplantacji u os6b powyzej 50 roku zycia, chorych z przeciwwskazaniami do transplantacji
standardowej 1 pacjentow, u ktorych juz raz wykonano transplantacj¢ macierzystych komoérek
hematopoetycznych. Tego typu kondycjonowanie nie powoduje catkowitego zniszczenia
komoérek nowotworowych ani nie wywotuje nieodwracalnej aplazji szpiku kostnego. Jego
zastosowanie ma na celu wywolanie w organizmie biorcy immunosupresji pozwalajacej na
osiagnigcie wszczepienia macierzystych komoérek dawcy 1 wywotanie potencjalnie leczniczego

efektu przeszczep przeciwko biataczce (GVL z ang. Graft versus Leukemia) [3, 13].

1.2.3.Zrédla materialu przeszczepowego

Pierwotnie zrdédlem hematopoetycznych komorek macierzystych byt szpik kostny
(alloBMT). W roku 1951 Brecher 1 Cronkit odkryli, ze w krwi obwodowej kraza komorki
hematopoetyczne. Wykorzystanie krwi jako zrodha tych komorek stato si¢ mozliwe dopiero po
odkryciu, iz zastosowanie czynnikow wzrostu i1 cytostatykow powoduje efektywny wzrost
liczby komorek CD34+ na obwodzie (alloPBSCT). Rok 1960 przyniést kolejne donioste dla
transplantologii odkrycie, Boyse wykazat obecnos¢ komoérek hematopoetycznych w krwi
pepowinowej. Odkrycie to zaowocowalo w 1988 pierwsza transplantacja komorek
macierzystych pochodzacych z krwi pgpowinowej (alloCBT). Wedlug obowiazujacych obecnie
standardow minimalne ilo$ci komodrek zapewniajace odbudowe uktadu krwiotwoérczego i
immunologicznego to w przypadku komorek jednojadrzastych 2 x 10® na kilogram masy ciata
biorcy natomiast w przypadku komorek CD34 pozytywnych to 3 x 10°na kilogram masy ciala
biorcy [3, 4, 14, 15].

1.3. Choroba GvH i efekt GvL
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1.3.1Choroba GVvH

Jednym z czgstych powiktan w okresie poprzeszczepowym jest wystapienie choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD z ang. Grafi versus Host Disease). Rozroznia si¢
dwa gléwne typy tego zjawiska do 100 doby po allogenicznej transplantacji jest to ostra postac
(aGvHD z ang. acute ) natomiast powyzej tej doby okreslana jest mianem przewlektej (cGvHD
z ang. chronic). Choroba ta jest zwiazana z reakcja przeszczepionych alloreaktywnych
limfocytow T CDS8+ skierowana przeciwko narzadom i tkankom biorcy roznigcym si¢ od
komorek dawcy w zakresie gldownych lub mniejszych antygendéw uktadu zgodnosci tkankowe;j
HLA. Indukcja tej choroby wymaga prezentacji antygendéw biorcy limfocytom T dawcy przez
komorki dawcy prezentujace antygen [16, 17]. Dla wystapienia choroby GvH niezbedne jest:

e przeprowadzenie allogeniczne;j transplantacji macierzystych komorek
hematopoetycznych

e wywolanie w organizmie biorcy immunosupresji

e obecno$¢ w materiale przeszczepowym limfocytow T [18, 19]

Ze zjawiskiem GvHD 1laczy si¢ wystapienie zespolu wszczepiennego (z ang.
engraftment syndrom), ktory, zwlaszcza u pacjentow poddanych kondycjonowaniu
mieloabalcyjnemu, moze poprzedza¢ wystapienie GVHD [20].

Ostra posta¢ GVHD jest traktowana jako dowod przyjecia si¢ przeszczepu, a moment
pojawienia si¢ aGvHD jest rownoznaczny z momentem wszczepienia [4].

Forma przewlekla GvHD jest stanem dysregulacji immunologicznej powstajacym
mig¢dzy innymi w nastgpstwie uszkodzenia przez alloreaktywne limfocyty T dawcy komorek
nablonka grasicy biorcy, co jest przyczyna uposledzenia jej funkcji endokrynnej 1 zdolnosci do
eliminacji autoreaktywnych limfocytow T na drodze apoptozy. Cecha charakterystyczna tej
choroby jest nadmierna produkcja TNF, IFNy i1 IL-4, co prowadzi do zwigkszonej proliferacji
fibroblastow oraz zwigkszonej produkcji kolagenu i autoprzeciwciat [4, 20].

Z choroba GvH nierozerwalnie jest zwigzane bardzo istotne zjawisko jakim jest efekt

przeszczep przeciwko bialaczce (GvL z ang. Graft versus Leukemia) [19, 20].

1.3.2Efekt GvL
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Po raz pierwszy efekt GvL zostal opisany u ludzi w 1979 roku przez Weidena i wsp.
[21]. Przyczyna tego zjawiska jest atak immunologicznych komorek dawcy przeszczepu
(komorki NK, limfocyty T) skierowany przeciwko resztkowym komorkom biataczkowym.
Limfocyty T oraz komorki NK reaguja na antygeny specyficzne dla nowotwordw, antygeny
zwigzane z nowotworami lub mniejsze antygeny uktadu zgodno$ci tkankowej (mHAg z ang.
minor Histocompability Antigens) [19, 22]. Wlasnie to zjawisko lezy u podtoza stwierdzenia,
ze allogeniczna transplantacja i1 infuzja limfocytow dawcy (DLI z ang. Donor Lymphocyte
Infusion) sa celowana, lecznicza immunoterapia [4, 23, 24, 25].

Stwierdzono roéwniez, ze brak wystapienia efektu GvL jest rownoznaczny z czgstymi
nawrotami choroby podstawowej (30-50%), tak dzieje si¢ na przyklad w syngenicznych
przeszczepieniach lub w sytuacji gdy materiat przeszczepowy oczyszczono z limfocytow T (T-
deplecja) [4, 19].

Komoérki NK (NK z ang. Natural Killers) rozpoznaja nowotworowe lub zmienione
komorki na podstawie oddziatywan receptor — ligand. Na powierzchni komoérek docelowych
znajduja si¢ molekuty aktywujace oddzialywanie komodrek NK, a na komorkach NK receptory,
takie jak: immunoglobulinopodobny receptor komorek NK (KIR), lektyna typu C oraz receptor
naturalnej cytotoksyczno$ci (NCR). Najwazniejszym ligandem powierzchniowym komorek
docelowych, ktory po potaczeniu z receptorem hamuje cytotoksyczna reakcje komoérek NK, jest
antygen MHC klasy I, a szczegdlnie HLA—C [22]. Uwaza sig, ze komorki NK maja zdolnos¢ do
wywolywania efektu GvL bez towarzyszacej mu choroby GvH. To wlasnie ta populacja
komorek jest odpowiedzialna za wezesny efekt przeciwbiataczkowy, a jej powolna odbudowa
wiaze sig ze zwigkszonym ryzykiem nawrotu [12].

Limfocyty T rozpoznaja peptydy pochodzace z bialek wewnatrzkomoérkowych
prezentowane na powierzchni komoérek w kontekScie czasteczek MHC. Przeprowadzone
badania dotyczace komorek T reagujacych na antygeny specyficzne dla biataczek, dowodza iz
rozpoznaja one nowe biatka ulegajace ekspresji w komorkach nowotworowych, powstajace na
skutek translokacji chromosomowej lub mutacji oraz w przypadku podwyzszonej ekspres;ji
prawidtowego biatka prezentowane na powierzchni komodrki w postaci peptydow. Takie
unikalne peptydy zawierajace mutacj¢ powstaja, na przyktad ze zmienionego biatka ras lub
z fuzyjnego bialka bcr/abl, ktore jest prezentowane w kontekScie HLA—A3 na komorkach
biataczkowych chorych z CML [22].

Nawet w przypadku, gdy pomigdzy biorca 1 dawcy istnieje pelna zgodnos$¢ antygenow
glownego uktadu zgodnosci tkankowej, to antygeny mniejszego uktadu zgodnosci tkankowe;j

cechuje polimorfizm, powodujacy, ze zawsze sq one rozpoznawane jako obce przez limfocyty
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T dawcy. Cytotoksyczne limfocyty T (CD8+) rozpoznajace peptydy w kontekscie MHC klasy I
powoduja liz¢ komorek docelowych w oparciu o mechanizm wydzielania perforyn

1 granzymoéw oraz produkcje cytokin prozapalnych powodujacych aktywacje kolejnych
komorek efektorowych. Pomocnicze limfocyty T (CD4+) rozpoznaja peptydy prezentowane w

konteks$cie antygenow MHC klasy II [19, 22].

1.4. Chimeryzm hematopoetyczny

W wyniku allogenicznej transplantacji u biorcy dochodzi do zniszczenia patologicznego
klonu  komodrek  nowotworowych,  zagniezdzenia  si¢  macierzystych  komorek
hematopoetycznych dawcy 1 odtworzenia prawidlowego uktadu krwiotwodrczego
1 immunologicznego charakteryzujacych si¢ genotypem dawcy. Dochodzi do tego stopniowo
poprzez faz¢ réwnowagi iloSciowe] populacji komorek biorcy i dawcy az do catkowitego
przejecia funkcji krwiotworezej przez komorki hematopoetyczne pochodzace od dawcy. Catosé
tego zjawiska nosi miano chimeryzmu hematopoetycznego. Zgodnie z terminologia
stosowana w literaturze wyroznia sig:

e mieszany chimeryzm hematopoetyczny (MC, z ang. mixed haematopoietic
chimerism), polegajacy na réwnoczesnej obecnosci w ukladzie immunologicznym

1 krwiotworczym biorcy komoérek pochodzacych od dawcy 1 od biorcy

e calkowity chimeryzm hematopoetyczny (CC, z ang. complete haematopoietic
chimerism), polegajacy na obecnosci w uktadzie immunologicznym i krwiotwdrczym
biorcy komorek pochodzacych wytacznie od dawcy

e chimeryzm rozszczepiony (SC, z ang. split haematopoietic chimerism) we wszystkich,
za wyjatkiem jednej, liniach komorkowych ukladu  krwiotworczego

1 immunologicznego wystepuja komorki pochodzace od dawcy

Na Rycinie 2 przedstawiono schematyczny mechanizm przebiegu powstawania
mieszanego 1 catkowitego chimeryzmu u pacjenta poddanego allogenicznej transplantacji

komorek hematopoetycznych.
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Rycina 2. Schemat powstawania chimeryzmu
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Komérki bialaczkowe

Proces powstawania chimeryzmu hematopoetycznego. Biorca (B) zakwalifikowany do transplantacji,
w ktorego organizmie znajduja si¢ jego zdrowe (Z) i bialaczkowe (N) komorki jest poddawany
kondycjonowaniu (K). Tak przygotowany biorca poddawany jest zabiegowi infuzji (I) komorek dawcy
(D). Po transplantacji (na dole schematu) organizm biorcy staje si¢ mieszang chimera (MC), czyli
wykazuje réwnoczesna obecno$¢ powstatych de novo komoérek dawcy (D) 1 whasnych resztkowych
komorek (Z i N). Ten stan rownowagi moze przechyli¢ si¢ w strong przyjecia si¢ przeszczepu (GvHD
i GvL) i wowczas organizm biorcy staje si¢ calkowita chimera (CC) lub dochodzi do odrzucenia
przeszczepu i do nawrotu choroby podstawowej wowczas w organizmie biorcy wystepuja wylacznie
jego zdrowe (Z) i biataczkowe (N) komorki.

Mieszany chimeryzm dtuzej utrzymuje si¢ po alloNMSCT, co tlumaczy si¢ mniejsza
toksyczno$cia chemioterapii kondycjonujacej podanej przed wykonaniem transplantacji. Na
wytworzenie tolerancji i na dynamike wszczepienia maja wptyw nie tylko zastosowane warunki
kondycjonowania ale rowniez intensywnos¢ leczenia immunosupresyjnego po przeszczepieniu
[26]. W wytworzeniu stanu mieszanego chimeryzmu obrazujacego tolerancj¢ migdzy
komoérkami dawcy 1 biorcy wazna jest delecja limfocytéw T potencjalnie reaktywnych w
stosunku do komoérek dawcy 1 komoérek biorcy zachodzaca w grasicy [27, 28].

Wykrycie sekwencji DNA (namnozonych w reakcji PCR) pochodzacych w gtéwnej
czgsci od dawcy zazwyczaj poprzedza kliniczne oznaki przemawiajace za przyjeciem sig
przeszczepu. Prawidlowo$¢ ta zostala zdefiniowana 1 okre§lona mianem wszczepienia
molekularnego [29]. Zaobserwowano, Ze po przeszczepieniu allogenicznym istnieja duze
réznice w czasie, ktory uptywa od momentu stwierdzenia wszczepienia molekularnego do
chwili wszczepienia hematologicznego definiowanego jako liczba neutrofili przekraczajaca

500/ul 1 ptytek powyzej 20.000/ul we krwi obwodowe;.
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1.5. Metody oceny chimeryzmu hematopoetycznego

Na przestrzeni minionych lat do oceny chimeryzmu hematopoetycznego stosowano
rézne techniki. Niektore z nich sa uzywane do dzisiaj, inne natomiast ze wzgledu na swoja
niska informatywno$¢ i czuto$¢ stracity juz na znaczeniu. Ponizej dokonano charakterystyki
historycznych 1 najpopularniejszych obecnie metod shuzacych ocenie chimeryzmu
hematopoetycznego.

Antygeny erytrocytarne. Jedna z najstarszych metod stuzacych ocenie chimeryzmu
hematopoetycznego jest metoda wykorzystujaca badanie antygenow powierzchniowych na
erytrocytach. Technika ta opierata si¢ na ocenie antygenow z grup: ABO, MN, Rh, Kell, Kid,
Dufty, Latheran, Ss i P erytrocytow dawcy i biorcy. Obecnie nie stosuje si¢ tej metody ze
wzgledu na trudno$ci w interpretacji wynikodw. Erytrocyty charakteryzuja si¢ stosunkowo
dlugim czasem przezycia w krwi obwodowej, w zwiazku z tym moze dochodzi¢ do
zafalszowania uzyskiwanych wynikow.

Markery enzymatyczne. Metoda ta opiera si¢ na zjawisku polimorfizmu
enzymatycznego wystepujacego w erytrocytach 1 leukocytach. Enzymy wystepujace
w réznych izoformach, identyfikowanych ze wzgledu na r6zna ruchliwos$¢ elektroforetyczna
biatek, to: kwasna fosfataza, dehydrogenaza glikozo-6-fosforanu, fosfoglukomutaza, deaminaza
adenozynowa 1 esteraza D. Metoda ta nie jest obecnie stosowana. W przypadku erytrocytow
zdecydowaty wzgledy omoéwione powyzej. Ocena polimorfizmu enzymatycznego w
subpopulacji leukocytow byta dobrym markerem chimeryzmu hematopoetycznego, zostata
jednak zastapiona przez metody oparte na DNA charakteryzujace si¢ mniejsza czaso- 1
pracochtonnoscia, a tym samym wigksza przydatnos$cia dla celéw diagnostycznych.

Antygeny ukladu HLA. Antygeny HLA sa uzytecznymi markerami tylko
w przypadku braku zgodnosci w uktadzie HLA migdzy biorca a dawca przeszczepu.
Poczatkowo zgodnos¢ HLA byta oceniana metoda serologiczna, ktora zastapiono bardziej czula
metoda oparta na analizie DNA. Ze wzgledu na to, iz rozwingly si¢ inne metody oceny
chimeryzmu hematopoetycznego bazujace na ocenie DNA oparte o markery niezalezne od
zgodnosci lub jej braku w uktadzie HLA, metoda ta nie jest obecnie stosowana.

Allotypy immunoglobulin. Technika ta byla informatywna zaledwie u 50%
spokrewnionych par dawcéw i biorcow, a stosowana metoda miata charakter potilosciowy.
Dodatkowe trudnosci, takie jak dtugie przezycie immunoglobulin w osoczu, ktore sugerowato

utrzymujacy si¢, mimo wszczepienia, uporczywy chimeryzm biorcy, jak 1 wplyw na wynik
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transfuzji i immunoglobulinowej terapii zastgpczej spowodowaty, ze obecnie technika ta nie
jest stosowana.

Konwencjonalna cytogenetyka. Metoda ta polega na analizie chromosoméw
metafazowych. Ma ona jednak kilka ograniczen. Podstawa oceny chimeryzmu
hematopoetycznego jest chromosom Y. Nie mozna tej metody zastosowa¢ do par biorca —
dawca zgodnych pod wzgledem ptci, ponadto ocena chimeryzmu jest ograniczona do komorek,
ktére w momencie pobrania szpiku znajdowaty si¢ w metafazie. [lo§¢ metafaz analizowanych w
czasie jednego testu jest ograniczona do 20 — 30 komorek, co nie zawsze odzwierciedla stan
calej populacji komoérek hematopoetycznych. Sama technika jest bardzo czaso- 1 pracochtonna,
a ocena prowadzona ta metoda wymaga duzego doswiadczenia. To wszystko sprawia, ze
konwencjonalna cytogenetyka jest obecnie rzadko stosowana.

Cytogenetyka molekularna. Przy uzyciu techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) analizie poddawane sa zaré6wno komoérki metafazowe jak 1 interfazowe.
W czasie pojedynczego testu analizuje si¢ duza ilos¢ komorek, co zapewnia wysoka czutosé
reakcji. Metoda ta jest oparta na hybrydyzacji specyficznej sondy fluorescencyjnej do ludzkiego
chromosomu Y. Potencjalnymi trudno$ciami zwigzanymi z omawiana metoda sa: utrata
chromosomu Y w komorkach o kariotypie nowotworowym lub zmiany genetyczne
w chromosomie Y uniemozliwiajace hybrydyzacj¢ sondy molekularnej. Z tego powodu metode
t¢ udoskonalono poprzez dodanie drugiej sondy, wybarwionej innym chromoforem,
specyficznej dla chromosomu X. Przy zastosowaniu tej techniki gorny limit komorek falszywie
XX pozytywnych u mezczyzn to 0,63% a falszywie pozytywnych XY u kobiet to 0,30%.
Jednak metod¢ FISH mozna zastosowac jedynie w uktadach réznoptciowych [30-32].

Polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych. Pierwsze doniesienia
o wykorzystaniu DNA do oceny chimeryzmu hematopoetycznego pojawity si¢ juz w 1985
roku. Pozniej Blazar et al. zaadaptowali oceng polimorfizmu dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) [33], stosowane dotychczas w analizach ludzkich chorob genetycznych,
do szacowania chimeryzmu po alloSCT. W metodzie tej wykorzystano specyfike aktywnos$ci
endonukleaz restrykcyjnych polegajaca na przecinaniu nici DNA tylko w obrgbie $cisle
okreslonych sekwencji nukleotydowych lub w zdefiniowanej odlegtosci od nich. Powoduje to,
ze identyczne fragmenty DNA sa rozcinane na fragmenty rownej dlugosci. Wystapienie
jakichkolwiek aberracji w miejscu restrykcyjnym (mutacji, delecji, insercji) powoduje zmiang
dhugos$ci produktu powstatego po trawieniu enzymem na skutek utraty miejsca restrykcyjnego,
badz powstania nowego. Populacja ludzka wykazuje ogromny polimorfizm dlugosci

fragmentow restrykcyjnych, co umozliwia identyfikacje osobnicza
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1 z powodzeniem bylo i jest wykorzystywane do odrdéznienia DNA dawcy i biorcy poddanego
alloSCT. Metodg t¢ mozna stosowa¢ do oznaczania DNA wyizolowanego ze wszystkich
komorek jednojadrzastych szpiku kostnego lub krwi obwodowej jak 1 subpopulacji
komorkowych. Potencjalnym ograniczeniem tej metody moga by¢ problemy z trawieniem DNA
enzymami restrykcyjnymi.

PCR fragmentow chromosomu Y, STR i VNTR. Analiza molekularna genoméw
eukariotycznych wykazata, ze w przewazajacej czesci sa one zlozone z sekwencji
niekodujacych: gltéwnie obszaré6w zawartych wewnatrz introndw oraz z migdzygenowych
powtarzajacych si¢ tzw. sekwencji repetytywnych. Frakcja DNA repetytywnego sktadajaca si¢
z powtarzajacych si¢ wielokrotnie, jednakowych, krotkich sekwencji nukleotydowych nosi
nazwe¢ satelitarnego DNA. W zaleznosci od ilosci nukleotydéw tworzacych pojedyncze
powtdrzenie wyrdznia sig:

e Satelitarny DNA (powtdrzenia wigeej niz 100 nukleotydowe)

e Minisatelitarny DNA (VNTR z ang. Variable Number Tandem Repeats powtorzenia
7-100 nukleotydowe)

e Mikrosatelitarny DNA (powtorzenia 2-6 nukleotydowe)

Grupa sekwencji mikrosatelitarnych obejmujaca powtdrzenia dwdch, trzech lub czterech
nukleotydow okre§lana jest mianem krotkich powtérzen tandemowych (STR
z ang. Short Tandem Repeats). Stwierdzono, ze w organizmie cztowieka znajduje si¢ ponad
10 000 sekwencji STR 1 potencjalnie kazda z nich moze by¢ wykorzystana do oceny
chimeryzmu hematopoezy [34]. Powyzsze sekwencje dziedzicza si¢ zgodnie z regula Mendla
[35, 36]. Powtdrzenia nalezace do tej grupy charakteryzuje duzy polimorfizm, co stanowi
bardzo charakterystyczna, praktycznie niepowtarzalna ceche danego organizmu, a ich
wykrywanie wykorzystywane jest na potrzeby identyfikacji indywidualnej: w kryminalistyce do
identyfikacji osobnikéw, w sprawach sadowych o ustalenie ojcostwa oraz przy sporzadzaniu
map genetycznych o duzej rozdzielczosci. Odkrycie w obrgbie DNA polimorficznych alleli o
wysokim stopniu heterozygotycznosci w ogromnym stopniu ufatwilo 1 poprawilo oceng
efektow przeszczepiania komoérek hematopoetycznych.

Poczatkowe badania wykorzystywaty startery rozpoznajace sekwencje DNA znajdujace
si¢ na chromosomie Y (PCR-Y). Ocena chimeryzmu byta mozliwa w obrgbie par gdzie biorca i
dawca allogenicznego przeszczepu réznili sie pod wzgledem plci. Metoda ta do dnia

dzisiejszego zaliczana jest do najczulszych sposobdéw oceny chimeryzmu [13].
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PCR fragmentow STR lub VNTR jest metoda bardziej niezawodna i szerzej stosowana

do detekcji mniejszosciowych populacji komérkowych. Po raz pierwszy metodg te zastosowat
Lawrer et al. w roku 1991 [37]. Zastosowanie do analizy techniki PCR umozliwia oceng
materialu badawczego nawet w przypadku dysponowania niewielka iloScia komorek, gdyz
omawiane oznaczenia mozna wykonywac u pacjentéw tuz po allogenicznym przeszczepieniu,
kiedy to $rednia catkowita liczba biatych krwinek wynosi okoto 100/pl (bardzo rzadko wigcej
niz 200/ul). Dodatkowa zaleta tej techniki jest mozliwo$¢ zniesienia ograniczen zwiazanych z
oczyszczaniem DNA, jego hybrydyzacja i autoradiografia oraz zwigkszenie czuto$ci oznaczen
jak 1 mozliwos¢ retrospektywne;j analizy materiatu.
W badaniach porownujacych czutos¢ 1 przydatno$¢ metod z wykorzystaniem sekwencji STR
1 VNTR stwierdzono, Ze bardziej wiarygodne rezultaty osiagano przy wykorzystaniu sekwencji
STR [38, 39]. Pomimo stwierdzenia mniejszej czutosci metody STR-PCR niz PCR-Y lub FISH,
jest ona obecnie powszechnie stosowana, gdyz daje mozliwo$¢ oceny chimeryzmu niezaleznie
od uktfadu ptci dawca — biorca w przeciwienstwie do metod FISH Iub PCR-Y. Mozliwo$¢
Sledzenia zjawiska chimeryzmu hematopoetycznego na poziomie genomu ma ogromne
znaczenie 1 stanowi cenne zrodto informacji oraz stwarza szans¢ wczesnego okreslania
skutecznos$ci prowadzonego leczenia.

Real Time-PCR. Metodyka Real-Time PCR zostata opracowana w 1996 roku i od tego
czasu ilo$¢ publikacji dotyczacych wykorzystania tej metody systematycznie ro$nie [40, 41].
Technologia RQ-PCR jest wykorzystywana do okre$lania catkowitej 1 wzglednej ilo$ci matrycy
genetyczneg DNA 1 RNA oraz do genotypowania. Znalazta ona zastosowanie
w praktyce klinicznej przede wszystkim do oceny choroby resztkowej ale rowniez do oceny
chimeryzmu u pacjentow poddanych allogenicznej transplantacji. Analiza chimeryzmu
hematopoetycznego jest mozliwa po odnalezieniu alleli specyficznych dla dawcy i biorcy oraz
po zaprojektowaniu sond komplementarnych do tych sekwencji tzw. allelo-specyficzny
RQ-PCR. W przypadku par biorca / dawca rdzniacych si¢ pod wzgledem pici chimeryzm
hemopoetyczny mozna monitorowa¢ przy pomocy sondy specyficznej dla chromosomu Y.
W przypadku zgodno$ci pod wzglgdem plci monitorowania chimeryzmu przy pomocy
RQ-PCR mozliwe jest gdy:

= wystgpuja miedzy dawca a biorca roznice, ktorych przyczyna jest zjawisko
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP z and. single nucleotide polymorphism)

[42]

= wystgpuja migdzy dawca a biorca rdznice, ktorych przyczyna jest polimorfizm
polegajacy na wystapieniu krotkich insercji / delecji [43]
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W niniejszej pracy do oceny chimeryzmu wykorzystano drugi z wymienionych

polimorfizmow.

Tabela 2. Czulo$¢ metod stosowanych do oceny chimeryzmu

Metoda oznaczania chimeryzmu Czulos¢*
Antygeny erytrocytarne 0,1 -0,5%
[zoenzymy 10-30%
Allotypy immunoglobulin 2-5%
Klasyczna cytogenetyka 10 -20%
RFLP 5-10%
FISH 5%
PCRY >1%
PCR STR /PCR VNTR 0,1 -1%
RQ-PCR <0,1%

*Czutos$¢ przedstawiono jako minimalny odsetek komorek dawcy / biorcy w catej puli komérkowe;j
umozliwiajacy wykrycie tej mniejszo$ciowej populacji

Rozdzial 2

CELE PRACY

1. Ocena przydatnosci wybranego panelu sekwencji STR o wysokim stopniu polimorfizmu
do badania chimeryzmu hematopoezy metoda potilosciowa u chorych na nowotworowe

1 nienowotworowe schorzenia ukladu krwiotworczego poddanych allogenicznej
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transplantacji komérek hematopoetycznych w Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ w
Krakowie

2. Ocena przydatno$ci wybranego panelu sekwencji o biallelicznym polimorfizmie do
badania chimeryzmu hematopoezy metoda ilosciowa u chorych na nowotworowe
1 nienowotworowe schorzenia ukladu krwiotworczego poddanych allogenicznej
transplantacji komorek hematopoetycznych w Katedrze 1 Klinice Hematologiit CMUJ
w Krakowie

3. Opracowanie i wdrozenie testu polilosciowej oceny chimeryzmu hematopoetycznego
opartej] na technice polimerazowej reakcji tancuchowej (STR-PCR), obrazowanej
metoda analizy fragmentow (sekwenator).

4. Opracowanie i wdrozenie metody oceny chimeryzmu hematopoetycznego opartej na
technice ilosciowej polimerazowej reakcji tancuchowej (RQ-PCR) w czasie
rzeczywistym.

5. Porownanie powyzszych metod pod wzgledem czutosci, specyficznosci 1 mozliwosci
ich rutynowego zastosowania w laboratorium diagnostycznym.

6. Ocena zgodno$ci wynikOw monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego metodami
molekularnymi z wybranymi parametrami klinicznymi i laboratoryjnymi stosowanymi
do sledzenia procesu wszczepienia materiatu przeszczepowego po alloSCT.

7. Okreslenie znaczenia wczesnego badania chimeryzmu hematopoetycznego dla
przewidywania czasu i mozliwos$ci wszczepienia si¢ materiatu przeszczepowego.

8. Ustalenie optymalnego czasu rozpoczgceia, i adekwatnej czgstotliwo$ci monitorowania
chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentow poddanych allogenicznej transplantacji

komorek macierzystych oraz okreslenie czasu wszczepienia molekularnego.

Rozdzial 3

MATERIAL I METODY

3.4 Grupa badana

Badaniem objgto 38 0s6b z nowotworowymi i nienowotworowymi schorzeniami uktadu

krwiotworczego  poddanych  allogenicznej  transplantacji  macierzystych  komorek
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hematopoetycznych wykonanej w Katedrze i Klinice Hematologii Collegium Medicum UJ

w latach 2002-2004. Biorcy allogenicznej transplantacji, w zalezno$ci od rodzaju chemioterapii
warunkujacej przyjecie si¢ przeszczepu (kondycjonowania), zostali podzieleni na dwie grupy.
Pierwsza z nich objgla pacjentow poddanych kondycjonowaniu standardowemu (alloSCT), a w
drugiej znalezli si¢ pacjenci, u ktérych zastosowano kondycjonowanie o zmniejszonej

toksycznosci (alloNMSCT).

3.4.1 Liczebnos$¢ i charakterystyka badanej grupy

Monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego prowadzono u 38 pacjentow,
u ktorych wykonano lacznie 43 allogeniczne transplantacje. Wszystkie przeszczepienia
przeprowadzono od dawcow spokrewnionych (rodzenstwo).

Na Rycinie 3 zilustrowano procentowy rozktad plci oszacowany dla 38 biorcow
przeszczepienia allogenicznego, ktory ksztattuje si¢ jak 2 : 3, odpowiednio

mezczyzni : kobiety.

Rycina 3. Rozklad plci biorcow
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Rycina 4 przedstawia procentowy rozktad uktadu pici w 38 badanych parach
biorca / dawca. Ilo$¢ par zgodnych pod wzgledem plci stanowi potowe wszystkich par

wlaczonych do badania.

Rycina 4. Uklad plci w parach biorca / dawca

M/K 21,05%

w 28,9%

K/IM 28,9%
M/M 21,05%

K/K — kobieta/kobieta, M/M — mgzczyzna/mezczyzna, K/M — kobieta/mezczyzna, M/K — mezczyzna/kobieta

W Tabeli 3a i 3b (Aneks Tabele) przedstawiono doktadna charakterystyke badanej
grupy pacjentow obejmujaca rodzaj schorzenia stanowiacego wskazanie do transplantacii,
pochodzenie 1 1ilo§¢ hematopoetycznych komorek macierzystych CD34+ 1 komorek
mononuklearnych, rodzaj chemioterapii warunkujacej przyjecie si¢ przeszczepu, wiek biorcy w
momencie przeszczepienia oraz pte¢ biorcy i dawcy. Potowe z 43 przeprowadzonych
transplantacji stanowily przeszczepienia poprzedzone kondycjonowaniem o zmniejszonej
toksycznosci. Kazda allogeniczna transplantacje wykonana u danego pacjenta traktowano
indywidualnie, co wyrazato si¢ nadaniem kolejnego numeru przy inicjatach i symbolu I’ - dla

pierwszego lub II° - dla nastepnego przeszczepienia.
3.2 Narzedzia badawcze
3.2.1 Odczynniki
Ponizej przedstawiono odczynniki 1 materialty zuzywalne wykorzystane
W niniejszej pracy badawcze;j.

= HISTOPAQUE -1077 — SIGMA Aldrich (St. Louis, USA)
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PBS - BIOMED Wytwornia Surowic i Szczepionek (Lublin, Polska)

Chlorek Amonu - StemCell Technologies (Vancouver, Canada)

Kolumny magnetyczne do separacji MiniMacs — Miltenyi Biotec (Bergish Gladbach,
Niemcy)

Przeciwciata monoklonalne CD 3 optaszczone ferromagnetykiem MicroBeads —
Miltenyi Biotec (Bergish Gladbach, Niemcy)

Zestaw QIAamp DNA Blood Mini — QIAGEN (Hilden, Niemcy)

Woda wolna od nukleaz — Promega (Madison, USA)

Startery do reakcji PCR znakowane barwnikiem fluorescencyjnym Cy 5.0

1 nieznakowane — TibMolBiol (Poznaf, Polska)

Zestaw deosynukleotydow trdjfosforanowych (ANTP) — Promega (Madison, USA)
Zestaw do reakcji PCR zawierajacy polimeraz¢ DNA AmpliTaq Gold Applied
Biosystems — Roche (New Jersey, USA)

Zestaw do reakcji PCR zawierajacy polimeraze¢ DNA Fast Start Taqg — Roche
(Indianapolis, USA)

Zestaw do reakcji PCR przeprowadzanej w czasie rzeczywistym QuantiTect SYBR
Green PCR — QIAGEN (Hilden, Niemcy)

Agaroza — 1000 — Invitrogen Life Technologies (Paisley, Wielka Brytania)

Bromek etydyny- Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Niemcy)

Standard masowy DNA “M1” — DNA Gdansk (Gdansk, Polska)

Bufor TAE (Tris-Acetate -EDTA) — QBIOgen (Heidelberg, Niemcy)

SureFill 6% zel akrylamidowy — Bayer HealthCare (Tarrytown, USA)

Microcel cassette — Visible Genetics (Toronto, Kanada)

Stop loading Dye Bulk - Visible Genetics (Toronto, Kanada)

Tris-Borate- EDTA (TBE) — Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Niemcy)

EDTA - Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Niemcy)

Albumina wotowa BSA - Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Niemcy)

Etanol — POCh (Gliwice, Polska)

Materialy zuzywalne (probowki, koncéwki) — Sarstedt (Niibrecht, Niemcy)

Materiaty zuzywalne do ilosciowej reakcji PCR (probdwki, ptytki, czapeczki) — Applied
Biosystems (Foster City, USA)

3.2.2. Aparatura
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W czasie wykonywania pracy postugiwano si¢ nastgpujaca aparatura badawcza:
* Aparat do amplifikacji DNA Termocykler PTC — 220 DYAD - MJ Research
= System do amplifikacji DNA (termocykler PE 9600) i analizy produktu w czasie
rzeczywistym (Sequence Detection System 7700) ABI PRISM 7700 — Applied
Biosystems (Foster City, USA)
= Sekwenator do analizy dlugosci produktow Long-Read Tower Open Gene System—
Visible Genetics (Evry, Francja)
* Aparat do fotopolimeryzacji zeli akrylamidowych Gel Toaster — Visible Genetics
(Evry, Francja)
= Aparaty do agarozowej elektroforezy horyzontalnej — BioRad (Hercules, USA)
1 SIGMA Laborzentrifugen (Wieden, Austria)
»  Wirdéwka stotowa z chtodzeniem 2K 15 — SIGMA Laborzentrifugen (Wieden, Austria)
»  Wir6éwka stotowa z chtodzeniem 1K 15 — SIGMA Laborzentrifugen (Wieden, Austria)
=  Wirdéwka stolowa - Sarstedt (Niibrecht, Niemcy)
* Transluminator TFX-20.M do analizy zeli agarozowych w $wietle UV — (Torcy,
Francja)
=  Spektrofotometr UV/VIS Genesys 2 — ThermoSpectronic (Rochester, USA)
» }aznia laboratoryjna — AJL electronic (Krakow, Polska)
=  Waga analityczna — Radwag (Radom, Polska)
» Zamrazarka -80°C — NuAire

3.2.3. Programy komputerowe

Do interpretacji 1 opracowania uzyskanych wynikow postuzyly nastepujace programy
komputerowe:

= [Irfan View v. 4.0

= Sequence Detection System — Applied Biosystems

= Open Step Software Gene Objects Fragment v. 3.1 — Visible Genetics

= Statistica v. 5.0 - StatSoft

3.2.4. Bazy danych
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= http://gai.nci.nih.gov/cgi-bin charakterystyka primeréw z reakcji STR-PCR

3.3 Metody

3.3.1. Postepowanie z materialem biologicznym przed allogeniczng transplantacja

Przed allogeniczna transplantacja od biorcy i dawcy przeszczepu pobierano krew
obwodowa do probowki z EDTA, jako antykoagulantem, w stosunku 9:1, a nast¢pnie
izolowano komorki jednojadrzaste. Z zawiesiny komodrek jednojadrzastych izolowano DNA,
ktore stuzyto do ustalenia profilu genetycznego dawcy i biorcy pod wzgledem sekwencji o
wysokim  stopniu  polimorfizmu  (metoda z  wykorzystaniem  sekwenatora)

1 0 dwuallelicznym polimorfizmie (metoda z wykorzystaniem techniki RealTime PCR).

3.3.2 Postgpowanie z materialem biologicznym po allogenicznej transplantacji

Od pacjentow po przeprowadzeniu allogenicznej transplantacji pobierano probki krwi
obwodowej lub szpiku kostnego do probowek z EDTA w stosunku odpowiednio 9:1
1 4,5:0,5. Kolejnym krokiem byta izolacja komorek jednojadrzastych 1 DNA, a nastepnie na
podstawie uzyskanego materiatu genetycznego ocena procentowego udzialu dawcy

1 biorcy w hematopoezie zachodzacej w organizmie biorcy.

3.3.3  Czestotliwos¢ monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego

Przebieg przyjmowania si¢ przeszczepu u biorcy po wykonaniu allogenicznej
transplantacji byl monitorowany w nastgpujacych odstgpach czasowych: przez pierwsze dwa
tygodnie co drugi dzien, doba +21, +28, nastgpnie co miesiac do +180 doby, co 3 miesiace w
pierwszym roku, a nastgpnie co pot roku (lacznie 18 punktow czasowych).
W przypadku wykonania u pacjenta infuzji limfocytéw dawcy (DLI) zwigkszano czgstotliwos¢
monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego. Chimeryzm badano dodatkowo kazdorazowo

w przypadku pojawienia si¢ objawdw klinicznych mogacych $wiadczy¢ o nawrocie choroby.
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3.3.4 Izolacja komorek jednojadrzastych (MNC) ze szpiku lub krwi obwodowej

Przed wykonaniem transplantacji oraz w czasie monitorowania procesu przyjmowania
si¢ przeszczepu allogenicznego z krwi obwodowej lub ze szpiku kostnego biorcy (a przed
transplantacja rowniez dawcy) izolowano komoérki jednojadrzaste (MNC). Izolacje
wykonywano w gradiencie ggstosci przy uzyciu odczynnika Histopaque — 1077 firmy SIGMA

wedtug standardowej procedury podanej w ulotce informacyjne;j.

3.3.5 Separacja subpopulacji limfocytow T

Separacje subpopulacji komorkowej CD3+ wykonywano przy pomocy kolumn
magnetycznych MiniMacs firmy Miltenyi Biotec. Zasada rozdzialu sa oddzialywania
magnetyczne powstajace pomigdzy przeciwcialami monoklonalnymi  polaczonymi
z ferromagnetykiem optaszczajacymi antygeny powierzchniowe CD3+, a kolumng umieszczona
w magnesie. Separacj¢ subpopulacji wykonywano wedlug standardowej procedury

zamieszczone] w ulotce informacyjne;.

3.3.6 Izolacja materialu genetycznego

Matryca stuzaca do badania chimeryzmu hematopoetycznego byto DNA genomowe.
Izolacj¢ materiatu genetycznego wykonywano przy pomocy zestawu kolumnowego do izolacji
DNA QIAamp Blood Mini firmy QIAGEN na zasadzie chromatografii powinowactwa. Izolacjg

DNA przeprowadzano wedhlug standardowej procedury zgodnie z zaleceniami producenta.

3.3.7 Pomiar ilosci materialu genetycznego

Ios¢ 1 czystos¢ uzyskanego DNA genomowego oceniano przy pomocy

spektrofotometru. Diugos¢ fali $wiatla pozwalajaca na oceng ilosci DNA to 260 nm. Czysto$¢
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uzyskanego DNA genomowego oceniano poprzez wspotczynnik
R = Ajonm / Azsonm, gdzie absorbancja mierzona przy 280nm odpowiada zanieczyszczeniu

materialu genetycznego przez biatko. Prébki DNA przechowywano w temperaturze -80°C.

3.3.8 Polimerazowa reakcja lancuchowa (PCR)

PCR (polimerazowa reakcja tancuchowa) jest technika wielokrotnego powielania
odcinkéw DNA o dlugosci od kilkudziesigciu do kilkuset par nukleotydow. W technice
PCR wyjsciowa matryca jest wyizolowany DNA. W obecnos$ci termostabilnej polimerazy
DNA, jonéw magnezu, mieszaniny deoksynukleotydow trojfosforanowych (ANTP) oraz
nadmiaru starteréw (primerow), dochodzi do wyktadniczego powielania matrycy (czyli

wybranego odcinka DNA). Pojedynczy cykl obejmuje nastepujace etapy:

= Denaturacja powielanego DNA w temperaturze okoto 94 — 95°C;
» Przylaczenie starteréw (primerow) stanowiacych miejsce startu dla polimerazy;

= Replikacja DNA zachodzaca przy udziale polimerazy DNA i ANTP

30.40 CYKLI
OBEJMUJACYCH
KROKI
Rycina 5. Schematycznie przedstawiona zasada reakcji PCR (wg -3
KROK 1 -
DENATURACIJA
94 -95°C

KROK 2 —
PRZYLACZANIE
PRIMEROW

50 - 68°C

KROK 3 -
WYDLUZANIE
PRODUKTU

33 68 - 72°C
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Polimerazowa reakcja tancuchowa daje mozliwo$¢ monitorowania choroby resztkowej z
czutoécia 10° (wykrywa 1 komoérke nowotworowa wsrod 1.000.000 komorek zdrowych). Tak
ogromna czulo$¢ reakcji jest mozliwa dzigki przeprowadzaniu reakcji PCR w dwoch etapach:
tzw. zewngtrzne] 1 wewngtrznej PCR. W pierwszej z tych reakcji matryca, ktora ulega
amplifikacji jest specyficzna sekwencja stanowiaca integralng czg$¢ catkowitego cDNA
powstajacego w reakcji odwrotnej transkrypcji. W reakcji drugiej matryca jest specyficzna
sekwencja odpowiadajaca aberracji genetycznej, ktora wulegla amplifikacji w reakcji
zewngtrzne;j. W przypadku materiatu pobranego od pacjenta
w momencie diagnozy prazek odpowiadajacy poszukiwanej sekwencji cDNA (tzw. pozytywny)
pojawia si¢ w reakcji zewngtrznej. W czasie monitorowania choroby resztkowej obserwuje si¢
stopniowe obnizanie ilo$ci transkryptu, co objawia si¢ tym, ze prazek pozytywny pojawia si¢
dopiero w reakcji wewngtrznej lub nawet catkowicie zanika. Ta ostatnia sytuacja nosi nazwg
remisji molekularnej. Jezeli dochodzi do ponownej amplifikacji prazka pozytywnego w reakcji
wewnetrznej, a potem réwniez zewngtrznej to jest to réwnoznaczne z nawrotem choroby

podstawowe;.
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Oznaczenia procentowego udzialu dawcy i biorcy w hematopoezie zachodzacej
w organizmie biorcy byly wykonywane dwiema odmiennymi metodami bazujacymi na

polimerazowej reakcji tancuchowe;.

3.3.9 Ocena chimeryzmu hematopoetycznego przy pomocy metody STR-PCR

Metoda STR-PCR taczy w sobie etap amplifikacji DNA przeprowadzanej w czasie
jakosciowej reakcji PCR 1 analize uzyskanego produktu podczas rozdziatu
w sekwenatorze. Metod¢ STR-PCR zwyklo si¢ okresla¢ mianem metody poétilosciowe] ze
wzgledu na jej ograniczenia, ktore w sposob szczegdtowy zostang oméwione w Dyskus;ji.

Do badania chimeryzmu hematopoetycznego przy pomocy metody STR-PCR wybrano
na podstawie publikacji autorstwa Dubovsky 1 wsp. [29] sekwencje STR (z ang. short tandem
repeats — krotkie powtorzenia tandemowe) oraz zaczerpnig¢to sekwencje starterow. Tabela 4
(Aneks Tabele) przedstawia charakterystyke wybranych sekwencji STR a Tabela 5 (Aneks
Tabele) - informacje dotyczace starteréw do reakcji STR-PCR.

Do monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego metoda STR-PCR dla kazdej pary
biorca / dawca wybierano dwie sekwencje STR okreslane mianem informatywnych, czyli

takich, w ktorych przynajmniej 1 allel byt specyficzny dla biorcy.

W stosunku do publikacji zrodtowej [29] dokonano kilku modyfikacji. Pierwsza
polegata na wyznakowaniu znacznikiem fluorescencyjnym jednego ze starterow w kazdej
parze. Wiazalo si¢ to $cisle ze sposobem detekcji uzyskiwanego produktu reakcji PCR (przy
pomocy sekwenatora), ktory takze zmieniono. Zmodyfikowano réwniez rodzaj uzywanej
polimerazy, stosowany profil temperaturowy 1 ilos§¢ DNA poddawanego amplifikacji
(szczegotowy opis ponizej). Jakosciowa reakcje PCR przeprowadzano przy uzyciu polimerazy
typu  Lhot  start”, o  nazwie  firmowej  AmpliTaq GOLD  zgodnie

z nast¢pujacym profilem temperaturowym:

e 95°C— 10 minut

e 94°C-30 sekund

e 60°C—30 sekund 30cykli
e 72°C—45 sekund

e 72°C— 10 minut
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Laczna objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl a jej sktad przedstawiono
w Tabeli 6 (Aneks Tabele). Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 5 pl DNA genomowego o

stezeniu 10ng/ul (tacznie 50ng), a nastepnie cato§¢ amplifikowano w termocyklerze.

3.3.10 Analiza dlugosci fragmentow

Po przeprowadzeniu jakosciowej reakcji PCR produkt amplifikacji poddawano
rozdziatowi elektroforetycznemu w sekwenatorze ptytowym Open Gen w 6% zelu
poliakrylamidowym (fotopolimeryzacja akrylamidu w $wietle UV) w buforze TBE. Pozostale
warunki rozdziatu takie jak wymagane napigcie (1300V), moc lasera (50%), czas rozdziatu
(30minut) oraz temperatura zelu w czasie rozdzialu (53°C) ustalono na podstawie pracy

autorstwa Luhm 1 wsp. [44].

Przed nalozeniem na zel poliakrylamidowy produkt reakcji PCR przygotowywano
W nastepujacy sposob:

= ] ul produktu dodawano do 10 ul Stop Loading Dye Bulk 3x rozcienczonego
* Przygotowana mieszaning denaturowano w 95°C przez 5 minut
* Produkt po denaturacji umieszczano w lodzie
Po schlodzeniu naktadano 2 pl produktu na Zel poliakrylamidowy. Przy kazdorazowym
rozdziale na zel oprocz probki badanej naktadano material genetyczny dawcy 1 biorcy uzyskany
przed allogeniczng transplantacja, jako wzorcowe probki uktadu alleli dla badanej sekwencji

STR u danego pacjenta.

3.3.11 Kontrola poprawnosci izolacji DNA

Jako kontrole poprawnosci izolacji DNA wykonywano jako$ciowa reakcje PCR na
obecnos¢ DNA dla genu GAPDH przy uzyciu polimerazy typu ,.hot start” o nazwie firmowej
Fast Start Taq DNA. Zastosowany profil temperaturowy oraz stgzenie poszczegdlnych
odczynnikow 1 materialu genetycznego byly identyczne jak w przypadku metody stuzacej

ustaleniu profilu genetycznego wykorzystywanego w metodzie ilosciowej reakcji PCR.
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3.3.12 Rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym

W celu oceny profilu genetycznego wykorzystywanego w metodzie ilo$ciowej reakcji
PCR oraz uwidocznienia genu GAPDH przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu
agarozowym przygotowanym w buforze TAE wybarwionym bromkiem etydyny wzgledem
wzorca masowego uzyskanych produktow DNA (rozmiar prazkow we wzorcu masowym DNA:

501,489bp, 404bp, 331bp, 242bp, 190bp, 147bp, 110bp).

Rezultaty rozdziatu elektroforetycznego wizualizowano w $wietle UV
1 dokumentowano przy uzyciu aparatu cyfrowego. Uzyskane informacje zachowano na
twardym dysku komputera, a do detekcji 1 obrobki uzyskanych danych wykorzystywano

program Irfan View®.

3.3.13 Reguly matematyczne stosowane do oceny chimeryzmu metoda STR-PCR

Podstawa oceny chimeryzmu hematopoetycznego poétilosciowa metoda STR-PCR byto
okreslenie pola powierzchni pod pikami uzyskanymi w wyniku rozdzialu fragmentow
w sekwenatorze, ktore reprezentowaly poszczegdlne allele. Wartosci te postuzyty do wyliczenia
procentowego udziatu dawcy i biorcy w hematopoezie zachodzacej w organizmie biorcy w
oparciu 0 wzory matematyczne przedstawione w literaturze [44-47]. W zaleznosci od ilo$ci
alleli informatywnych (cztery, dwa lub jeden) stosowano 3 rézne reguty matematyczne. W
przedstawionych ponizej wzorach przyjeto nastgpujace oznaczenia:

= B (z cyfra lub bez) odpowiada polu powierzchni pod pikiem odpowiadajacym allelowi
reprezentujacemu biorcg alloSCT

= D (z cyfra lub bez) odpowiada polu powierzchni pod pikiem odpowiadajacym allelowi
nalezacemu do dawcy alloSCT

= W oznacza pole powierzchni pod pikiem odpowiadajacym allelowi wspolnemu dla
biorcy i dawcy alloSCT

Pierwsza z przedstawionych formut dotyczy sytuacji gdy biorca i dawca alloSCT sa
heterozygotami 1 zaden z alleli nie jest wspolny, czyli ocena chimeryzmu jest przeprowadzana
w oparciu o cztery allele informatywne:

o _ D1+ D2 100°
o hematopoezy dawcy x100%
D1+ D2+ Bl1+ B2

37



W sytuacji, gdy biorca i dawca sa heterozygotami lecz maja jeden wspolny allel

roOwnanie sluzace wyrazeniu procentowego udziatu hematopoezy dawcy przedstawia sig

nastgpujaco:

D
% hematopoezy dawcy = 2 x100%

Jezeli tylko jedna z os6b w parze biorca / dawca jest heterozygota a druga homozygota,

czyli wowczas gdy wystepuje tylko jeden allel informatywny, obliczenia przedstawiaja sig

nastepujaco:

Zalozenie: biorca jest heterozygota a dawca jest homozygota

a)

b)

d)

Ustalenie wspotczynnika CF z danych dotyczacych DNA biorcy przed alloSCT:

_"
CF =" (1)

Ustalenie udziatu allelu biorcy (wskaznik HC) w piku odpowiadajacemu allelowi
wspolnemu w badanym materiale DNA po alloSCT :
HC = BxCF (2)
Ustalenie udziatu alleli dawcy (wskaznik DAA) w piku odpowiadajacemu allelowi
wspolnemu w badanym materiale DNA po alloSCT :
DAA=W - HC (3)
Ustalenie udziatu allelu dawcy (wskaznik SDAA) w piku odpowiadajacemu allelowi
wspolnemu w badanym materiale DNA po alloSCT :

SDAA = DTAA (4)

Ustalenie udziatu hematopoezy biorcy w badanym materiale po alloSCT:

B
% hematopoezy biorcy = B+ SDAA x100% (5)

Ustalenie udziatu hematopoezy dawcy w badanym materiale po alloSCT

% hematopoezy dawcy = 100% - % hematopoezy biorcy (6)

3.3.14 Ustalenie profilu genetycznego dla metody RQ-PCR

Metoda RQ-PCR (ilosciowa metoda oceny chimeryzmu hematopoetycznego) opiera si¢

na wystgpowaniu sekwencji charakteryzujacych si¢ dwuallelicznym polimorfizmem, co w
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praktyce przektada si¢ na dwie sytuacje: obecnos¢ lub brak pewnej niekodujacej sekwencji

DNA u danego cztowieka.

Wybdr sekwencji informatywnej dla kazdej pary Dbiorca / dawca przeprowadzano
wykonujac jako$Sciowa reakcje PCR. Jako sekwencj¢ informatywna traktowano allel
wystepujacy jedynie u biorcy lub jedynie u dawcy. W stosunku do publikacji zrodlowej [43]
dokonano zmiany zastosowanej polimerazy oraz ilosci DNA poddanego amplifikacji (50ng
DNA / 25ul). Sktad mieszaniny reakcyjnej zawierajacej polimeraze Fast Start Taqg DNA
przedstawiono w Tabeli 7 (Aneks Tabele).

3.3.15 Ocena chimeryzmu metodg iloSciowej reakcji PCR (RQ-PCR)

Ilosciowa reakcja PCR wykonywana w czasie rzeczywistym (nazwy rownorzedne: RQ-
PCR, Real Time PCR, TagMan) jest nowoczesna metoda umozliwiajaca roéwnoczesna
amplifikacj¢ 1 detekcje produktu, stuzaca ocenie, np. ekspresji gendw lub choroby resztkowe;.
Jest takze stosowana do oceny i monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentow

poddanych allogenicznej transplantacji macierzystych komorek hematopoetycznych.

Monitorowanie kinetyki chimeryzmu hematopoetycznego w kazdej parze biorca / dawca
przeszczepienia allogenicznego prowadzono na podstawie jednej dwuallelicznej insercji /
delecji wybranej w sposob opisany powyzej w podrozdziale 3.3.12. Jako gen referencyjny
postuzyl gen GAPDH. Reakcj¢ RQ-PCR wykonywano w dubletach. Wyboru sekwencji o
dwuallelicznym polimorfizmie, starterow i profilu temperaturowego dokonano na podstawie
publikacji autorstwa Alizadeh 1 wsp. [43]. W stosunku do publikacji zrédtowej zastosowano
modyfikacje polegajaca na zmniejszeniu ilosci amplifikowanego DNA 150ng/25ul mieszaniny
reakcyjnej). Zmieniono takze sposob detekcji produktu wprowadzajac barwnik fluorescencyjny
SYBR green (chemia SYBR green) zamiast pierwotnie zastosowanych sond molekularnych

(chemia TagMan). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 8 (Aneks Tabele).

SYBR green interkaluje do dwuniciowych struktur kwasow nukleinowych, po czym
nastepuje emisja sygnatu fluorescencyjnego wprost proporcjonalna do ilosci kopii
amplifikowanego produktu. Wyjsciowa ilos¢ DNA jest odczytywana na podstawie wartosci Ct,
czyli numer cyklu reakcji, w ktérym po raz pierwszy obserwuje si¢ logarytmiczny przyrost
ilosci produktu. W celu okreslenia ilosci badanego allelu dla kazdej pary biorca / dawca, na

podstawie amplifikacji probek o znanym stgzeniu DNA, wykre$lano krzywa standardowa. Dla
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kazdej z préobek DNA zebranych w czasie monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego
okreslano wartosci Ct genu badanego

1 genu referencyjnego, a ilos¢ allelu oceniano wzgledem krzywej standardowe;.

Rycina 6. Schemat technologii opartej na zastosowaniu barwnika SYBR green

1. Poczatek reakcji. Barwnik SYBR green emituje swiatto fluorescencyjne, gdy ulegnie
wbudowaniu do dwuniciowej struktury DNA

2. Denaturacja. Kiedy DNA ulega denaturacji barwnik SYBR green jest uwalniany a
towarzyszy temu gwattowna redukcja poziomu fluorescenc;ji.

3. Polimeryzacja. W czasie wydiluzania przytaczaja si¢ startery 1 powstaje produkt reakcji
PCR.
Starter F

—_— -’

Starter R

4. Zakonczenie cyklu reakcji PCR. W momencie zakonczenia reakcji barwnik SYBR
green jest zwigzany z dwuniciowg struktura DNA 1 fluorescencja jest najwigksza

Sekwencje starterow zastosowanych w reakcji RQ-PCR przedstawiono w Tabeli 9
(Aneks Tabele).

3.3.16 Reguly matematyczne stosowane do oceny chimeryzmu metoda RQ-PCR
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Wzory matematyczne shuzace iloSciowemu wyrazeniu procentowego udziatu

hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu zaczerpnigto z literatury [43]. Podstawa wyliczen jest

numer cyklu reakcji (Ct), w ktérym nastgpuje logarytmiczny przyrost ilosci produktu reakcji

RQ-PCR. Oceng chimeryzmu hematopoetycznego przeprowadzano w nastgpujacych etapach:

a)

b)

d)

dla kazdej reakcji RQ-PCR, czyli dla sekwencji specyficznej dla dawcy (Ct badane),
sekwencji specyficznej dla biorcy (Ct badane) oraz genu referencyjnego GAPDH (Ct
referencyjne) amplifikowanych w dubletach odczytywano wartos¢ Ct

dla kazdego genu badanego wykonywano krzywa standardowa 1 odczytywano
wspotczynnik nachylenia krzywej (s), na podstawie ktorego wyliczano wydajnos¢
reakcji RQ-PCR (E) :

E= 10_% 1 M

dla kazdej reakcji RQ-PCR genu badanego wyliczano Ct znormalizowane wzgledem
genu referencyjnego, czyli ACt:

ACt = Ct _badanej _ sekwencji — CtGAPDH (2)
wyznaczano Ct probki kalibracyjnej, byta to warto§¢ Ct odpowiadajaca amplifikacji
probki zawierajace wylacznie materiat genetyczny dawcy
(w przypadku sekwencji charakterystycznej dla dawcy) lub zawierajaca wylacznie
material genetyczny biorcy (w przypadku sekwencji charakterystycznej dla biorcy)
wyliczano udzial hematopoezy dawcy lub biorcy (w zaleznosci od wybrane]

sekwencji):

QU _(ActU-AciC)
% hematopoezy dawcy = E =(1+E| x100% (3)

gdzie: QU — ilo§¢ DNA w probcee badane;j

QC —ilos¢ DNA w prébcee kalibracyjne;j

ACtU — ACt prébki badane;j

ACtC — ACt probki kalibracyjnej

E — wydajno$¢ reakcji

Rozdzial 4
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WYNIKI

4.1 Informatywno$¢ sekwencji STR o wysokim stopniu polimorfizmu

Pierwszym etapem pracy do$wiadczalnej bylo wybranie na drodze empirycznej dla
kazdej pary biorca / dawca dwodch sekwencji STR o wysokim stopniu polimorfizmu
pozwalajacych przy pomocy sekwenatora na rozroznienie materialu genetycznego
pochodzacego od kazdego z nich. W Tabeli 10 (Aneks Tabele) przedstawiono zestawienie
uzyskanych wynikow.

Do monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego ocenianego metoda potilosciowa
dla kazdej pary biorca / dawca wybierano dwie informatywne sekwencje STR. Uzyskany wynik
usredniano, co pozwalato na zminimalizowanie btedéw zwiazanych z odczytem powierzchni
pod pikami odpowiadajacymi amplifikowanym allelom. Tylko w jednej parze (pacjent GM nr
30) na 38 badanych (2,6%) nie udato si¢ znalez¢ dwoch sekwencji informatywnych i
chimeryzm hematopoetyczny oceniano wylacznie w oparciu o jeden locus D12S1064. Z
powyzszych danych wynika, ze wybrany panel sekwencji STR jest przydatny do oceny

chimeryzmu hematopoetycznego.

4.2  Czestotliwos¢ informatywnych sekwencji STR o wysokim stopniu polimorfizmu

W badanej grupie par biorca / dawca przeprowadzono oceng czgstotliwosci
wystegpowania informatywnych sekwencji STR stosowanych do monitorowania chimeryzmu
hematopoetycznego metoda STR-PCR. Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 11 (Aneks
Tabele). Wynika z nich, ze najwigksza czestotliwos$¢ roznic, niezaleznie od tego czy zostaty
one wykorzystane do oceny chimeryzmu hemopoezy, zaobserwowano w locus D20S481,
natomiast najmniejsza w locus D1751290. Stwierdzono rowniez, iz w zadnym loci genowym, z
wybranych jako informatywne sekwencji STR, roznice migdzy dawca a biorca nie wystepuja w
populacji z czgstotliwoscia w sposob znacznie odbiegajacy od pozostatych (roznice w zakresie
12% - 17,4 %). Nie stwierdzono réwniez zaleznosci pomigdzy informatywnoscia danego locus
genowego, a iloscia alleli mogacych wystepowaé w tym locus. Na podstawie powyzszych
danych mozna jednak ustali¢ kolejno$¢ wykonywania reakcji PCR majacych na celu wybor

sekwencji informatywnych dla par dawca / biorca.
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4.3 Wozory alleliczne uzyskiwane metoda STR-PCR

Ustalenie profilu genetycznego biorcy i dawcy przeszczepu allogenicznego metoda
STR-PCR wymaga wizualizacji produktu na Zzelu poliakrylamidowym w sekwenatorze.
Wyrdznia sig trzy typy mozliwych do uzyskania wzorow allelicznych:

= Biorca i dawca alloSCT sa heterozygotami i zaden z alleli nie jest wspdlny — cztery
allele informatywne (Ryc. 7a)
= Biorca i dawca alloSCT sa heterozygotami z jednym allelem wspdlnym — dwa allele
informatywne (Ryc. 7b)
= Biorca alloSCT jest heterozygota a dawca homozygota (lub odwrotnie) - jeden allel
informatywny (Ryc. 7¢)
Rycina 7. Typy wzorow allelicznych uzyskanych metoda STR-PCR
7a Cztery allele 1nf0rmatywne (np paCJent J.Sz. nr 34 locus D3S045)

M BIORCA
th pawea

7b Dwa allele mformatywne (np paCJent P.G. nr 42 locus D22S689)

BIORCA
M DAWCA

Tcl eden allel 1nf0rmatywny (np. paCJent W S. nr 26 locus D16S539)

JL BIORCA

Rozktad czestotliwosci wystepowania poszczegdlnych typow profili allelicznych

w analizowanej populacji par biorca — dawca przedstawiat si¢ nastgpujaco:
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= uktadem, ktérego obecno$¢ stwierdzano najczegsciej byt uktad charakteryzujacy si¢ 2
allelami informatywnymi, gdyz wykryto go w pozostalych 63 informatywnych
sekwencjach STR. (84%)

= 1 allel informatywny wykryto w 7 na 75 wybranych informatywnych sekwencjach STR
(9,3%) — byt to allel informatywny dla dawcy lub dla biorcy

= 4 allele informatywne odnaleziono w 5 na 75 wybranych informatywnych sekwencjach
STR (6,7%)

4.4 Typy wzorow allelicznych uzyskiwanych przy pomocy metody RQ-PCR

Druga metoda molekularna, ktora zastosowano do monitorowania kinetyki chimeryzmu
hematopoetycznego byla oparta na ilosciowej reakcji PCR  przeprowadzanej
w czasie rzeczywistym (RQ-PCR). Metoda ta wymagata réwniez wybrania na drodze
empirycznej dla kazdej pary biorca / dawca dwoch informatywnych sekwencji (po jednej dla
biorcy i1 dla dawcy alloSCT) o dwuallelicznym polimorfizmie. W tym celu przeprowadzano
jakosciowa reakcje PCR a produkt amplifikacji wizualizowano w czasie rozdziatu
elektoroforetycznego w 2% zelu agarozowym w obecnosci bromku etydyny. Na Rycinie 8
przedstawiono przyktadowy rozdzial elektroforetyczny majacy na celu ustalenie profilu

genetycznego dla pacjentki L.J. (nr 33).

Rycina 8. Przykladowy profil genetyczny ustalony metoda RQ-PCR

Na zelu agarozowym uwidoczniono trzy typy uktadow allelicznych. W pozycji 1 1 2
przedstawiono sekwencje odpowiadajace locus SOlaFaR. Zaréwno u biorcy (pozycja 1) jak i u
dawcy (pozycja 2) stwierdzono obecno$¢ tego allelu — powyzsza sekwencja nie jest wigc
sekwencja informatywna. Analogiczna sytuacja zaobserwowano w loci S04aFbR (pozycja 7
reprezentuje biorce a 8 dawce) i S05aFaR (pozycja 9 reprezentuje biorce a pozycja 10 dawce).
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Przeciwnie, analiza locus SO5bFaR wykazala natomiast, ze ani u biorcy (pozycja 11) ani u
dawcy (pozycja 12) allel nie wystepuje - wynika z tego, iz wymieniona sekwencja nie jest
sekwencja informatywna. Informatywnym dla dawcy okazato si¢ locus SOIbFaR (pozycja 4),
gdyz tylko u dawcy stwierdzono obecnos$¢ allelu (biorca pozycja 3). Dla biorcy (pozycja 5) allel
informatywny wystepuje w locus SO4aFaR u dawcy (pozycja 6) nie wykryto w tym Jocus allelu.

4.5 Kontrola jakosci DNA

Rownolegle do reakcji PCR stuzacej ustaleniu profilu genetycznego wykonywano
reakcj¢ PCR majaca na celu oceng poprawnosci izolacji DNA, w ktorej wykrywano obecnos$¢
genu GAPDH. Przykladowa reakcj¢ przedstawiono na Rycinie 9.

Rycina 9. Gen GAPDH - rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym

M1 1 2 3 4

Na Rycinie 9 w pozycji 1 1 2 przedstawiono gen GAPDH reprezentujacy materiat
genetyczny odpowiednio biorcy i dawcy z pary nr 33 uzyskany przy zastosowaniu zestawu
zawierajacego polimeraz¢ Fast Start Taqg DNA, natomiast w pozycji 3 i 4 ten sam materiat
genetyczny amplifikowany przy wykorzystaniu polimerazy typu AmpliTag GOLD. Nie
stwierdzono réznic jako$ciowych w uzyskanym produkcie reakcji PCR 1 do kolejnych reakcji

ze wzgledu na aspekt ekonomiczny uzywano polimerazy Fast Start Taq DNA.

4.6 Informatywnos¢ sekwencji o dwuallelicznym polimorfizmie
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Analogiczne postgpowanie jak w przypadku pacjentki nr 33, ktore przedstawiono
w podrozdziale 4.4, przeprowadzono w przypadku wszystkich 38 par biorca / dawca
wlaczonych do badania. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 12 (Aneks Tabele).

W oparciu o wybrany panel starteréw w 67/76 przypadkow (88,1% populacji badanej)
udato si¢ dokona¢ wyboru sekwencji informatywnych. W 11,9% przypadkéw nie udato sig
odnalez¢ allelu informatywnego dla biorcy badz dla dawcy. W takiej sytuacji monitorowanie
kinetyki chimeryzmu hematopoetycznego prowadzono w oparciu o jedna sekwencje
informatywna. Z powyzszych danych wynika, Zze wybrany panel sekwencji dwuallelicznych
jest przydatny i pozwala na monitorowanie chimeryzmu w oparciu o 2 sekwencje w 90%

przypadkéw natomiast w 10% monitorowanie prowadzone jest w oparciu o 1 sekwencje.
4.7 Czestotliwos¢ informatywnych sekwencji o dwuallelicznym polimorfizmie

W badanej grupie biorcow / dawcdéw przeprowadzono oceng informatywnosci
dwuallelicznych sekwencji nalezacych do wybranego na podstawie publikacji [43] panelu,

ktéra wiaze sig¢ bezposrednio z czgstotliwosScia wystgpowania poszczegdlnych sekwencji.

Na Rycinie 10 przedstawiono uzyskane wyniki.

Rycina 10. Informatywnos¢ loci genowych o dwuallelicznym polimorfizmie
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Loci o tej samej czestotliwosci wystgpowania zaznaczono takim samym kolorem. Czgstotliwosé
przedstawiono w przeliczeniu na 67 sekwencji informatywnych.

Z przedstawionych powyzej danych wynika, Ze najczesciej jako informatywna
uznawano sekwencje SO2FR (11,9%), natomiast w zadnej z par dawca/biorca nie wybrano jako
informatywnej sekwencji S05aFaR, SO8bFaR oraz S09aFbR. Na podstawie powyzszych
wynikow mozna ustali¢ kolejno§¢ wykonywania reakcji PCR majacych na celu wybor

dwuallelicznych sekwencji informatywnych dla par dawca / biorca.

4.8 Porownanie czulosci reakceji STR-PCR i RQ-PCR

W celu okreslenia czuto$ci metod molekularnych przy pomocy ktorych oceniano
chimeryzm hematopoetyczny wykonano szereg kolejnych rozcienczen materialu genetycznego
biorcy w materiale genetycznym dawcy. Nastgpnie przeprowadzono amplifikacje utworzonych
mieszanych chimer hematopoetycznych 1 odczytano uzyskane wyniki, ktore zestawiono w

Tabeli 13 (Aneks Tabele) i na Rycinie 11.

Rycina 11. Czulo$¢ metod STR-PCR i RQ-PCR
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Z danych przedstawionych w Tabeli 13 wynika, ze metoda RQ-PCR charakteryzuje si¢
wigksza czuloscia, daje ona bowiem mozliwo$¢ wykrycia resztkowego genotypu na poziomie
0,0125%. Na Rycinie 12 przedstawiono wykres obrazujacy przyrost ilosci produktu reakcji
PCR w czasie (kazda z reakcji wykonana w dublecie). Poszczeg6élne krzywe, patrzac od lewe;,
odpowiadaja malejacej iloSci materialu genetycznego znajdujacego  wyjsciowo
w probowce wyrazonego jako zawarto$¢ procentowa. I tak pierwsza z nich odpowiada 100%
zawartos$ci materiatu np. biorcy w badanej probce, a ostatnia 0,0125%. Dla jasno$ci obrazu nie
przedstawiono na tym wykresie przebiegu amplifikacji genu GAPDH dla kazdego
z powyzszych rozcienczen. Wyniki uzyskiwane w reakcji ilo§ciowej uznawano jako
pozytywne, gdy zawieraly si¢ w granicach 20 — 35 cyklu. Metoda ilo$ciowej oceny udziatu
hematopoezy dawcy wykazuje takze duza zgodno$¢ z teoretycznym udzialem materiatu
genetycznego w danym rozcienczeniu. Czutos¢ metody STR-PCR przyjeto na poziomie 5%.
Wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu metody poétilosciowej (STR-PCR) podobnie jak
w przypadku metody ilosciowej (RQ-PCR) wykazuja zgodno$¢ z teoretycznym udziatem
materialu genetycznego w poszczego6lnych rozcienczeniach.

Na Rycinie 13 przedstawiono przyktadowa krzywa standardowa wykorzystywana do
oceny ilo$ci produktu w probce badanej. Wartos¢ wspotczynnika nachylenia prostej uzyskana
w tej reakcji s = -3,215 natomiast wspoOlczynnik korelacji R* = 0,98. USredniona warto$¢
wspoOlczynnika s wyniosta s = -3,37 £ 0,2, co odpowiada wydajnosci reakcji (E) na poziomie E

=0,97.

48



Rycina 12 Wykres obrazujacy przebieg amplifikacji produktu w czasie rzeczywistym —

wydruk z aparatu
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Rycina 13 Krzywa standardowa dla metody RQ-PCR — wydruk z aparatu
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Przeprowadzono poréwnanie wynikdw oceny chimeryzmu hematopoezy uzyskanych

przy pomocy metod STR-PCR i RQ-PCR. Obserwowane réznice nie mialy cech istotno$ci

statystycznej. Srednia réznica w wynikach w grupie pacjentéw poddanych alloHSCT wyniosta

2,7 £1,14 (mediana 1,3 + 1,17), natomiast w grupie pacjentow po alloNMSCT wyniosta 1,69 +

4,86  (mediana

148 =+

2,59), a wyzszy  odsetek

w krwiotworzeniu stwierdzano przy pomocy metody ilosciowej.

udziatu

dawcy

Na podstawie powyzszych danych stwierdzono, ze metoda RQ-PCR jest metoda

o wigkszej czutosci niz metoda STR-PCR.
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4.9 Wocezesna Kkinetyka chimeryzmu hematopoezy oceniana przy pomocy metody

STR-PCR

Wecezesna oceng chimeryzmu hematopoetycznego prowadzono w oparciu o sekwencje
STR o wysokim stopniu polimorfizmu do +30 doby po allogenicznej transplantacji komoérek
hematopoetycznych. Badanie poziomu chimeryzmu hematopoetycznego prowadzono w tym
okresie co drugi dzien poczawszy od doby +2 do doby +14 a nastgpnie co tydzien do doby +28.
Oceny chimeryzmu dokonywano we krwi obwodowej. W Tabelach 14a i 14b (Aneks Tabele)
przedstawiono uzyskane wyniki, ktore sa $rednia arytmetyczng z warto$ci uzyskanych z dwoch
badanych sekwencji STR (powyzsza uwaga nie dotyczy pacjentki G.M nr 30.). Zamieszczone
wartosci odpowiadaja procentowemu udzialowi hematopoezy dawcy

w calo$ci hematopoezy zachodzacej w organizmie biorcy.

Rycina 14. Wczesna ocena chimeryzmu hematopoetycznego
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Z powyzszych danych wynika, ze wczesne zmiany chimeryzmu hematopoetycznego w
grupie pacjentow podanych alloHSCT przebiegaja zgodnie z zaleznosScia logarytmiczna
(R?=0,996) natomiast w grupie pacjentow poddanych alloNMSCT sa zgodne z zaleznosci
liniowa (R*=0,959). Przy wykorzystaniu testu t-Studenta stwierdzono, ze istotne statystycznie
roznice w poziomie wczesnego chimeryzmu hematopoetycznego pomigdzy grupami pacjentow
poddanych alloNMSCT 1 alloHSCT wystgpuja tylko w 2 dobie po allogenicznej transplantacji
(p=0,0048).
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Uzyskane wyniki dowodza, ze roznice w przebiegu wczesnych zmian chimeryzmu
hematopoetycznego najprawdopodobniej zaleza od intensywnos$ci zastosowanych warunkoéw

kondycjonowania.

4.10 Porownanie poziomu chimeryzmu w szpiku i we krwi w 30 dobie po transplantacji

W niniejszej pracy jako punkt czasowy konczacy monitorowanie wczesnych zmian
chimeryzmu hematopoetycznego traktowano 30 dobg po allogenicznej transplantacji. Poziom
chimeryzmu hematopoetycznego oznaczano w szpiku kostnym przy pomocy obu metod po raz
pierwszy w 30 dobie po transplantacji. W Tabelach 15a i 15b (odpowiednio dla pacjentéw
poddanych alloHSCT i alloNMSCT) (Aneks Tabele) przedstawiono wyniki oceny chimeryzmu
hematopoetycznego przedstawionego jako procentowy udziat hematopoezy dawcy w catkowitej

hematopoezie zachodzacej w organizmie biorcy.

Rycina 15. Poziom chimeryzmu u pacjentow poddanych alloHSCT oraz alloNMSCT
oceniony przy pomocy metod STR-PCR i RQ-PCR (szpik vs krew doba 30)
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Analiza powyzszych wynikow przy pomocy testu t-Studenta nie wykazata istotnosci
statystycznej r6znic w zadnym z wybranych uktadow.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze rodzaj przygotowania pacjenta do allogenicznej
transplantacji (kondycjonowanie) nie ma wptywu na poziom chimeryzmu w 30 dobie po
transplantacji. Na tym etapie nie ma takze réznic w wynikach oceny chimeryzmu uzyskanych
przy pomocy metod STR-PCR 1 RQ-PCR. Poréwnanie warto$ci uzyskanych we krwi i szpiku

wskazuje, ze badania z wykorzystaniem krwi sa przydatne w tym okresie po transplantacji.
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4.11 Wszczepienie molekularne

Na podstawie danych uzyskanych w czasie monitorowania wczesnych zmian
chimeryzmu hematopoetycznego dla kazdego z pacjentow okreslono dobe, w ktorej chimeryzm
hematopoetyczny osiagnal poziom pozwalajacy na stwierdzenie wszczepienia molekularnego.
Ze wzgledu na czuto$¢ metody STR-PCR (5%) za moment wszczepienia molekularnego
uznano dzien, w ktorym udzial hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu zachodzacym w
organizmie biorcy osiagnat poziom 95%. Dokonano takze poréwnania czasu wszczepienia
molekularnego ze wszczepieniem hematologicznym, dla ktérego kryterium stanowi odbudowa
hematologiczna wyrazona ilo$cia neutrofili (powyzej 500 / ul) oraz ptytek krwi (powyzej
20 000 / ul). Wyniki przedstawiono w tabelach 16a oraz 16b (Aneks Tabele).

Przy pomocy testu t-Studenta przeprowadzono analiz¢ czasu Wwszczepienia
molekularnego wzgledem czasu wszczepienia hematologicznego. Nie stwierdzono istotnych
roznic migdzy czasem wszczepienia molekularnego wyrazonego jako doba osiagnigcia
catkowitego chimeryzmu dawcy a czasem wszczepienia hematologicznego w zadnym
z wybranych ukladow (pacjenci poddani alloHSCT, alloNMSCT oddzielnie i zbiorczo oraz w
grupach wydzielonych na podstawie uktadu pici). Odmiennie przedstawiala si¢ sytuacja gdy
jako dobe wszczepienia molekularnego przyjeto pierwszy dzien, w ktorym stwierdzono
dominacj¢ alleli dawcy. Wowczas wszczepienie molekularne znamiennie statystycznie
poprzedzato wystapienie wszczepienia hematologicznego (p = 1,44x10™"* dla alloHSCT;
p =2,12x10° dla alloNMSCT).

Przeprowadzono takze analiz¢ roznic w czasie wszczepienia molekularnego
w zalezno$ci od zrddla komorek hematopoetycznych uzytych do transplantacji jak i iloscia
komorek CD34+ w materiale przeszczepowym, przeliczonych na kilogram masy ciata biorcy.
Poszukiwanie ro6znic we wszczepieniu molekularnym  komérek hematopoetycznych
pochodzacych ze szpiku kostnego, krwi obwodowej lub obu tych zrédet rownoczesnie
przeprowadzono w grupie pacjentow: tacznie po alloNMSCT i alloHSCT, oddzielnie w obu
tych grupach oraz pomigdzy pacjentami, u ktorych komoérki hematopoetyczne pochodzity
z tego samego zrodla ale réznit ich rodzaj przeszczepienia. Rezultaty badan przedstawiono na
Rycinie 16. Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic migdzy czasem wszczepienia
molekularnego wyrazonego w dniach, a rodzajem zrodia komorek hematopoetycznych,

niezaleznie od przyjetego uktadu.
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Rycina 16. Czas wszczepienia molekularnego a rodzaj zrodla macierzystych
komoérek hematopoetycznych
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W celu przeprowadzenia oceny rdznic we wszczepieniu molekularnym migdzy
pacjentami, ktérym niezaleznie od zrodla materiatu przeszczepowego, podano rézna ilo$¢
komoérek CD34+ podzielono ich na dwie grupy. Grupa 1 obejmowala pacjentdéw, ktorzy
otrzymali 3x10° lub mniej komorek CD34+ na kilogram masy ciata biorcy a do grupy 2
zaliczono pacjentow, ktorym podano wigcej niz 3x10° komérek CD34+ na kilogram masy ciata
biorcy. Roznice migdzy grupa 1 i 2 analizowano oddzielnie wsréd pacjentdow poddanych
alloNMSCT 1 alloHSCT oraz tacznie w obu typach transplantacji (alloSCT).

Wsrod pacjentdow poddanych alloSCT 1 alloHSCT stwierdzono istotne statystycznie
szybsze wszczepienia molekularne w grupach 2 — dla alloHSCT $rednio dzieh 16,8 + 4 versus
35,7 = 20; mediana 14 dzien versus 28 (p = 0,013), dla alloSCT $rednio dzien 20,7 + 13 versus
32,9 £ 18; mediana 21 dzien versus 28) (p = 0,021). W grupie pacjentow po alloNMSCT nie
stwierdzono roznic istotnych statystycznie. Uzyskane wyniki przedstawiono graficznie na

Rycinie 17.
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Rycina 17. Czas wszczepienia molekularnego a ilos¢ podanych komorek CD 34+
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Uzyskane wynik wskazuja, ze wszczepienie molekularne jest uzyskiwane szybciej w
grupie pacjentéw, ktorym w materiale przeszczepowym podano wieksza niz 3x10°kg wagi

ciala 1lo$¢ komoérek CD34+.

4.12 Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego powyzej 30 doby po transplantacji

W czasie catego okresu potransplantacyjnego zaréwno u pacjentow poddanych
alloHSCT jak i alloNMSCT monitorowano chimeryzm hematopoetyczny metoda STR-PCR.
Pomiary poziomu chimeryzmu przeprowadzano w nast¢pujacych odstgpach czasowych: 60, 90,
120, 150, 180, 270, 360, 540 oraz 720 doba po allogenicznej transplantacji. Wyniki badan
przedstawiono w Tabelach 17a 1 17b (Aneks Tabele). Podane warto$ci odpowiadaja $redniej
arytmetycznej uzyskanej z dwoch loci STR wyrazonej jako udziat hematopoezy dawcy
1 uwzgledniaja poziom chimeryzmu we krwi obwodowej i szpiku kostnym. Z badania
wyltaczono pacjenta TG (nr 7), gdyz zmart on w 15 dobie po transplantacji

Oceng chimeryzmu hematopoetycznego przeprowadzono takze przy pomocy metody
ilosciowej w tych samych punktach czasowych jak w przypadku metody STR-PCR. Oznaczenia
wykonywano w szpiku kostnym 1 krwi obwodowej. Wyniki przedstawiono
w Tabelach 18a 1 18b (Aneks Tabele)

Przy pomocy testu t-Studenta sprawdzono istotnos¢ statystyczna rdéznic w wartosciach
chimeryzmu hematopoetycznego uzyskiwanych przy pomocy metody ilosciowej
i potilosciowej. Analize przeprowadzono oddzielnie w grupie pacjentow poddanych

transplantacji poprzedzonej kondycjonowaniem mieloablacyjnym i niemieloablacyjnym. Nie

54



stwierdzono statystycznie istotnych rdéznic zaobserwowano jednak trend wskazujacy, ze
zardéwno w grupie pacjentow poddanych alloHSCT jak i alloNMSCT, w poszczegolnych dniach
po transplantacji, uzyskano wyniki wskazujace na wigkszy udzial hemopoezy dawcy

w catkowitym krwiotworzeniu ocenionej przy pomocy metody iloSciowej niz przy pomocy

metody potilosciowe;.

4.13 Porownanie metod STR-PCR i RQ-PCR z innymi metodami laboratoryjnymi

Jednym ze sposobow umozliwiajacych $ledzenie choroby resztkowej u pacjentow
poddanych zaréwno standardowej chemioterapii jak i allogenicznej transplantacji komorek
hematopoetycznych jest ocena immunofenotypu komorek ukladu krwiotwodrczego
1 immunologicznego. Do tego celu stosuje si¢ metode cytometrii przeptywowej. Podstawowym
warunkiem prawidlowego monitorowania choroby resztkowej jest znajomos¢ immunofenotypu
ekspresji molekut powierzchniowych, ktéry ocenia si¢ w momencie diagnozy. W ponizszym
podrozdziale przedstawiono porownanie wynikow chimeryzmu hematopoetycznego
uzyskanych metodami STR-PCR i RQ-PCR oraz wynikdw monitorowania choroby resztkowe;j
otrzymanych przy pomocy metody cytometrii przeptywowej. Przedstawiony przykiad dotyczy
pacjentki AN (nr 39) cierpiacej na
B-komoérkowa przewlekla bialaczke limfatyczna (B-CLL). Dla tego typu schorzenia
charakterystyczna jest obecno$¢ limfocytow B o immunofenotypie CD5+/CD19+. Pacjentka ta
zostal poddana  allogenicznej transplantacji  poprzedzonej  kondycjonowaniem
niemieloablacyjnym. Przyktad dotyczacy wynikow monitorowania chimeryzmu przy pomocy

metody STR-PCR zobrazowano na Rycinie 18 (oraz Tabela 17b Aneks Tabele).
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Rycina 18. Poziom chimeryzmu hematopoetycznego oznaczonego przy pomocy
metody STR-PCR a obecno$¢ komérek CD5+/CD19+
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Na Rycinie 18 linia czerwona odpowiada zmianom chimeryzmu hematopoetycznego
(odsetek hematopoezy dawcy) w szpiku kostnym, natomiast linia zaznaczona kolorem
niebieskim przedstawia ilo$¢ komorek szpiku kostnego o immunofenotypie CD5+/CD19+. Po
pierwszej alloNMSCT nie stwierdzono wszczepienia molekularnego. Maksymalny poziom
chimeryzmu dawcy wystapil w dobie 30 i wynosit 36,2%. W tej samej dobie stwierdzono takze
minimalny poziom udzialu procentowego klonu komoérkowego o immunofenotypie
CD5+/CD19+ (25%). Spadkowi udziatu hematopoezy dawcy w calkowitym krwiotworzeniu
biorcy towarzyszy wzrost ilosci komoérek CD5+/CD19+. W 120 dobie po alloNMSCT
stwierdzono utrat¢ przeszczepu (poziom chimeryzmu dawcy spadt do 2,2%). W 404 dobie po

alloNMSCT podjeto decyzje o przeprowadzeniu drugiej alloNMSCT.
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Rycina 19. Poziom chimeryzmu hematopoetycznego oznaczonego przy pomocy
metody RQ-PCR a obecnos$¢ komoérek CD5+/CD19+
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Podobne zaleznosci obserwowano w trakcie analizy przy uzyciu metody RQ-PCR
(Rycina 19, Tabela 18b Aneks Tabele). Przy pomocy metody RQ-PCR nie stwierdzono
wszczepienia molekularnego. Najwigkszy udzial hemopoezy dawcy w krwiotworzeniu biorcy
w 30 dobie po transplantacji wyniost 18,7%. Udziat hemopoezy dawcy stopniowo zmniejszat
si¢ az zera w dobie 120, co wskazywato na utrate przeszczepu.

Zaréwno w przypadku zastosowania metody STR-PCR jak i RQ-PCR istniata duza
zgodno$¢ $ledzonych zmian chimeryzmu hematopoetycznego dawcy 1 ilosci komorek

CD5+/CD19+ wykrytych w cytometrii przeptywowe;.

4.14 Przyklady ksztaltowania si¢ chimeryzmu hematopoetycznego po allogenicznej

transplantacji monitorowanego przy pomocy metod STR-PCR i RQ-PCR

4.14.1 Wplyw chemioterapii na zmiany chimeryzmu hemopoetycznego

Monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego nie jest tozsame z ocena choroby
resztkowej. W zdecydowanej wigkszosci przypadkéw pojawienie si¢ mieszanego chimeryzmu
po wystepujacym CC jest jednak rownoznaczne z nawrotem choroby podstawowej. Na Rycinie
20 (oraz w Tabeli 17b Aneks Tabele) przedstawiono kinetyke chimeryzmu hematopoetycznego
u pacjentki AJ (nr 28) poddanej alloNMSCT. Do 120 doby po transplantacji obserwowano
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catkowity chimeryzm dawcy. Pierwszy sygnal o zatamaniu CC pojawit si¢ w dobie 138 po
allogenicznej transplantacji, kiedy to zaobserwowano utrat¢ chimeryzmu dawcy 1 pojawienie
si¢ mieszanego chimeryzmu na poziomie 84,1% chimeryzmu dawcy. W dobie 150 doszto do
gwaltownego obnizenia poziomu chimeryzmu dawcy do ilosci 8,8%. Rycina 21 przedstawia
przebieg rownoczesnego monitorowania choroby resztkowej metoda RT-PCR. Badano
obecnos$¢ transkryptu aml/eto wystepujacego u chorych na ostra biataczke¢ szpikowa podtyp M2
(Ryc. 21 A). Po okresie remisji molekularnej (Ryc.21 B) prazek pozytywny pojawit si¢ w
wewngtrznej reakcji PCR w 88 dobie Analiza wykonana w dobie 147 (Ryc.21 D) wykazata
przyrost ilo$ci transkryptu — produkt pozytywny pojawit si¢ w zewngtrznej reakcji PCR. Po
zastosowaniu chemioterapii reindukujacej wedlug schematu DAC7 doszio do ponownego
pojawienia si¢ catkowitego chimeryzmu dawcy w 180 dobie jednocze$nie badaniem RT-PCR

stwierdzono remisj¢ molekularna (Ryc.21 E).

Rycina 20. Chimeryzm hematopoetyczny a chemioterapia (STR-PCR)
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Rycina 21. Monitorowanie obecnosci transkryptu aml/eto metoda RT-PCR (p. AJ)
A. Diagnoza VIII 2003. Transkrypt widoczny w reakcji zewngtrznej
Reakcja zewngetrzna (Sciezka nr 2) Reakcja wewngtrzna (Sciezka nr 2)

B. 31 doba po allogenicznej transplantacji (V 2004). Remisja molekularna brak transkryptu.
Reakcja zewnetrzna (Sciezka nr 11) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 25)

s i

C. 88 doba po allogenicznej transplantacji (VII 2004). Utrata remisji molekularnej — transkrypt
obecny w reakcji wewnetrznej.
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 4) Reakcja wewngtrzna (Sciezka nr 9)

D. 147 doba po allogenicznej transplantacji (IX 2004). Nawrot. Obecno$¢ transkryptu w reakceji
zewngetrznej. MC na poziomie 8,8% udzialu dawcy (STR-PCR) lub 20,8% (RQ-PCR). Podanie
DAC7

Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 13) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 18)

E. 200 doba po allogenicznej transplantacji (XI 2004). Remisja molekularna — brak obecnosci
transkryptu. Calkowity chimeryzm dawcy.
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 4) Reakcja wewngtrzna (Sciezka nr 19)




Wyniki uzyskane przy pomocy metody RQ-PCR byly zgodne z otrzymanymi przy
pomocy metody STR-PCR. Utrata chimeryzmu dawcy 1 wzrost udzialu krwiotworzenia biorcy
wystgpowaly réwnolegle z utrata remisji molekularnej 1 na odwrdt wzrost chimeryzmu dawcy
wskazywal na uzyskanie remisji molekularnej. Jedyna rdznica bylo to, ze w badaniu
wykonanym przy pomocy RQ-PCR w 150 dobie poziom chimeryzmu wskazywat na 20,8%
udziat dawcy w krwiotworzeniu. Ta r6znica w poziomie chimeryzmu (8,8% STR-PCR) wynika
z ograniczen metody STR-PCR, ktore szerzej zostana omowione w Dyskusji. Zmiany

chimeryzmu przedstawiono na Rycinie 22 (oraz w Tabeli 18b, Aneks Tabele).

Rycina 22. Chimeryzm hematopoetyczny a chemioterapia (RQ-PCR)
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4.14.3 Powrot hematopoezy o genotypie biorcy bez towarzyszacego mu nawrotu choroby

podstawowej

W podrozdziale 4.14.1 przedstawiono przyktad, w ktorym wyniki uzyskiwane podczas
monitorowania choroby resztkowej byly zgodne z wynikami uzyskiwanymi w czasie oceny
zmian chimeryzmu hematopoetycznego. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego nie
przektadaja si¢ w bezposredni sposéb na wystgpowanie lub brak choroby resztkowe;.
Przyktadem doskonale ilustrujacym ten brak zaleznos$ci jest przypadek pacjentki GM (nr 27)
poddanej allogenicznej transplantacji poprzedzonej kondycjonowaniem o zmniejszonej
toksycznos$ci z powodu AML M4. U pacjentki wszczepienie molekularne wykryte przy pomocy
metody STR-PCR nastapito w 25 dobie po alloNMSCT. Catkowity chimeryzm dawcy
utrzymywat si¢ na poziomie 100% do 60 doby po alloNMSCT wtacznie (Rycina 23 Tabela 17b,
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Ancks Tabele). Uzyskane rezultaty zostaly potwierdzone przez wyniki badania chimeryzmu
hematopoetycznego wykonane przy pomocy metody FISH (w 60 dobie po alloNMSCT udziat
hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu wyniost 95,7%). Nastgpne badania prowadzone przy
pomocy metody STR-PCR wykazaty, ze u pacjentki nastgpuje utrata CC czemu towarzyszyto
pojawienie si¢ MC na poziomie 75 — 85% hematopoezy dawcy, a w dobie 150 nastapito
zmniejszenie udziatu dawcy w krwiotworzeniu do poziomu 56,6%. Oznaczenie chimeryzmu
hematopoetycznego wykonane w 271 dobie po transplantacji wykazato udziat chimeryzmu
dawcy w krwiotworzeniu na poziomie 55%, co mogloby sugerowa¢ nawrdt choroby
podstawowej. Badanie przy pomocy metody STR-PCR wykazato w 426 dobie powrdt do CC, w
badanym materiale stwierdzono obecno$¢ chimeryzmu dawcy na poziomie 96%. Doba 525 po
allogenicznej transplantacji przyniosta informacje

o catkowitej utracie przeszczepu. Poziom udzialu hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu
w badaniu STR-PCR zostat oceniony na 0%. W kontrolnym badaniu wykonanym w 578 dobie
po alloNMSCT w szpiku kostnym przy pomocy metody cytometrii przeptywowej potwierdzono
remisj¢ hematologiczna (odsetek mieloblastow o fenotypie CD29+/117+31- wyniost 0,5%).
Sugeruje to, ze wykryta w czasie badania chimeryzmu hematopoeza

o genotypie biorcy nie miata podtoza nowotworowego.

Rycina 23. Utrata przeszczepu bez nawrotu choroby podstawowej (STR-PCR) Pacjentka
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rozmazu szpiku
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Wyniki monitorowania kinetyki chimeryzmu hematopoetycznego przy pomocy ilosciowej

metody w sposob graficzny przedstawiono na Rycinie 24.

Rycina 24. Utrata przeszczepu bez nawrotu choroby podstawowej (RQ-PCR)
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Przy pomocy metody RQ-PCR w 27 dobie po allogenicznej transplantacji nie
stwierdzono u pacjentki GM wszczepienia molekularnego, (poziom chimeryzmu
hematopoetycznego wynosit wowcezas 90,5%). Uzyskane wyniki (Tabela 18b, Aneks Tabele)
koreluyja z wynikami uwidocznionymi w rozmazie szpiku kostnego, gdzie stwierdzono
czterokrotnie zwigkszony odsetek monocytow oraz zwigkszony odsetek mieloblastow (Tabela
19, Aneks Tabele). Przebieg zmian chimeryzmu hematopoetycznego, byt zblizony przy uzyciu
obu metod jakkolwiek zaobserwowano pewne réznice. Wszczepienie molekularne oceniane
przy pomocy metody RQ-PCR pojawito si¢ dopiero w 60 dobie po alloNMSCT. Przy uzyciu
metody STR-PCR stwierdzono uporczywy mieszany chimeryzm utrzymujacy si¢ az do 271
doby natomiast w przypadku wynikdw uzyskanych przy pomocy metody iloSciowej
stwierdzono wystapienie epizodu caltkowitego chimeryzmu dawcy w 180 dobie po
transplantacji. W kolejnych badaniach chimeryzmu hematopoetycznego ta metoda stwierdzono
calkowita utratg¢ chimeryzmu dawcy az do poziomu 0,02%. Tendencja ta utrzymala si¢ do
konca okresu monitorowania.

Przedstawione powyzej wyniki dowodza, ze oceny chimeryzmu hematopoetycznego nie

mozna utozsamia¢ z monitorowaniem choroby resztkowe;.
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4.14.3 Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego u pacjenta w remisji molekularne;j

Przyktadem pacjenta, ktory uzyskat CC potwierdzony metoda RT-PCR jest pacjentka
AW (nr 18). Pacjentka ta zostala poddana allogenicznej transplantacji poprzedzonej
mieloablacyjnym kondycjonowaniem z powodu przewleklej biataczki szpikowej (CML). Przy
pomocy metody RT-PCR stwierdzono wystgpowanie transkryptu ber/abl w odmianie ba, (Ryec.
26A). W 12 dobie po wykonaniu allogenicznej transplantacji uzyskano wszczepienie
molekularne (Ryc. 25 Tabela 17a, Aneks Tabele). Badanie STR-PCR wykonane w 27 dobie po
alloHSCT wykazato udzial hematopoezy dawcy w szpiku kostnym na poziomie 97,8%.
Wykonane w tym samym czasie badanie metoda RT-PCR wykazato remisj¢ molekularna (Ryc.
26 B). W 60 dobie po transplantacji metoda STR-PCR stwierdzono utrat¢ CC
1 pojawienie si¢ w szpiku kostnym MC na poziomie 89,6% hematopoezy dawcy. W badaniu
wykonanym przy pomocy metody RT-PCR stwierdzono utrzymujaca si¢ remisje molekularna
(Ryc.26C). Kolejne badanie wykonane metoda STR-PCR w dobie 90 po alloHSCT przyniosto
informacj¢ o zmianie MC na korzy$¢ chimeryzmu dawcy do poziomu 94,4%, co stanowi
graniczng warto$¢ CC. Wynik uzyskany metoda RT-PCR ponownie wskazywat na utrzymujaca
si¢ remisj¢ molekularng (Rycina 26D). Pomigdzy doba 90 a 180 u pacjentki AW chimeryzm
hematopoetyczny ksztattowal si¢ na poziomie CC 1 w dobie 180 wynosit 97,8% hematopoezy
dawcy. Wykonane wowczas badanie molekularne ponownie wskazato na remisj¢ molekularna
(Ryc. 26E). Kolejne badania wykonane po ponad roku obserwacji wskazuje na utrzymujacy si¢

CC i remisje molekularna.

Rycina 25 Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentki AW (STR-PCR)
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Rycina 26 Monitorowanie obecnos$ci transkryptu bcer/abl podtyp b.a; metoda RT-PCR
(pacjentka AW)
A. Diagnoza
Jednoetapowa reakcja Multipleks ($ciezka nr 2). Transkrypt widoczny w reakcji zewngtrzne;.

B. 29 doba po alloHSCT . Remisja molekularna. Brak transkryptu.
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 2)  Reakcja wewngtrzna (Sciezka nr 2)

C. 60 doba po alloHSCT. Remisja molekularna. Brak transkryptu
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 12) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 26)

D. 88 doba po alloHSCT . Remisja molekularna. Brak transkryptu
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 1) Reakcja wewnegtrzna (Sciezka nr 1)

E. 6 miesi¢cy po alloHSCT. Remisja molekularna. Brak transkryptu
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 1) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 13)

e o A N S R

F. 13 miesigcy po alloHSCT. Remisja molekularna. Brak transkryptu
Reakcja zewnegtrzna (Sciezka nr 2) Reakcja wewngtrzna (Sciezka nr 42)
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W dalszej czg$ci podrozdziatu zostana przedstawione wyniki monitorowania
chimeryzmu hematopoetycznego uzyskane przy pomocy metody RQ-PCR w sposob graficzny
ujete na Rycinie 27 1 szczegotowo zestawione w Tabeli 17a (Aneks Tabele). W 60 dobie po
allogenicznej transplantacji, podobnie jak w przypadku wyniku uzyskanego przy pomocy
metody STR-PCR, zaobserwowano pojawienie si¢ przejsciowego mieszanego chimeryzmu na
poziomie 86,5% udzialu hematopoezy dawcy. Pomiary we wszystkich pozostatych punktach
czasowych wskazywaly na obecno$¢ catkowitego chimeryzmu hematopoetycznego dawcy na
poziomie 100%. Taki przebieg zmian chimeryzmu byl zgodny zaré6wno z wynikami
uzyskanymi przy pomocy metody STR-PCR jak i RT-PCR.

Zgodnos¢ zmian chimeryzmu hematopoetycznego z wynikami badan $ledzacych

chorobg resztkowa stwierdzono u 20 pacjentow (53%).

Rycina 27. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentki AW (RQ-PCR)
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Ponizej przedstawiono drugi przyklad monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego
u pacjenta w remisji molekularnej, ktory dowodzi duzej zgodno$ci wynikow analiz
molekularnych z pojawieniem si¢ klinicznego zjawiska - GvHD, wystgpujacego zwykle u
pacjentéw, u ktorych doszto do wszczepienia i rozwoju hematopoezy dawcy. Pacjenta ZJ (nr
24), u ktorego stwierdzono T — komodrkowa ostra biataczke limfoblastyczna (T-ALL) poddano
drugiej allogenicznej transplantacji poprzedzonej kondycjonowaniem niemieloablacyjnym. W
badaniu RT-PCR w chwili diagnozy wykryto obecno$¢ transkryptu eja , ktory odpowiada
obecno$ci reciprokalnej translokacji zachodzacej miedzy chromosomem 9 1 22 (9;22).
Wszczepienie molekularne u tego chorego stwierdzono w 22 dobie po alloNMSCT (Rycina 28
Tabela 17b, Aneks Tabele). Objawy aGvHD III stopnia pojawity si¢ juz w 25 dobie po
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alloNMSCT. Badanie na obecnos$¢ transkryptu e;a, wykonane w 27 dobie po allogenicznej
transplantacji wykazalo, 1z pacjent znajduje si¢ remisji molekularnej (Ryc. 29A). Badanie
przeprowadzone przy pomocy metody STR-PCR wskazywato na utrzymujacy si¢ catkowity
chimeryzm dawcy. Badanie RT-PCR wykonane w 90 dobie po alloNMSCT ponownie
wykazato remisj¢ molekularng (Ryc. 29B). Takze w badaniu chimeryzmu hematopoetycznego
przy pomocy metody STR-PCR stwierdzono ponownie catkowity chimeryzm dawcy. Kolejne
badania RT-PCR, z ktorych ostatnie wykonano w 158 dobie po alloNMSCT, wskazywaty na
remisj¢ molekularna (Ryc. 29C). We wszystkich badaniach metoda STR-PCR z ktérych
ostatnie wykonano w 180 dobie po alloNMSCT, stwierdzano CC. Powyzsze wyniki
potwierdzat stan kliniczny pacjenta,

u ktérego w czasie catego okresu potransplantacyjnego rozwijala si¢ choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD). Do 100 doby po alloNMSCT GvHD, ktora klasyfikowana
jest jako postac ostra a, w pdzniejszym okresie jako forma przewlekta (cGvHD) zaatakowata
wszystkie organy docelowe. U pacjenta stwierdzono zajecie uktadu pokarmowego,
zwyrodnienie stawow, zwtoknienie skory, zanik migs$ni, ostabienie oraz depresj¢. Wszystkie te
objawy c¢GvHD doprowadzity do zgonu pacjenta wyleczonego z choroby podstawowej

w 190 dobie po alloNMSCT

Rycina 28. Osiggnigcie CC a wystgpowanie GVHD Pacjent ZJ (STR-PCR)
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Rycina 29 Monitorowanie obecno$ci transkryptu bcr/abl podtyp eia; przy pomocy
metody RT-PCR (pacjent ZJ)

A. 27 doba po alloNMSCT . Remisja molekularna. Brak transkryptu.
Reakcja zewngtrzna (Sciezkanr 1)  Reakcja wewngtrzna (Sciezka nrl)

B. 90 doba po alloNMSCT . Renﬁsﬁt mblekﬁlarna. Brak transkryptu
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 1) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 1)

ki 239 i i
C. 158 doba po alloNMSCT . Remisja molekularna. Brak transkryptu
Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 1) Reakcja wewnegtrzna (Sciezka nr 1)

ela2 wew
T i oadieg o

Badanie chimeryzmu hematopoezy przy pomocy metody ilosciowej wykazalo, ze
uzyskane wyniki sa w pelni zgodne z tymi otrzymanymi przy pomocy metod STR-PCR oraz
RT-PCR. Graficznie kinetykg chimeryzmu oceniona przy pomocy metody RQ-PCR
przedstawiono na Rycinie 30 oraz w Tabeli 18b (Aneks Tabele). W badanej populacji
pacjentéw z powodu GvHD zmarlo 6 0séb (16%).
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Rycina 30. Osiagnig¢cie CC a wystepowanie GVHD Pacjent ZJ (RQ-PCR)
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4.14.4 Wplyw leczenia antyproliferacyjnego i immunosupresyjnego na zmiany

chimeryzmu hematopoetycznego

Przedstawiony ponizej przyktad dotyczy 36-letniego pacjenta JSz (nr 34) poddanego
allogenicznej transplantacji w 3 fazie chronicznej CML. Przy pomocy metody RT-PCR
stwierdzono wystgpowanie transkryptu ber/abl w odmianie b,a,. Przeprowadzona transplantacje
poprzedzono niemieloablacyjnym kondycjonowaniem. Przed 100 doba po alloNMSCT nie
stwierdzono wszczepienia molekularnego. Maksymalny udziat hematopoezy dawcy w 60 dobie
po alloNMSCT wynosit 89,4% we krwi obwodowej 1 88,6% w szpiku kostnym (Ryc. 31 Tabela
17b, Aneks Tabele). W kolejnym badaniu szpiku kostnego przy pomocy metody STR-PCR
wykonanym w 90 dobie po allogenicznej transplantacji stwierdzono spadek udziatu
hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu do 75,8%. Badanie chimeryzmu hematopoetycznego
przeprowadzone w 120 dobie po alloNMSCT wykazato dalsze obnizenie udziatu hemopoezy
dawcy w krwiotworzeniu do poziomu 28% (szpik kostny). W badaniu RT-PCR wykonanym w
140 dobie po alloNMSCT stwierdzono nawr6t molekularny (Ryc.32A). Na tej podstawie
podjeto decyzje terapeutyczna o podaniu pacjentowi infuzji limfocytow dawcy (DLI) oraz
specyficznego inhibitora kinazy tyrozynowej bcr/abl - Imatinibu. Po zastosowanym leczeniu
pojawity si¢ objawy choroby GvHD. Zastosowano leczenie immunosupresyjne (sterydy kory
nadnerczy i cyklosporyng A) czego nastgpstwem byta poprawa kliniczna, jednak réwnoczesnie
obserwowano dalsze obnizanie udziatu hematopoezy dawcy w catkowitym krwiotworzeniu,

ktéra w 180 dobie po alloNMSCT osiagneta poziom 7,9%. W badaniu RT-PCR nadal
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wykrywano transkrypt ber/abl (195 doba) (Ryc.32B). Po 2 miesiacach od podana DLI (210
doba po alloNMSCT) odstawiono leczenie immunosupresyjne. Badanie chimeryzmu wykonane
dwa tygodnie pdzniej (225 doba po alloNMSCT) wykazato 92,1% udzial hematopoezy dawcy
(szpik kostny). O zmniejszeniu puli komoérek nowotworowych biorcy §wiadczyt takze wynik
badania szpiku metoda RT-PCR, w ktorym wynik pozytywny na obecnos$¢ transkrptu ber/abl
uzyskano dopiero w wewnetrznej reakcji PCR (Ryc.32C). W kolejnym badaniu chimeryzmu
hematopoetycznego (287 doba po alloNMSCT) stwierdzono wszczepienie molekularne (udziat
hematopoezy dawcy w szpiku wynosit 96,3%). Badanie RT-PCR wykazalo remisj¢
molekularng (Ryc. 32D).

Przebieg zmian chimeryzmu hematopoetycznego monitorowano réwniez przy pomocy
metody ilosciowej. Graficznie przedstawiono go na Rycinie 33, a szczegdtowe wyniki
zestawiono w Tabeli 18b (Aneks Tabele). Przebieg zmian chimeryzmu hematopoetycznego
uzyskany przy pomocy metody RQ-PCR wykazat zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi przy
pomocy metody poétilosciowej 1 metody RT-PCR.

Zastosowane metody oceny chimeryzmu hematopoetycznego okazaty si¢ przydatne do
monitorowania skuteczno$ci zastosowanego leczenia immunosupresyjnego

1 antyproliferacyjnego.

Rycina 31. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego pod wplywem leczenia
immunosupresyjnego. Pacjent JSz (STR-PCR)
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Rycina 32. Monitorowanie obecnosci transkryptu bcr/abl podtyp b.a, metoda RT-PCR
(pacjent JSz)
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A. 140 doba po alloNMSCT. Nawrét molekularny. Transkrypt obecny w reakeji zewnetrznej.
Reakcja zewnetrzna (Sciezka nr 4) Reakcja wewngetrzna (Sciezka nr 4)

b2a2/b3a2 wew
3

2

B. 195 doba po alloNMSCT. 50 dni po podaniu DLI i Imatinibu, 40 dni po podaniu CsA i
sterydow. Nawrot molekularny
Reakcja zewngtrzna ( $ciezka nr 2)

C. 225 doba po alloNMSCT (2 miesiace po DLI) odstawienie CsA i sterydow. Redukcja ilo$ci
transkryptu — transkrypt widoczny w reakcji wewnetrznej

Reakcja zewngtrzna (Sciezka nr 3) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 3

D. 287 doba po alloNMSCT. 80 dni po odstawieniu CsA i /steryd(’)w; 'ﬁ'emisja moleklil:élrna
Reakcja zewnetrzna ($ciezka nr 1) Reakcja wewnetrzna (Sciezka nr 1)

_ b2a2f b3a2 zew e
e 1 G e

NG ek TR BN s RS e Suis

Rycina 33. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego pod wplywem leczenia
immunosupresyjnego. Pacjent JSz (RQ-PCR)
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4.14.5 Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego ocenianego w szpiku i krwi obwodowej

nie odzwierciedlaja nawrotu pozaszpikowego

Materiatem diagnostycznym, w ktorym $ledzi si¢ chorobe resztkowa oraz przeprowadza
si¢ ocen¢ zmian chimeryzmu hematopoetycznego jest szpik kostny lub krew obwodowa. W
praktyce klinicznej obserwuje si¢ jednak przypadki kiedy wznowa choroby podstawowej ma
miejsce W  przestrzeniach  pozaszpikowych. Do  takiej wznowy  doszlo
u chorego ZW (nr 39) poddanego alloPBSCT z powodu szpiczaka mnogiego (MM).
Wszczepienie molekularne (ME) ocenione przy pomocy metody RQ-PCR nastapito w 33 dobie
po transplantacji (Ryc. 35). W badaniu wykonanym w 101 dobie przy pomocy metody
rezonansu magnetycznego (MRI) wykazano wznowg choroby w przestrzeniach
pozaszpikowych. W tym czasie badanie chimeryzmu hematopoetycznego wykazato catkowity
chimeryzm dawcy (Ryciny 34 i 35).

Dalsza progresja zmian w badaniach obrazowych, a nastgpnie regresja wznowy nie
wptyneta na wyniki chimeryzmu hematopoetycznego ocenianego przy pomocy metod

STR-PCR oraz RQ-PCR, ktéry pozostawal na poziomie CC Analogiczny przebieg zmian

chimery 100
A\ /{\/.//\ ib krwi nie
| & 95 ¢
przynos; g ch.
>
3
g. 90 Wznowa i Regresja .
I % ME WZnowy aszpikowy.
Pacjent £
g 85
2
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ME — wszczepienie molekularne

Rycina 35. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego a nawrot pozaszpikowy.
Pacjent ZW (RQ-PCR)

100 SRt *—

95

90

85

% Hematopoezy dawcy

80

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Czas po alloNMSCT [dni]

ME- wszczepienie molekularne

4.14.6 Wplyw infuzji limfocytow dawcy (DLI) na chimeryzm we krwi i szpiku
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W niniejszym podrozdziale zaprezentowano przyktad zastosowania DLI 1 jej wptyw na
kinetyke chimeryzmu hematopoetycznego w szpiku i krwi. U 20-letniej pacjentki AH (nr 32) z
powodu ostrej biataczki szpikowej AML-M4 przeprowadzono alloNMSCT. Wszczepienie
molekularne stwierdzono w 10 dobie. Do 60 doby po alloNMSCT chimeryzm hematopoetyczny
byl na poziomie pelnego chimeryzmu dawcy (w szpiku 99,8% a we krwi 100%). W kolejnym
badaniu wykonanym w 90 dobie stwierdzono, ze poziom chimeryzmu hematopoetycznego we
krwi obwodowej pozwalat na stwierdzenie pelnego chimeryzmu dawcy (97,6% Ryc.36 pkt A2).
W szpiku kostnym obserwowano wowczas mieszany chimeryzm na poziomie 48,4% udzialu
hemopoezy dawcy w catkowitym krwiotworzeniu, co byto rownoznaczne z nawrotem choroby
(Ryc. 36 pkt Al). W 110 dobie po alloNMSCT podano DLI (Ryc. 36 pkt B). Po 3 tygodniach
od wykonania DLI (133 doba po alloNMSCT) we krwi stwierdzono CC na poziomie 95%
hematopoezy dawcy (Ryc. 36 pkt C2) natomiast w szpiku kostnym obserwowano MC, ktory
ulegl pogtebieniu do poziomu 17,2% hemopoezy dawcy (Ryc. 36 pkt C1). Badanie wykonane 3
miesiace po przeprowadzeniu DLI (189 doba po alloNMSCT) przyniosto informacje o wzroscie
udziatu hematopoezy dawcy w szpiku kostnym do poziomu 89,8 % (Ryc. 36 pkt D1) natomiast
we krwi obwodowej do poziomu 98,3% dawcy (Ryc. 36 pkt D2). 4 miesiace po wykonaniu DLI
(232 doba po alloNMSCT) badanie chimeryzmu hematopoetycznego przy pomocy metody
STR-PCR wykazato, ze tendencja wzrostowa ulegla odwréceniu i zarowno w szpiku kostnym
jak 1 krwi obwodowej stwierdzono mieszany chimeryzm na poziomie odpowiednio 17,1%
(Ryc. 36 pkt E1) 1 39,8% (Ryc. 36 pkt E2) udzialu hematopoezy dawcy. U pacjentki doszto do
WZNnowy

w konsekwencji czego w 348 dobie po alloNMSCT nastapit zgon.

Rycina 36. Kinetyka chimeryzmu hematopoezy u pacjentki AH poddanej DLI.
(STR-PCR)
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Na Rycinie 37 1 w Tabeli 18b (Aneks Tabele) przedstawiono przebieg kinetyki
chimeryzmu hematopoetycznego zbadanego u pacjentki AH (nr 32) przy pomocy metody
ilosciowej. Poniewaz przy pomocy metody RQ-PCR nie przeprowadzano monitorowania
wczesnej kinetyki chimeryzmu hematopoetycznego nie mozna stwierdzié, czy przed 28 doba po
drugiej allogenicznej transplantacji wystapito wszczepienie molekularne. Z uzyskanych danych
wynika, ze catkowity chimeryzm dawcy na poziomie 100%, zar6wno we krwi obwodowej jak 1
szpiku kostnym, pojawit si¢ w 60 dobie po alloNMSCT. Kolejne planowe badanie chimeryzmu
hematopoetycznego wykonywane przy pomocy metody iloSciowej wykazaty pelna zgodno$¢ z
obrazem kinetyki uzyskanym przy pomocy metody STR-PCR

Rycina 37. Kinetyka chimeryzmu hematopoezy u pacjentki AH poddanej DLI.
(RQ-PCR)
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Wydaje sig, ze przejsciowy dobry wynik chimeryzmu uzyskany w 189 dobie we krwi

wynikal z obecnosci w niej limfocytow T dawcy podanych w czasie DLI. Wynik uzyskany
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w szpiku kostnym byl najprawdopodobniej zafatszowany w momencie pobierania materialu do
badania poprzez zanieczyszczenie krwia obwodowa. W pozostatych punktach czasowych

wyniki uzyskane ze szpiku cechowata wigksza zgodno$¢ z sytuacja kliniczna pacjentki.
4.14.7 Monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego w subpopulacji limfocytow T

W celu zwigkszenia czuto$ci oznaczenia wykonywanego przy pomocy metody
STR-PCR jak i uzyskania informacji o przewidywanym rozmiarze aplazji szpiku kostnego po
podaniu DLI oceng poziomu chimeryzmu hematopoetycznego wykonywano w subpopulacji
limfocytow T.

Pacjentka GM (nr 33) zostata poddana allogenicznej transplantacji z powodu ostrej
biataczki szpikowej (AML-M4). W 237 dobie po alloNMSCT wykonano kontrolne badanie
chimeryzmu hematopoetycznego, ktdre przyniosto informacje o zmniejszajacym si¢ udziale
hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu zarowno w szpiku kostnym (72,3%) jak 1 pelnej krwi
obwodowej (85,5%) (Ryc. 38, Tabela 17b, Aneks Tabele). Udzial hematopoezy dawcy
oceniony w subpopulacji limfocytoéw T wynosit 28,5%. W 240 dobie po transplantacji podano
czynnik wzrostu G-CSF. W kolejnym badaniu wykonanym w 268 dobie we krwi obwodowe;j
udzial hematopoezy dawcy wynidst 75%. Po 33 dniach (w 270 dobie po alloNMSCT)
przerwano podawanie G-CSF. Kontrolne badanie chimeryzmu wykonane 20 dni pdzniej (320
doba po alloNMSCT) wykazato udzial hematopoezy dawcy w szpiku kostnym — 50,1%, we
krwi obwodowej — 57,8%, natomiast w subpopulacji limfocytéw T — 43,5 %. W subpopulacji
limfocytéw T zaobserwowano niemalze 20% wzrost udziatlu chimeryzmu dawcy. Badanie
wykonane w 360 dobie po alloNMSCT wykazato, ze po podaniu czynnika wzrostu doszto do
pelnego wszczepienia molekularnego - udziat hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu wynosit

98% w szpiku kostnym, a w petnej krwi obwodowej 85%.

Rycina 38. Réznice zmian chimeryzmu hematopoetycznego w subpopulacji komérek CD3+,
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Na Rycinie 39 przedstawiono przebieg monitorowania chimeryzmu u pacjentki GM (nr
33) przy pomocy metody RQ-PCR w wybranych punktach czasowych. Petng charakterystyke
chimeryzmu hematopoetycznego przedstawiono w Tabeli 18b (Aneks Tabele). Wynik badania
w 237 dobie po alloNMSCT we krwi obwodowej wskazywat na CC (100%), jednakze w szpiku
kostnym stwierdzono mieszany chimeryzm na poziomie 81,8%. Wynik uzyskany w
subpopulacji limfocytow T sugerowat zblizajaca sig utrate przeszczepu, gdyz udziat limfocytéw
T dawcy w catkowitej subpopulacji wynosit zaledwie 23,9%. 20 dni po zaprzestaniu podawania
czynnika wzrostu we krwi obwodowej 1 w szpiku kostnym stwierdzono zmniejszenie udziatu w
krwiotworzeniu dawcy, gdyz poziom chimeryzmu wynosil odpowiednio 82,1% oraz 60,2%.
Odmienna tendencje zaobserwowano w populacji limfocytow T wyizolowanych z krwi
obwodowej — udziat komoérek dawcy w tej subpopulacji ulegt zwigkszeniu do 54,7%. Badanie
wykonane po 3 miesiacach po odstawieniu czynnika wzrostu (360 doba) przyniosto informacj¢
0 powrocie catkowitego chimeryzmu dawcy
we krwi obwodowej do poziomu 99,9%. W szpiku kostnym nie stwierdzono wszczepienia
molekularnego jednakze zaobserwowano tendencje wzrostowa udzialu hemopoezy dawcy w
krwiotworzeniu do 85,6%. Podsumowujac, przy pomocy metody RQ-PCR uzyskano podobny
obraz chimeryzmu hematopoetycznego jaki uzyskano przy pomocy metody STR-PCR.

Rycina 39. Réznice w zmianach chimeryzmu hematopoetycznego w subpopulacji komoérek
CD3+, niefrakcjonowanej krwi obwodowej i szpiku kostnym. Pacjentka GM (RQ-PCR)
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Podanie czynnika wzrostu spowodowato odbudowe hematopoezy dawcy.

4.15Zmiany chimeryzmu hemopoetycznego a ostra choroba przeszczep przeciwko

gospodarzowi (aGvHD)

Analizie chimeryzmu hemopoetycznego poddano grupe pacjentéw, u ktorych wystapita

ostra posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (aGvHD) (Tabela 20 Aneks Tabele)
Choroba aGvHD wystapita u 15/21 pacjentdow z grupy poddanej alloHSCT 1 u 12/22
pacjentéw zakwalifikowanych do transplantacji niemieloablacyjne;.

Oddzielnie w grupie pacjentow poddanych alloNMSCT i alloHSCT przeprowadzono
poréwnanie poziomu chimeryzmu hemopoezy, uzyskanego przy pomocy metody STR-PCR
1 RQ-PCR, z wystapieniem lub nie aGvHD. Uzyskane wyniki zebrano na Rycinach 40 i 41.
Rycina 40. Chimeryzm hematopoezy a aGvHD w grupie pacjentow po alloHSCT
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Rycina 41. Chimeryzm hematopoezy a aGvHD u pacjentow po alloNMSCT
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Wsrdéd pacjentéw poddanych alloHSCT przy uzyciu metody STR-PCR zaréwno we
krwi obwodowej jak 1 szpiku kostnym stwierdzono wyzszy udzial chimeryzmu dawcy
w krwiotworzeniu w grupie, w ktorej wykryto aGvHD niz w grupie wolnej od tej choroby, nie
byt on jednak istotny statystycznie (p = 0,51 krew obwodowa p = 0,33 szpik kostny).
Odmiennie przedstawiala si¢ sytuacja, gdy oceny chimeryzmu w grupie pacjentow po
alloHSCT dokonywano przy pomocy metody ilosciowej. Wowczas uzyskane rezultaty
wskazuja na wyzszy poziom chimeryzmu hemopoezy dawcy we krwi obwodowej i1 szpiku
kostnym w grupie pacjentdéw z aGvHD. W przypadku tego ostatniego materiatu uzyskany
wynik cechowala istotnos¢ statystyczna (p = 0,012).

W grupie pacjentéow poddanych alloNMSCT wykazano analogiczna zalezno$¢ jak
w grupie poprzedniej jednakze w Zadnym analizowanym przypadku nie uzyskano istotnosci
statystycznej (STR-PCR w szpiku p = 0,73; we krwi p = 0,78; RQ-PCR w szpiku p = 0,96; we
krwi p = 0,67).

Powyzsze wyniki dowodza, ze wysoki poziom chimeryzmu dawcy moze wskazywac na

duze prawdopodobienstwo wystapienia aGvHD.

4.16Mieszany chimeryzm hematopoetyczny jako docelowy efekt allogenicznej

transplantacji

Grupa pacjentéw z anemia aplastyczna wlaczona w ocen¢ chimeryzmu

hematopoetycznego liczyta 5 os6b. Dwoje z nich (pacjenci MB nr 19 i MM nr 20) poddano
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alloHSCT, u pozostalych (KG nr 41, PG nr 42 oraz UK nr 43) przeprowadzono allogeniczna
transplantacj¢ poprzedzona alloNMSCT. U dwéch pacjentéw jednego poddanego alloNMSCT i1
jednego poddanego alloHSCT przy pomocy metody STR-PCR stwierdzono -catkowity
chimeryzm dawcy (Ryc.42).

Rycina 42. Calkowity chimeryzm hematopoetyczny u pacjenta MM z vSAA (STR-
PCR i RQ-PCR)
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W pozostalych przypadkach stwierdzono przy pomocy metody poétilosciowej
1 iloSciowe] przejsciowy lub uporczywie utrzymujacy si¢ mieszany chimeryzm
hematopoetyczny (Ryc. 43), ktory u pacjentow MB (nr 19) oraz PG (nr 42) nie wymagat
interwencji terapeutycznych. Odmiennie przedstawiata si¢ sytuacja u pacjentki KG (nr 41),

u ktorej podanie czynnika wzrostu okazalo si¢ niezbgdnym dziataniem farmakologicznym.

Rycina 43. Mieszany chimeryzm hematopoetyczny u pacjentki MB z vSAA (STR-PCR
i RQ-PCR)
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U pacjentow poddanych alloSCT z powodu anemii aplastycznej osiagnigcie stanu
mieszanego chimeryzmu jest rownie wystarczajace do odtworzenia prawidtowo funkcjonujace;j

hematopoezy, jak w przypadku osiagnigcia catkowitego chimeryzmu dawcy.

Rozdzial 5

DYSKUSJA

5.1 Wprowadzenie

Allogeniczna transplantacja macierzystych komorek hematopoetycznych jest obecnie

terapia z wyboru dla wielu pacjentow, u ktéorych rozpoznano nowotworowe
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1 nienowotworowe schorzenia hematologiczne. Przeszczepienie allogeniczne jest ztozonym
procesem  obejmujacym  wszczepienie  pluripotencjalnych  komoérek — macierzystych
pochodzacych od dawcy, ktore nastepnie odbudowuja prawidlowo funkcjonujacy uktad
krwiotworczy 1 immunologiczny. Po przeprowadzeniu transplantacji bardzo istotnym jest
okreslenie czy komorki szpiku kostnego i krwi obwodowej pochodza z resztkowych komoérek
macierzystych  biorcy przetrwalych po kondycjonowaniu, czy tez z komorek
hematopoetycznych dawcy. Chimeryzm powstajacy po transplantacji jest procesem
dynamicznym 1 jedynie badania wykonywane czgsto 1 regularnie moga przynies¢ informacjg
o koegzystencji komodrek dawcy i biorcy. Kluczowym dla zrozumienia zagadnienia
chimeryzmu jest okreslenie czy u danego pacjenta stwierdzono stopniowo obnizajacy si¢ udziat
komorek autologicznych, stopniowo zwigkszajacy si¢ udzial komodrek biorcy
w krwiotworzeniu czy tez catkowity chimeryzm dawcy, a u ktérych doszto do ponownego
pojawienia si¢ resztkowej hematopoezy biorcy [31, 48, 49]. Ponadto istotne jest rozstrzygnigcie
czy mieszany chimeryzm (MC) jest powodowany przez dojrzate komorki biorcy bez zdolnosci
do samoodnowy czy tez wynika on z obecnosci komoérek progenitorowych biorcy, ktore dadza
poczatek uporczywemu mieszanemu chimeryzmowi [50]. Na zjawisko wystapienia mieszanego
chimeryzmu po transplantacji ma wplyw wiele czynnikdw zwiazanych z procedurami
transplantacyjnymi 1 z cechami indywidualnymi pacjenta. Zaliczamy do nich: typ warunkoéw
kondycjonujacych, rodzaj dawcy, poddanie materiatu przeszczepowego deplecji limfocytow T
czy tez rodzaj zastosowane] profilaktyki choroby GvH, mniejsza ilo$¢ podanych w materiale
przeszczepowym komorek CD34+, zrodto komorek hematopoetycznych. Z kolei ze strony
pacjenta decydujace dla mieszanego chimeryzmu znaczenie maja: wiek 1 rodzaj schorzenia
podstawowego [36, 48, 51 — 56]. Gardiner 1 wsp. [49] oraz Perez-Simon 1 wsp. [57] wskazuja
dodatkowo na czynniki takie jak stan zaawansowania choroby w momencie wykonywania
allogenicznej transplantacji, czuto§¢ metody, przy pomocy ktoérej oceniany jest poziom
chimeryzmu oraz czas wykonywania badan.

W konsekwencji monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego stato si¢ niezbednym
badaniem diagnostycznym we wszystkich o$rodkach wykonujacych allogeniczne transplantacje

komorek hematopoetycznych.

5.2 Metoda polilosciowej oceny chimeryzmu hematopoetycznego (STR-PCR) - jej zalety

i ograniczenia
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Do badania chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentow poddanych allogenicznej
transplantacji w Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ wybrano dwie metody oparte na
polimerazowej reakcji tancuchowej. Pierwsza z nich to metoda STR-PCR o charakterze
potilosciowym [35, 49, 58]. W niniejszej rozprawie doktorskiej wybrano na podstawie
literatury [29] 7 sekwencji STR. Zastosowano modyfikacj¢ startera sensownego w postaci
przytaczenia barwnika fluorescencyjnego Cy 5,0 (Indodicarbocyjanina) oraz czterokrotnie
zredukowano jego stezenie w stosunku do startera antysensownego. Zmieniono takze ilo$¢
DNA oraz profil temperaturowy reakcji PCR. Amplifikacji poddawano 50ng DNA w 25 pl
mieszaniny reakcyjnej w czasie 30 cykli. Jako prog czutosci metody STR-PCR uznano 5%.

Niewatpliwymi 1 niezaprzeczalnymi zaletami poétilosciowej metody STR-PCR sa
mozliwo$¢ jej zastosowania niezaleznie od uktadu ptci w parze biorca — dawca allogenicznej
transplantacji oraz w sytuacji leukopenii towarzyszacej okresowi okolotransplantacyjnemu,
a takze bezposrednio po podaniu DLI lub chemioterapii. Technika STR-PCR jest powszechnie
stosowana w praktyce klinicznej do oceny chimeryzmu hematopoetycznego [58 — 61]. W
przewazajacej czesci przypadkow jest ona wykonywana w oparciu o komercyjnie dostepne
zestawy primerow umozliwiajace amplifikacj¢ 10 sekwencji STR. Zastosowana
w badaniu ilo$¢ sekwencji STR nie jest jednak zbyt mata [55], gdyz nawet 3 — 5 sekwencji STR
wystarcza do okreslenia r6znic we wzorze allelicznym migdzy biorca a dawca [47]. Wszystkie
wybrane do niniejszej pracy sekwencje charakteryzuje obecno$¢ czteronukleotydowych
powtdrzen tandemowych oraz brak sprz¢zenia z innymi zastosowanymi markerami — kazda z
sekwencji jest bowiem zlokalizowana na innym chromosomie. Cechuja si¢ one rowniez duza
czestotliwoscia wystepowania, a kazda z nich wystgpuje w postaci co najmniej 7 alleli.
Sekwencje te charakteryzuje takze: wytrzymato$¢ na rdzne sposoby izolacji DNA, wysoka
czuto$¢, niskie tto 1 wysoka reproduktywnosc¢ [29].

Detekcja produktu PCR w czasie analizy dlugosci fragmentow w sekwenatorze
zapewnia wigksza czuto$¢ niz w przypadku oznaczen densytometrycznych [29]. W zwiazku
z tym konieczne bylo wyznakowanie jednego startera barwnikiem fluorescencyjnym
(wyznakowanie obu spowodowatoby pojawienie si¢ na elektroforegramie dubletéw) [59].
Redukcja ilosci cykli reakcji PCR w stosunku do literatury [29] miata na celu uniknigcia
wystgpowania w czasie rozdziatu w zelu poliakrylamidowym pikéw tzw. pull-up [46, 62]
$wiadczacych o zbyt duzej ilosci produktu po reakcji PCR.

Zastosowana ilos¢ DNA zostata dobrana na drodze eksperymentalnej, odpowiada okoto
6000 — 7500 diploidalnych komorek i pozostaje w zgodnosci z ilo$cia zaproponowang w

literaturze [29, 46, 49, 63]. W jej okresleniu kierowano si¢ nastgpujacymi przestankami: ilos¢
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DNA powinna zapewni¢ powtarzalne, a co z tego wynika wiarygodne wyniki, czyli musiata by¢
wigksza niz proponowana w czgsci literatury [31, 45, 55, 57, 64]. Z drugiej strony nie moze
powodowac powstawania pikow typu pull-up 1 musi by¢ mozliwa do uzyskania u pacjentow tuz
po allogenicznej transplantacji kiedy to ilo§¢ komorek jadrzastych czgsto nie przekracza
100-200/ul krwi obwodowej co byloby raczej trudne przy ilo$ci proponowanej przez inne
zrodta [39, 65].

Uzyskana czulo$¢ reakcji STR-PCR (5%) przy warunkach ustalonych jak opisane
powyzej byta poréwnywalna z danymi literaturowymi [45, 59, 60, 66, 67]. Niektore zrodta [25,
49, 68, 69] wykazuja, ze metoda ta powinna charakteryzowaé si¢ wigksza czutoscia, bo
pozwalajaca na wykrycie resztkowej populacji komorek na poziomie rzedu 0,01%. Na czutosé
reakcji wptywa ukiad alleli w profilach genetycznych dawcy i biorcy. Najpowszechniej
wystepujacym w niniejszej pracy doktorskiej uktadem byt taki, w ktorym jeden z alleli byt
wspolny, natomiast u dawcy i u biorcy stwierdzono obecno$¢ allelu informatywnego. Na
czutos$¢ reakcji wpltywa takze roznica w ilosci powtdrzen tworzacych sekwencje¢ rdzeniowa w
allelach informatywnych dla dawcy i dla biorcy w danej sekwencji STR. Allele o odmienne;j
wielkoS$ci r6znig si¢ bowiem stopniem amplifikacji w reakcji PCR — allele o mniejszej ilosci par
zasad amplifikuja si¢ efektywniej. Powodem tego jest zjawisko kompetycji fragmentow STR
(od 2 do 4) o primery, deoksynukleotydy 1 polimerazg znajdujace si¢ w mieszaninie reakcyjnej
[70]. Idealnym rozwiazaniem wydaje si¢ by¢ wybor dla kazdej pary biorca/dawca takich dwoch
uktadow STR, z ktérych w jednym allel charakterystyczny dla biorcy jest 1zejszy, a w drugim
ci¢zszy niz allel charakterystyczny dla dawcy. W pierwszej sytuacji allel biorcy amplifikuje sig
efektywniej, a w drugiej unikamy btednego uznania piku jakajacego si¢ za piku specyficznego.
W niniejszej pracy doktorskiej
w wigkszosci par biorca /dawca wykryto profil genetyczny, w ktdrym allel charakterystyczny
dla biorcy miatl krétsza sekwencje rdzeniowa. Udato si¢ jednak odnalez¢ przypadki obecnosci
w jednej sekwencji STR allelu 1zejszego a w drugiej allelu cigzszego charakterystycznych dla
biorcy w danej parze biorca / dawca. Zaobserwowano wowczas mniejsza czulo$¢ oceny
chimeryzmu hemopoezy opartej na sekwencji STR z allelem biorcy o dtuzszej sekwencji
rdzeniowej. W dwodch przypadkach ten uktad wskazywat iz doszto do pelnego wszczepienia
podczas gdy uktad alternatywny wskazywat na mieszany chimeryzm.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze uzyskany wynik mozna uwiarygodni¢ wykonujac
amplifikacj¢ wigcej niz 1 sekwencji STR. W innym uktadzie allelicznym zwigksza si¢ bowiem

szansa na ujawnienie allelu reprezentujacego mniejszosciowa populacje [35, 45, 47].
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Oddzielnego omdéwienia wymagaja tzw. jakajace si¢ piki (z ang. stutter peaks) [34 - 36,
38, 39, 45]. Sa to artefakty odpowiadajace od 5 do 10% powierzchni allelu specyficznego
powstajace na skutek pominigcia w czasie amplifikacji przez polimerazg DNA jednego
powtorzenia z sekwencji rdzeniowej, co w efekcie skutkuje pojawieniem si¢ produktu krotszego
o 4 pary zasad w przypadku sekwencji STR o czteronukleotydowych powtdrzeniach [34, 39].
Przyczyna powstawania pikow jakajacych si¢ moga tez by¢ wtasciwosci polimerazy polegajace
na dotaczaniu dodatkowych reszt adenozynowych na koncu sekwencji, a jedna z dajacych
najmniejsze piki niespecyficzne jest polimeraza Gold (Applied Biosystems) stosowana w
niniejszej pracy [56]. Wystapienie jakajacego si¢ piku jest szczegdlnie problematycznym
zjawiskiem w sytuacji, gdy pik informatywny dla biorcy ma doktadnie t¢ sama wielkos¢ co
niespecyficzny pik wystepujacy u dawcy. U biorcy po allogenicznej transplantacji, obserwujac
pik w potozeniu specyficznym dla biorcy nie mozna wowczas jednoznacznie rozstrzygnaé czy
jest to pik specyficzny czy tez artefakt albo czy mamy do czynienia z ich wspotmigracja a w
konsekwencji jaki jest udziat kazdego z nich. Badacze [39, 46] sugeruja, zeby, jezeli to tylko
mozliwe, wyklucza¢ z analizy takie allele, ktore wspotmigruja z pikiem jakajacym sig.

W badaniach przeprowadzonych w celu poznania ludzkiego genomu stwierdzono, ze
znajduje si¢ w nim ponad 10* sekwencji STR [46]. Potencjalnie, kazda z tych sekwencji moze
by¢ uzyta do badania chimeryzmu hematopoezy przy pomocy reakcji PCR. Warunkiem
koniecznym 1 wystarczajacym jest wystgpowanie w tej sekwencji polimorfizmu dlugosci
uzyskiwanych produktow. W $wietle powyzszych faktow interesujacym bylo dokonanie oceny
przydatno$ci wybranych sekwencji STR do oceny chimeryzmu hemopoezy w badanej populacji
osob poddanych allogenicznej transplantacji w Katedrze 1 Klinice Hematologii CMUJ.

Efektem badan bylo wykrycie r6znic w 57% przebadanych uktadéw (od 17 w locus
D17S1290 do 26 w locus D20S481). Nie stwierdzono jednak zaleznos$ci pomigdzy iloscia alleli,
ktére potencjalnie moga wystapi¢ w danej sekwencji a iloscia roznic odnalezionych
w uktadach biorca/dawca. Do oceny chimeryzmu hemopoezy w prowadzonych badaniach
wybrano 75 sekwencji informatywnych (najczesciej loci D20S480 1 D4S2366 czestotliwosé
17,4%). W 97,4% par biorca / dawca uzyskano dwie informatywne sekwencje STR. Tylko
w jednej parze oceng chimeryzmu prowadzono w oparciu o 1 sekwencje STR.
W prowadzonych badaniach nie wykazano zadnej =zaleznosci migdzy iloscia alleli
wystepujacych w danym locus genowym a czestotliwoscia zakwalifikowania danej sekwencji
jako informatywnej. Poniewaz ustalanie profilu genetycznego zakonczone wyborem sekwencji

informatywnej jest czynno$cia pracochlonng i kosztowna wyniki powyzszych badan stanowia
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wskazowke co do kolejnosci amplifikacji sekwencji STR w populacji oséb poddanych
allogenicznej transplantacji w Klinice Hematologii CMUIJ.

W publikacji autorstwa Dubovsky 1 wsp. [29] we wszystkich parach uzyskano dwie
sekwencje informatywne. Najczgsciej wystgpujaca byla sekwencja STR zwiazana z locus
DA4S2366 co zgadzalo si¢ z wynikiem uzyskanym w badaniach prowadzonych w niniejszej
pracy. Najrzadziej klasyfikowana jako informatywna byta sekwencja D20S481, ktora
W niniejszej pracy wystepowata najczesciej. W omawianej publikacji nie stwierdzono takze
zalezno$ci migdzy iloscia alleli a czestotliwo$cia uznawania sekwencji za informatywna.
Podsumowujac, rozbiezno$ci stwierdzone w czgstotliwosci zardwno wystgpowania rdéznic
w profilach migdzy biorca a dawca jak i1 kwalifikowania sekwencji STR jako informatywnej
wynikaja gltéwnie ze zmiennosci wystepujacej migedzy grupami etnicznymi objawiajacymi sig
wystegpowaniem odmiennych alleli [66] stwierdzono bowiem, ze dziedziczenie sekwencji STR
przebiega zgodnie z prawami Mendla [46]. Kolejna przyczyna moze by¢ bliskie pokrewienstwo
migdzy biorca a dawca. Innym, jak si¢ wydaje wazniejszym powodem jest jednak to, ze w
przypadku publikacji Dubovsky 1 wsp. [29] przeanalizowano 20 sekwencji STR, z ktérych
nastgpnie ~ wybrano 7  pasujacych  najlepiej do  analizowanej  populacji.

W niniejszej pracy postuzono si¢ natomiast wylacznie powyzszymi 7 sekwencjami nie
dokonujac wczesniej selekcji z wigkszej grupy sekwencji STR pod wzgledem najlepszego

dopasowania do badanej populac;ji.

5.3 Chimeryzm hematopoetyczny

Z zagadnieniem czulo$ci oraz ograniczen jakimi obarczone sa metody oceny
chimeryzmu wiaze si¢ kwestia ustalenia poziomu chimeryzmu hematopoetycznego granicznego
dla rozréznienia migdzy catkowitym (CC) a mieszanym (MC) chimeryzmem.

W niniejszej pracy okreslenie catkowitego chimeryzmu dawcy (metoda STR-PCR)
przyjeto zgodnie z pogladem przedstawionym przez Gardinera [49]. Wprowadzil on
nastgpujaca nomenklature:

= chimeryzm dawcy, 95 — 100% komorek ma genotyp dawcy
* mieszany chimeryzm z przewaga komoérek dawcy, 90 — 95% komodrek ma genotyp

dawcy
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* mieszany chimeryzm, 10 — 90% komorek ma genotyp biorcy
= mieszany chimeryzm z przewaga komorek biorcy, powyzej 90% komoérek ma genotyp
biorcy.

Na powyzsze okreSlenia nalezy bowiem patrze¢ przez pryzmat czulosci
i specyficznosci metody oceny chimeryzmu hematopoetycznego. Taki poglad znajduje
zwolennikow [46, 57, 69, 71], ktorzy jako warto$¢ graniczna dla rozrdznienia mieszanego i
catkowitego chimeryzmu hemopoezy przyj¢li czutos¢ reakeji 1 okreslili ja na poziomie 1-5%.

W wigkszo$ci przeanalizowanych publikacji [29, 35, 59, 68, 72, 73, 74] napotyka si¢
okreslenie wedlug ktorego catkowita chimera hematopoetyczna jest osoba, u ktorej stwierdzono
czysty genotyp dawcy, czyli w czasie badania chimeryzmu identyfikowane jest DNA
pochodzace wylacznie z komorek dawcy. Jest to réwniez zgodne z wytycznymi Europejskiej
Grupy ds. Przeszczepiania Krwi 1 Szpiku Kostnego (EBMT — European Group of Blood and
Bone Marrow Transplantation) [75]. Wedlug tych zrédel ze zjawiskiem mieszanego
chimeryzmu mamy do czynienia wtedy gdy w badanym materiale wykryto, niezaleznie od
stwierdzonej proporcji, genotyp charakterystyczny dla dawcy i dla biorcy allogenicznej
transplantacji. Powyzsze rozumowanie zastosowano w niniejszej pracy do oceny wynikoéw
uzyskanych przy pomocy metody RQ-PCR.

Wedtug autorki niniejszej pracy wigksza zgodnos$¢ z praktyka wykazuje poglad
prezentowany przez Gardinera. Uwzglednia on bowiem ograniczenia i czulo$¢ metody
wybranej do oceny chimeryzmu. W przypadku okreslen zaproponowanych przez EBMT ten
sam materiat w zalezno$ci od czuloSci zastosowanej metody moze zosta¢ oceniony jako
zawierajacy tylko materiat dawcy (CC) lub takze biorcy jezeli zastosuje si¢ metodg o wigkszej
czutosci. Okreslenie to zaktada, ze dysponujemy metoda o bardzo duzej czutosci np RQ-PCR.
5.4 Metoda iloSciowej oceny chimeryzmu hematopoetycznego (RQ-PCR) - jej zalety

i ograniczenia

Druga metoda, przy pomocy ktorej oceniano chimeryzm hematopoetyczny byta oparta
na zastosowaniu ilosciowej reakcji PCR (RQ-PCR) przeprowadzanej w czasie rzeczywistym

W niniejszej pracy doktorskiej wybrano 11 sekwencji, zaliczanych do grupy ludzkich
dwuallelicznych polimorfizméw w postaci krotkich insercji / delecji o wysokim stopniu
heterozygotycznosci [43]. Modyfikacja metody dokonana w niniejszej pracy polegata na
zredukowaniu ilo$ci matrycy uzywanej w reakcji RQ-PCR (DNA genomowego)

1 zastosowaniu chemii SYBR green w zamian za chemig TaqgMan.
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Zastosowana ilo§¢ DNA zostala dobrana na drodze eksperymentalnej i odpowiadata
okoto 18 000 komorek diploidalnych. Jest ona mniejsza niz ta zaproponowana przez Maasa
1 wsp. [42] oraz Alizadeh 1 wsp [43]. W jej wyborze kierowano si¢ z jednej strony kryterium
iloSci materialu genetycznego mozliwego do uzyskania z probki pobranej w czasie okresu
potransplantacyjnego, a z drugiej strony iloScia DNA odpowiadajaca reprezentatywnej
populacji komorek. Najpelniej postawione powyzej kryteria byly spelnione przy amplifikacji
150ng DNA w 25 ul mieszaniny reakcyjnej. Wybrana ilo§¢ DNA pozwalata na uzyskanie
krzywych standardowych o odpowiedniej warto$ci wspolczynnika nachylenia prostej [76]
odzwierciedlajacym wydajno$¢ reakcji na poziomie identycznym z uzyskana
w eksperymencie Alizadeh 1 wsp. [43]. Przeliczenie wykonane zgodnie z proporcja
przedstawiona w publikacji zrodtowej wskazato, ze uzyskana czulo$¢ reakcji pozwalata na
wykrycie 5 — 6 kopii DNA w badanym materiale natomiast w przypadku Alizadeh i wsp. [43]
wykrywano 37 kopii DNA.

Pomimo tego, ze ocena iloSci produktu oparta o amplifikacj¢ produktu PCR
w obecnosci sond molekularnych (tzw. chemia TagMan) cechuje si¢ wigksza specyficznoscia
wyniku dokonano modyfikacji w postaci zastosowania chemii Syber green, ktoéra pozwolita na
uzyskanie zadowalajacych wynikow. Na wybdr chemii stuzacej ilo§ciowej ocenie produktu
wplynely nastgpujace czynniki: metode ilosciowa wykorzystywano do retrospektywnej analizy
badanego materialu, opracowanie powyzsze] metody mialo na celu wykonanie badania
przesiewowego dla analizowanej populacji oséb po transplantacji allogenicznej, ktdre miato
pomodc W wyborze sekwencji najczescie] réznicujacych biorcg
1 dawce sposrod 11 wybranych. Wybdr podyktowany byt takze wzgledami ekonomicznymi.
Z przeprowadzonych eksperymentow wynika, ze roznice w czgstotliwosci wystgpowania
poszczegdlnych sekwencji w populacji sa bardzo niewielkie Ustalono jednak, ze najczg$ciej, bo
w 8/67 przypadkach sekwencji pozwalajacych na odréznienie dawcy i1 biorcy, byla to
sekwencja zlokalizowana na chromosomie Y (S02), a najrzadziej (1/67) wystepowaty
sekwencje z chromosomu 17 (S09aFaR) i 11 (S11bFaR). Powyzsze informacje moga postuzy¢
jako wskazowka i sugerowa¢ kolejnos¢ wykonywania reakcji PCR w celu poszukiwania
sekwencji pozwalajacych na rozréznienie dawcy i biorcy. Stwierdzono rowniez, ze w badanej
populacji sekwencje informatywne udato si¢ odnalez¢ w 88,1% przypadkow (67/76) 1 jest to
wielkos$¢ poréwnywalna z literatura (90%) [43]. Analizowanie
w toku prac uktadéow par gdzie dawca 1 biorca przeszczepdw byly osoby spokrewnione
(rodzenstwo) stanowito dodatkowy czynnik utrudniajacy odnalezienie réznic w przypadku

dwuallelicznego charakteru poszukiwanego polimorfizmu. W publikacji Zrédlowej panel
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sekwencji ustalono dla sztucznie utworzonych mieszanych chimer. Podsumowujac nalezy
stwierdzi¢, ze wybrany panel sekwencji dwuallelicznych mozna okresli¢ jako przydatny do

oceny chimeryzmu hematopoetycznego.

5.5 Poroéwnanie metod STR-PCR i RQ-PCR

W niniejszej pracy do oceny chimeryzmu hemopoezy wykorzystano dwie metody
oparte na reakcji PCR potilosciowa (STR-PCR) i ilosciowa (RQ-PCR). Obie z nich mozna
zastosowa¢ do wszystkich par biorcow / dawcoéw niezaleznie od uktadu pitci. Wybrane na
podstawie publikacji [29, 43] zestawy starterow pozwolity na rozréznienie migdzy biorcami
1 dawcami w wigkszosci analizowanych par, co wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania ich
w praktyce klinicznej. W trakcie opracowania metod wykonano test majacy na celu
sprawdzenie liniowosci 1 czutosci powyzszych metod. Uzyskane wyniki wskazaly, ze
w obydwu przypadkach liniowo$¢ jest bardzo dobra, co oznacza bardzo dobra korelacje
pomigdzy rozcienczeniami uzyskanymi w eksperymencie seryjnych rozcienczen, a odczytem
wskazan z aparatu (odpowiednio sekwenatora i RealTime). Test czulosci wskazal, ze
RQ-PCR jest metoda o czutosci wigkszej o dwa rzedy w porownaniu do metody STR-PCR
(brana jest pod uwage czutos$¢ analityczna [77]).

RQ-PCR jest pod wieloma wzgledami lepsza metoda stuzaca amplifikacji wybranego
fragmentu DNA. Metody oparte na standardowej reakcji PCR o charakterze jako$ciowym, jaka
jest STR-PCR, oceniaja ilos¢ produktu DNA w fazie plateau jego przyrostu, na ktdéra ma wpltyw
wiele czynnikow. W przypadku ilosciowej reakcji RQ-PCR pomiar ilo$ci produktu ma miejsce
w fazie eksponencjalnej, a ilo§¢ produktu jest wprost proporcjonalna do wyjsciowej ilosci
docelowej sekwencji DNA. Ponadto reakcja STR-PCR jest oparta na zasadzie amplifikacji alleli
dawcy i biorcy w tej samej probéwce, co powoduje wystapienie zjawiska kompetycji o primery
1 rozna efektywnos¢ amplifikacji fragmentow o roznej dlugosci, a tym samym zaburzenie
wyniku reakcji. W przypadku metody ilo$ciowej allele charakterystyczne dla dawcy i dla biorcy
sa amplifikowane w oddzielnych reakcjach PCR, co chroni przed wystapieniem zjawiska
kompetycji o odczynniki. Metoda RQ-PCR jest réwniez wolna od ograniczenia zwiazanego z
wystgpowaniem niespecyficznych pikow jakajacych si¢ a takze interferencji innych
niespecyficznych sygnalow flurescencyjnych. Co wigcej uzycie genu referencyjnego
amplifikowanego w czasie tej samej reakcji RQ-PCR pozwala na dokladniejsza oceng iloSci
docelowej sekwencji DNA niz ma to miejsce w przypadku konwencjonalnej reakcji PCR [41 -

43]
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W niniejszej pracy przeprowadzono poréwnanie wynikdw oceny chimeryzmu
hematopoezy uzyskanych przy pomocy tych dwoch metod. Nie obserwowano istotnych
statystycznie réznic w zadnym z analizowanych punktéw czasowych po allogenicznej
transplantacji niezaleznie od rodzaju kondycjonowania poprzedzajacego przeszczepienie.
U poszczegolnych pacjentow mozna stwierdzi¢ jednak wigksza wiarygodno$¢ wynikéw
uzyskanych przy pomocy metody RQ-PCR. Takim przykiladem jest pacjent ZW (nr 39),
u ktorego wszczepienie molekularne przy pomocy metody STR-PCR stwierdzono w 46 dobie
po transplantacji natomiast wyniki uzyskane przy pomocy metody RQ-PCR wskazaly na
wczesniejsze wystapienie wszczepienia. Drugim przyktadem jest pacjentka AJ (nr 28),
u ktorej stwierdzono mieszany chimeryzm 1 towarzyszacy mu nawrdt choroby. Uzyskane
wowczas wyniki wykazaty rozbieznos¢. Przy pomocy metody STR-PCR wykazano mniejszy
niz przy pomocy RQ-PCR udzial dawcy w krwiotworzeniu. Zawyzenie udziatu biorcy
w krwiotworzeniu obserwowane w metodzie STR-PCR wynikato z jej ograniczen,
a w szczegoOlnosci z obecnosci pikow jakajacych si¢ migrujacych na wysokosci pikow
specyficznych dla biorcy, jak 1 uktadow alleli, w ktorych pik biorcy byl mniejszy a tym samym
ulegal efektywniejszej amplifikacji.

Pomimo niezaprzeczalnych zalet metody RQ-PCR, przede wszystkim bardzo duzej
czulo$ci, wydaje sig, ze obserwowane rozbiezno$ci z wynikami uzyskanymi metoda
STR-PCR nie sa istotne i nie maja wigkszego wpltywu na ocen¢ przydatnosci obu metod.
Mozna podda¢ analizie czy stwierdzenie w danej probce przy pomocy metody STR-PCR
catkowitego chimeryzmu hemopoezy dawcy na poziomie 100%, a przy pomocy metody
RQ-PCR na poziomie 99,9% ma istotnie znaczenie w praktyce klinicznej. Przy pomocy metody
o tak duzej czulosci 1 przy takim wyniku mozna wykry¢, ze w badanej probce mamy do
czynienia na przyklad z rozszczepionym chimeryzmem Iub mieszanym chimeryzmem
ograniczonym do pewnych populacji komorkowych 1 wynik powyzszy moze wskazywa¢ na
zasadno$¢ zbadania chimeryzmu w subpopulacjach. W przypadku metody STR-PCR badanie
wykonane w populacji niefrakcjonowanych leukocytow wskazujace na 100% udzial dawcy
w krwiotworzeniu nie zasygnalizuje mozliwos$ci wystgpowania chimeryzmu rozszczepionego
lub mieszanego w subpopulacjach. Tym samym spowoduje zamaskowanie tych zjawisk do
czasu poglebienia si¢ stopnia mieszanego chimeryzmu lub powrotu do genotypu biorcy
w poszczegbdlnych subpopulacjach.

Ocena chimeryzmu przy pomocy metody RQ-PCR w jednym punkcie czasowym
wymaga sporzadzenia dwoch krzywych standardowych w  dubletach (dla sekwencji
charakterystycznych dla dawcy i dla biorcy), wykonania w dubletach: reakcji dla sekwencji
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specyficznej dla dawcy i1 dla biorcy, genu GAPDH oraz kontroli negatywnej. Ocena
chimeryzmu przy pomocy reakcji STR-PCR wymaga wykonania 6 reakcji PCR. Procedura ta
jest mniej czaso- 1 pracochlonna oraz zdecydowanie tansza.

W przypadku metody STR-PCR 1 RQ-PCR amplifikacj¢ DNA genomowego wszystkich
docelowych sekwencji przeprowadzano w tej samej temperaturze, co kwalifikuje obie metody
jako dobre metody diagnostyczne. Umozliwia to bowiem rownoczesna oceng chimeryzmu
hematopoezy u kilku pacjentéw niezaleznie od przyporzadkowanego im jako informatywne
locus genowego, co wptywa na skrocenie czasu wykonywania badania. Waznym czynnikiem
jest to, iz metoda STR-PCR jest powszechnie stosowana i polecana do oceny chimeryzmu
hematopoetycznego [47, 63, 75], natomiast metoda ilo§ciowa wymaga dalszej standaryzacji.
Jednakze w  ocenie autorki niniejszej pracy jest to rowniez metoda
w pelni wiarygodna. Obie metody cechuje réwniez zadowalajaca czulo$¢, specyficznosé
1 powtarzalno$¢ oznaczen.

Biorac pod uwagg przestanki ekonomiczne oraz pracochtonnos¢ wykonania oznaczenia
chimeryzmu przy pomocy metody RQ-PCR, a z drugiej strony brak istotnych rozbieznos$ci
pomigdzy wynikami uzyskanymi przy pomocy obu metod jako bardziej przydatna w praktyce
klinicznej wybrano metod¢ STR-PCR.

5.6 Szpik kostny a krew obwodowa — znaczenie wyboru Zrodia komorek w ocenie

chimeryzmu hematopoezy

Kolejnym niezmiernie waznym zagadnieniem wplywajacym na czutos$¢ zastosowanych
metod 1 jako$¢ informacji ptynacej z oceny chimeryzmu hemopoezy jest zrédto komorek
hematopoetycznych. Kluczowa kwestia przed przeprowadzeniem allogenicznej transplantacji
jest okreslenie profili genetycznych dawcy i biorcy ze wskazaniem na réznice w nich
wystepujace. W niniejszej pracy podstawowym zrodiem komorek stuzacych takiej ocenie byty
jadrzaste komorki pochodzace z krwi obwodowe;j. To zrodio jest polecane w literaturze [29, 36,
50, 53, 68]. Dostarcza ono odpowiednio duzej ilosci DNA dobrej jakosci wystarczajacej do
biezacych analiz, a takze do wykonania pdzniejszych izolacji. Do alternatywnych zrédet
genomowego DNA wykorzystywanych do ustalenia profilu genetycznego naleza wymaz z
policzka [58], ktory wykorzystywano trzykrotnie oraz cebulki wlosowe [53].

W niniejszej pracy badania wykonywano wykorzystujac zarowno krew obwodowa jak i
szpik kostny. W celu sprawdzenia ewentualnych réznic w czutosci wynikéw chimeryzmu

hematopoezy uzyskiwanych ze szpiku i1 krwi przeprowadzono poréwnanie migdzy warto§ciami
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uzyskanymi w okreslonym czasie po allogenicznej transplantacji.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze nie ma istotnych statystycznie réznic pomigdzy
wynikami oceny chimeryzmu hematopoezy uzyskiwanymi z obu zrédet, niezaleznie od
wybranej metody. Réwniez réznice pomigdzy grupami chorych poddanych kondycjonowaniu
niemieloablacyjnemu i ablacyjnemu nie byly istotne statystycznie. Wskazuje to na zblizony
stopien informatywnosci wyniku uzyskanego z krwi 1 szpiku. W pojedynczych przypadkach
stwierdzano jednak roznice migdzy wynikiem uzyskanym w szpiku i krwi. U pacjentki BW (nr
23) wszczepienie ocenione we krwi bylo opdznione w stosunku do wszczepienia ocenionego w
szpiku. U pacjentki AH (nr 32) w 90 dobie po przeszczepieniu stwierdzono catkowity
chimeryzm dawcy we krwi obwodowe] natomiast w szpiku kostnym udziat dawcy w
krwiotworzeniu oceniono na poziomie okoto 50%. W obu przypadkach tylko wynik uzyskany
ze szpiku byt zgodny z sytuacja kliniczna pacjenta, a tym samym byt bardziej wiarygodny.
Zdaniem autorki badanie chimeryzmu hematopoezy nalezy wykonywac gléwnie szpiku
kostnym, pomimo konieczno$ci zmniejszenia czgstotliwosci badan ze wzgledu na mniejsza
dostepnos¢ szpiku niz krwi.

Istnieja rozbiezno$ci dotyczace zalecanego materialu do badania chimeryzmu
w okresie potransplantacyjnym. Czg$¢ badaczy poleca krew obwodowa [36, 45, 50, 53, 56, 64,
78], inni szpik kostny [58], jeszcze inni obydwa zrodia [39, 59, 64, 66, 72, 79].

Na wybor materialu badawczego wpltyw ma, np. czas jaki uptynal od momentu
transplantacji. Jezeli badanie wykonywane jest wcze$nie po transplantacji, kiedy to ilo$é
komorek jadrzastych w mikrolitrze jest niewielka, a czgstotliwo$§¢ badan jest wzmozona
zalecanym zrodtem komorek hematopoetycznych jest krew obwodowa. W pdzniejszym okresie,
kiedy czestotliwos¢ badan ulega zmniejszeniu, istnieje mozliwo$¢ badania chimeryzmu
hematopoezy we krwi obwodowej 1 w szpiku kostnym.

Duza rozbiezno$¢ w ocenie chimeryzmu we krwi i szpiku w pojedynczych przypadkach
obserwowali Wang 1 wsp. [66] (100% versus 60%) Cignani 1 wsp. [80] oraz Mattson 1 wsp.
[81].Wedtug nich moze dzia¢ si¢ tak dlatego, ze allogeniczne komorki macierzyste proliferuja
w réznym stopniu w zaleznosci od otaczajacego je Srodowiska (szpik kostny lub krew
obwodowa). Innym wytlumaczeniem dla zjawiska wystapienia mieszanego chimeryzmu tylko
w szpiku kostnym moze by¢: kontaminacja szpiku prawidtlowymi komorkami podscieliska
pochodzacymi od biorcy [66, 78, 81], zta aspiracja szpiku lub btedy powstate w czasie obrobki
materiatu juz po pobraniu [81]. Na podstawie powyzszej obserwacji autorzy twierdza réwniez,
ze badanie chimeryzmu hemopoezy we krwi obwodowej, nawet w krotkich odstepach czasu,

moze nie pozwala¢ na wykrycie nawrotu u wszystkich pacjentow. Jesli w przeprowadzonym
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badaniu zostanie wykryty mieszany chimeryzm istotne jest stwierdzenie, czy wystgpuje on we

wszystkich czy tylko w niektorych liniach komorkowych.

5.7 Wezesne zmiany chimeryzmu hematopoezy — wszczepienie molekularne

Badanie chimeryzmu hemopoezy jest wykorzystywane do rutynowej oceny
wszczepienia materialu przeszczepowego.

Jednym z celow niniejszej pracy bylo zbadanie i przeanalizowanie zagadnienia
wczesnych zmian kinetyki chimeryzmu hematopoezy. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja na wystgpowanie we wczesnym okresie potransplantacyjnym stanu mieszanego
chimeryzmu niemal u wszystkich pacjentow, niezalezne od rodzaju kondycjonowania.
Porownano takze poziom chimeryzmu hematopoetycznego dawcy w poszczegdlnych dobach po
allogenicznej transplantacji w grupie pacjentow po alloHSCT i alloNMSCT. Znaczaco
statystycznie nizszy udziat hemopoezy dawcy w krwiotworzeniu w grupie pacjentow
poddanych alloHSCT obserwowano tylko w 2 dobie po transplantacji. Od 6 doby po
transplantacji obserwowano, ze cho¢ w sposob nieistotny statystycznie, udzial hematopoezy
dawcy byl wyzszy w grupie pacjentow poddanych alloHSCT. Prawdopodobnym wyja$nieniem
sytuacji zaistnialej tuz po transplantacji moze by¢ rodzaj zastosowanych warunkoéw
chemioterapii  kondycjonujacej. By¢ moze bardziej agresywne kondycjonowanie
mieloablacyjne uszkadza podscielisko szpiku kostnego utrudniajac zagniezdzenie podanych
komorek macierzystych dawcy, co powoduje opdznienie w pojawieniu si¢ powstajacych de
novo komorek dawcy [11]. Innym czynnikiem mogacym mie¢ wptyw na t¢ sytuacje jest ilos¢
komorek macierzystych CD34+ podanych w materiale przeszczepowym. Dane wskazuja, ze
potowie pacjentow poddanych alloHSCT podano ilo§¢ komorek mniejsza niz zalecana,
natomiast w grupie po alloNMSCT 80% pacjentdw otrzymato prawidlowa ilos¢ komorek
CD34+ [3, 4, 82, 83]. Wykazano réwniez odmienna kinetykg¢ zmian udzialu hematopoezy
dawcy w krwiotworzeniu w grupie poddanej alloHSCT 1 alloNMSCT. W grupie pacjentow
poddanych alloHSCT kinetyka przyrostu najlepiej koreluje z trendem logarytmicznym,
a w grupie pacjentow poddanych alloNMSCT kinetyka najlepiej odpowiada trendowi
liniowemu. Przebieg kinetyki uzyskany w grupie pacjentéw poddanych alloHSCT obrazuje
poczatkowo gwaltowne wypieranie hematopoezy biorcy aby w pozniejszej fazie osiagnac
plateau 1 pozosta¢ w zakresie calkowitego chimeryzmu dawcy. Z powodu uszkodzen
spowodowanych w komoérkach hematopoetycznych biorcy przez chemioterapi¢ mieloablacyjna

komorki hematopoetyczne dawcy bardzo szybko dominuja w ukiadzie krwiotworczym i
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immunologicznym biorcy [11]. Przebieg kinetyki uzyskany w grupie pacjentéw poddanych
alloNMSCT odzwierciedla stopniowe 1 rOwnomierne zastgpowanie hematopoezy biorcy przez
hematopoeze¢ dawcy wywodzaca si¢ z zagniezdzajacych si¢ komodrek z materiatu
przeszczepowego. Stan mieszanego chimeryzmu wystepuje przez dtuzszy czas niz w przypadku
alloHSCT, gdyz niemieloablacyjne warunki kondycjonowania umozliwiaja przezycie wigkszej
losci mniej uszkodzonych komorek biorcy. Kondycjonowanie niemieloablacyjne ma dziatanie
immunosupresyjne, indukuje immunotolerancj¢ 1 nie powoduje nieodwracalnej aplazji szpiku
kostnego [3].

W praktyce klinicznej mozliwe jest wystapienie czystego genotypu dawcy juz w 1 dniu
po transplantacji. W niniejszej pracy obserwowano wystapienie tego zjawiska u jednej pacjentki
(KG nr 41). Jego przyczyn mozna upatrywac¢ w schorzeniu podstawowym, ktorym byta cigzka
anemia aplastyczna (VSAA). Choroba ta objawia si¢ ubogokomoérkowym szpikiem bez
wystgpowania populacji komoérek nowotworowych. Stad mozna wnioskowaé, ze w tym
konkretnym przypadku w pierwszych dniach po transplantacji komoérki hematopoetyczne
dawcy przejety catkowicie funkcje uktadu krwiotworczego
1 immunologicznego w organizmie biorcy.

Dubovsky 1 wsp. [29] stwierdzili, ze probki krwi obwodowej pobrane w czasie
pierwszej doby po transplantacji 1 w okresie do wszczepienia hematologicznego, a nawet dluzej
czesto wykazuja mieszany chimeryzm hematopoetyczny wskazujacy na obecnos¢ resztkowych
komorek biorcy 1 krazacych komoérek dawcy. Dokladniejsza analiza prowadzona w
subpopulacjach komoérkowych wyizolowanych przy pomocy cytometrii przeptywowej
dowiodla, ze w wigkszosci przypadkow mieszany chimeryzm byl spowodowany uporczywa
obecnoscia limfocytéw T biorcy o fenotypie CD4+ lub/i CD8+. Komorki te sa znane ze
zdolno$ci do przetrwania nawet intensywnej chemioterapii uzywanej podczas standardowego
kondycjonowania [13, 50]. Stwierdzono roéwniez, ze przyczyna powstania mieszanego
chimeryzmu sa takze komorki krwi obwodowej o fenotypie CD34+ pochodzace od biorcy,
reprezentujace populacje uszkodzonych komodrek macierzystych. Roznily si¢ one
morfologicznie od prawidlowych komodrek macierzystych i nie wykazywaly zdolnosci do
klonogennosci.

Wszczepienie molekularne (ME z ang. molecular engraftment) jest definiowane jako
pierwsze wystapienie dominacji specyficznego dla dawcy wzoru allelicznego w materiale
genetycznym uzyskanym z catkowitych leukocytow krwi obwodowej po allogenicznej
transplantacji [29, 84 — 86]. Definicja ta jednak nie okresla jednoznacznie poziomu chimeryzmu

dawcy potrzebnego do stwierdzenia ME. Zjawisko to moze poprzedza¢ nawet
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o okoto 7 dni przyjecie si¢ przeszczepu oceniane wedtug kryteriow hematologicznych. Badania
wskazuja, 1z u pacjentéw, u ktorych nie stwierdzono do +14 doby po transplantacji ME nie
dochodzito do wszczepienia hematologicznego, co w konsekwencji rodzito potrzebg wykonania
ponownej transplantacji.

W pracy przeprowadzono pordwnanie czasu wystapienia wszczepienia molekularnego i
hematologicznego. Jezeli przyjeto definicje wszczepienia molekularnego zaprezentowana
w literaturze [29] zarowno w grupie po alloHSCT jak i po alloNMSCT wykazano znaczaco
wczesniejsze wystapienie ME niz wszczepienia hematologicznego, byto to zgodne z innymi
badaniami [29]. Jezeli jako dobg wszczepienia molekularnego przyjgto osiagnigcie CC nie
stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w zadnej z grup. Uzyskany wynik w gtownej mierze
wskazuje na czulo$¢ oznaczen chimeryzmu hematopoezy przy pomocy metody
STR-PCR, ktora jest wigksza niz czuto§¢ metody uzywanej do oceny morfologii krwi, a
ponadto pozwala na stwierdzenie czy komoérki pochodza z komorek macierzystych dawcy czy
biorcy. Shimoni i1 wsp [13] dowodza, Zze w momencie wystapienia wszczepienia
hematologicznego zazwyczaj nadal obserwuje si¢ stan mieszanego chimeryzmu hematopoezy.
Savage 1 wsp. [87] twierdza, Ze osiagnigcie catkowitego chimeryzmu dawcy nastgpuje
u dorostych do 3 miesigcy po transplantacji.

W niniejszej pracy doktorskiej u kazdego biorcy dobg osiagnigcia CC poréwnywano
z iloscia komorek CD34+ podanych w materiale przeszczepowym. W oparciu o dane
literaturowe [3, 4, 82, 83], jako warto$¢ graniczna przyjeto 3x10° komérek CD34+/kg masy
ciala biorcy. Z przeprowadzonych badan wynika, ze wszczepienie molekularne nastapito
szybcie] niezaleznie od rodzaju transplantacji u chorych, ktorym podano zalecana ilo$¢
komoérek CD34+. Uzyskane rezultaty nie roznig si¢ od obserwacji przeprowadzonych
w innych o$rodkach, ktére dowodza ze zwigkszenie ilosci komoérek CD34+ w materiale
przeszczepowym przyspiesza odbudowe hematologiczna [82].

W  niniejszej pracy oceniono takze wplyw zrodla macierzystych komorek
hematopoetycznych na czas wystapienia ME. Badanie wykazato, ze w obu typach transplantacji
wszczepienie molekularne nastapito szybciej w grupie pacjentow, ktérym podano alloPBSCT,
jednak nie byla to réznica istotna statystycznie. Wedlug badan podanie hematopoetycznych
komorek macierzystych uzyskanych z krwi obwodowej skutkuje szybszym wszczepieniem i
szybsza odbudowa immunologiczna [4, 83], a takze mniejsza czgstotliwoscia wystgpowania
mieszanego chimeryzmu [88]. Na wszczepienie molekularne ma wplyw takze ilos¢ komorek

macierzystych w materiale przeszczepowym [80]. Brak istotnosci statystycznej mogh by¢ wiec
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zwiazany z réznicami w ilosci podanych komorek

CD 34+.

5.8 Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego w péznym okresie potransplantacyjnym

Znaczenie badania chimeryzmu rozni si¢ w zaleznoSci od czasu jaki uplynal od
transplantacji. W okresie potransplantacyjnym mozna wyrozni¢ trzy fazy: okres od
przeszczepienia do wszczepienia hematologicznego, od wszczepienia do osiagnigcia
calkowitego chimeryzmu dawcy i1 pézny okres potransplantacyjny. Kazdy z nich ma inna
kinetyk¢ chimeryzmu 1 inne znaczenie kliniczne [13].

W chwili utraty przeszczepu pojawia si¢ problem znalezienia przyczyny zaistnialej
sytuacji. TrudnoS$ci nastr¢cza rozréznienie migdzy niewystarczajaca funkcjonalno$cia szpiku
kostnego bedacej nastgpstwem wystapienia infekcji wirusa cytomegalii lub efektu toksycznego
zastosowane] terapii, a wynikajaca z odrzucenia przeszczepu lub nawrotu choroby
podstawowej. W takich przypadkach ocena chimeryzmu hemopoezy dostarcza niezbednych
informacji. Jezeli wynik badania wskaze na CC to przyczyny niewydolno$ci szpiku nalezy
upatrywa¢ w toksyczno$ci leczenia jednak jezeli uzyskany wynik przyniesie informacjg¢ o
mieszanym chimeryzmie, to wiaze si¢ on zazwyczaj z nawrotem choroby lub odrzuceniem

przeszczepu [50, 89, 90].

5.8.1 Analiza chimeryzmu u chorych z nienowotworowymi schorzeniami ukladu

hematopoetycznego

Ze wzgledu na identyczno$¢ mechanizméw immunologicznych rzadzacych zjawiskami
Zwiazanymi z procesem przyjmowania si¢ przeszczepu, jego odrzucania czy tez utraty zar6wno
w przebiegu nowotworowych jak i nienowotworowych schorzen uktadu krwiotworczego, do
badan w ramach niniejszej rozprawy wtaczono rdwniez pacjentow poddanych transplantacji z
powodu cigzkiej anemii aplastycznej. Celem takiego postgpowania bylo rowniez ustalenie
adekwatnej czestotliwosci badania chimeryzmu hematopoezy u tych pacjentow.

W grupie pacjentow z vSAA wilaczonych do badania w zadnym przypadku nie doszto
do odrzucenia przeszczepu. Najwigksze ryzyko utraty przeszczepu stwierdzono u pacjentki KG
(nr 41). Po poczatkowym wszczepieniu chimeryzm dawcy badany w pelnej krwi ulegh

zatamaniu. Reakcja terapeutyczna byto podanie czynnika wzrostu (G-CSF). Spowodowato to
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powrdt hematopoezy do poziomu 80% komoérek dawey w pelnej krwi. Pomimo utrzymujacego
si¢ MC hematopoeza pacjentki dziatata prawidtowo.

Na szczeg6lna uwage zastuguje to, ze wilasnie na podstawie badan chimeryzmu
hematopoezy okreslono wskazanie do podania czynnika wzrostu (G-CSF) pacjentce KG
(nr 41). Takie dzialanie terapeutyczne prawdopodobnie zapobieglo nawrotowi choroby.
W przeprowadzonych badaniach udowodniono, ze podanie G-CSF stymuluje odbudowg
granulocytarna [80].

U pacjentéw cierpiacych na niewydolno$¢ uktadu krwiotworczego spowodowana
schorzeniem o podlozu nienowotworowym stan mieszanego chimeryzmu hematopoezy moze
by¢ traktowany jako koncowy efekt transplantacji, gdyz jego osiagnigcie jest rownoznaczne z
uniezaleznienie pacjenta od podawania preparatow krwiopochodnych [13, 35, 91]. U tych
pacjentow monitorowanie chimeryzmu stuzy gtoéwnie ocenie mozliwosci utraty przeszczepu 1
zwigzanego z nim nawrotu choroby [35].

Bacigalupo [26] przedstawit badania dotyczace grupy kilku tysigcy pacjentow z SAA
poddanych alloHSCT 1 alloNMSCT monitorowanych przez 30 lat. Sposréd pacjentdéw, ktorzy
przezyli 65% wykazuje calkowity chimeryzm dawcy, 20% wykazuje stabilny mieszany
chimeryzm, a 15% wykazalo progresywny mieszany chimeryzm i powrdcito do autologicznej
hematopoezy. Stabilny mieszany chimeryzm nie zawsze wskazuje na mozliwos¢ nawrotu
choroby lecz moze obrazowa¢ wyciszona tolerancj¢ powstajaca na pograniczu hematopoezy
dawcy 1 biorcy bez objawdw chorobowych 1 jest uzyteczny do okreslenia optymalnego czasu
podania leczenia jakim jest, na przyktad infuzja limfocytéw dawcy [70, 92].

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u pacjentow z SAA glownym
problemem wystepujacym u 15 — 30% pacjentéw jest odrzucanie przeszczepu [92]. Wykazano,
ze jezeli u pacjentow z SAA stwierdza si¢ wysoki poziom komoérek biorcy (20 — 80%) i
progresywny mieszany chimeryzm to jest to zwigzane z odrzuceniem przeszczepu [93]
zwlaszcza w okresie poprzedzajacym lub w momencie odstawienia immunosupresji [75],

natomiast niski poziom (2,5 — 25%) nie musi oznacza¢ odrzucenia przeszczepu [50, 94].

5.8.2 Analiza chimeryzmu wu chorych z nowotworowymi schorzeniami ukladu

krwiotworczego

Celem przeprowadzenia allogenicznej transplantacji, w przypadku wystapienia

hematologicznego schorzenia nowotworowego, jest eradykacja klonu nowotworowego
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1 osiagnigcie w uktadzie krwiotwdrczym i immunologicznym pacjenta catkowitego chimeryzmu

dawcy [28].

5.8.2.1 Znaczenie monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego — infuzja limfocytow

dawcy (DLI)

Allogeniczna transplantacja hematopoetycznych komodrek macierzystych jest
w wigkszo$ci przypadkéw skuteczna terapia stosowana u pacjentdow ze schorzeniami
nowotworowymi ukladu krwiotworczego. Po przeprowadzonej transplantacji w organizmie
pacjenta dziata bardzo silny efekt przeciwbiataczkowy (GvL), w ktorym posrednicza limfocyty
T obecne w szpiku kostnym. Efekt GvL bierze udzial w eradykacji choroby resztkowej i
wspomaga  osiagnigcie  catkowitego chimeryzmu dawcy [24, 28]. Niestety
u okoto 20-30% pacjentéw dochodzi do nawrotu [4]. Jednym ze sposobdéw na uzyskanie stanu
hematologicznej 1 molekularnej remis;ji jest podanie infuzji limfocytow dawcy, ktora daje efekt
niemozliwy do osiagni¢cia na drodze fizycznej eradykacji klonu nowotworowego poprzez
zastosowanie mieloablacyjnych warunkéw kondycjonowania [28]. DLI moze by¢ traktowana
réwniez jako postgpowanie zapobiegajace wystapieniu nawrotu [28].

Niestety ta adoptywna immunoterapia jest obarczona ryzykiem. Moze ona powodowac
powiktania w postaci rozwoju ostrej lub przewleklej postaci choroby GvHD
1 nieodwracalnej aplazji szpiku [4, 23, 24, 48, 95]. W ciagu roku $miertelno$¢ po podaniu DLI
wynosi 18% [4].

Niniejszej pracy przedstawiono jedynie 2 chorych (AH — AML-M4 oraz JSz - CML), u
ktorych zastosowano DLI. Powodzenie terapeutyczne obserwowano u jednego chorego,
u ktérego tuz po podaniu DLI wystapito zalamanie poziomu chimeryzmu dawcy (10%) ze
wzgledu na podana réwnocze$nie immunosupresje w postaci cyklosporyny. Jednakze w ciagu
miesiaca po zaprzestaniu stosowania immunosupresji doszto do odwrdcenia sytuacji i poziom
chimeryzmu wzrdst do 90%, towarzyszylo mu uzyskanie remisji molekularne;.

Zaréwno jezeli wzia¢ pod uwage czas potrzebny do osiagnigcia remisji jak i wynik
zastosowanej terapii uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki nie odbiegaja od danych
literaturowych [4, 13, 23, 72]. DLI najefektywniej dziata u pacjentéw z przewlekta bialaczka
szpikowa [4]. Au 1 wsp [23] przedstawili przypadek pacjenta z AML-M4, ktéremu w czasie
nawrotu po alloBMT podano chemioterapig, a jako skuteczna konsolidacj¢ zastosowano infuzj¢

limfocytow dawcy.
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Znajomos¢ poziomu chimeryzmu hematopoezy jest niezbedna przy podejmowaniu
decyzji o DLI. Jego ocena jest rowniez niezb¢dna po wykonaniu DLI w celu przewidzenia
odpowiedzi na zastosowana terapi¢ [13, 49, 57, 95]. Jezeli przed wykonaniem infuzji
w szpiku kostnym znajduja si¢ komoérki dawey na poziomie wykrywalnym przy pomocy reakcji
PCR, to wiaze si¢ to z osiagnigciem hematologicznej a nawet molekularnej remisji bez ryzyka
wystapienia aplazji. Brak komorek dawcy koreluje natomiast z wystapieniem cigzkiej
mielosupresji. Badacze podkreslaja, ze nie udato si¢ odnalez¢ takiej korelacji jezeli chimeryzm
oceniano przy pomocy metod cytogenetycznych, analizy RLFP czy tez Southern Blot 1 wiaza to
zjawisko ze zbyt mata czulo$cia powyzszych metod [25, 48]. W oparciu o t¢ wiedze
prowadzono monitorowanie chimeryzmu przy pomocy metod wykorzystujacych reakcje PCR.
Nalezy rowniez podkresli¢, ze wyniki chimeryzmu hematopoetycznego uzyskanej w niniejszej
pracy byly  podstawa  do podjecia decyzji 0 wykonaniu DLI
u przedstawionych powyzej pacjentéw, a regularne badania chimeryzmu hematopoezy
umozliwialy monitorowanie skutecznos$ci zastosowanej terapii.

Nie zostato jednoznacznie stwierdzone czy dla skutecznosci podania DLI lepiej jezeli w
subpopulacji  limfocytow T stwierdza si¢ catkowity czy tez mieszany chimeryzm
hematopoetyczny [72, 96]. Wykazano, ze nie ma istotnych statystycznie réznic w odpowiedzi
na leczenie przy pomocy DLI migdzy grupami pacjentow z CML o catkowitym i mieszanym
chimeryzmie w subpopulacji limfocytow T w momencie podania DLI. Natomiast aplazja szpiku
kostnego po DLI dominowata u pacjentow z MC w linii limfocytow T [4, 72].

Inni dowodza, ze tylko stan chimeryzmu w populacji komérek CD34+ wskazuje na
wielkos¢ rezerwuaru komorek dawcy przed podaniem DLI. Wykazano, ze jezeli poziom
chimeryzmu dawcy w populacji komoérek CD34+ jest wysoki to nie obserwuje si¢ aplazji

szpiku [31, 79, 97].

5.8.2.2 Znaczenia monitorowania chimeryzmu hematopoezy w subpopulacjach

komoérkowych

Jednym ze sposobow zwigkszenia czuto$ci 1 specyficznosci uzyskiwanych wynikow jest
ocena poziomu chimeryzmu w subpopulacjach komoérkowych izolowanych w czasie separacji
pozytywnej przy pomocy przeciwcial sprzezonych z kuleczkami paramagnetycznymi [65, 98,
99] lub przy pomocy cytometrii przeptywowej [58, 67, 98]. Dzialanie takie poprzedzajace
wykonanie reakcji PCR pozwala na zwigkszenie czulo$ci oznaczenia, wedlug niektorych

badaczy [81] o dwa rzedy wielkosci, a wedlug innych [52] o 3 lub nawet 4. Populacjami
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komorkowymi o szczegdlnym znaczeniu sa: granulocyty, monocyty, limfocyty T, limfocyty B,
komorki macierzyste, komorki NK oraz komoérki charakterystyczne dla danego typu nowotworu
[52, 65, 95, 99, 100].

W  niniejszej pracy doktorskiej badania chimeryzmu wykonywano jedynie
w subpopulacji limfocytow T jako linii komorkowej o najwigkszym przewidywanym znaczeniu
klinicznym. Oznaczenie to nie bylo wykonywane rutynowo, a jedynie w sytuacji wyraznych
wskazan klinicznych w celu zwigkszenia czulo$ci badania. Dlatego niemozliwe jest
ustosunkowanie si¢ w sposob oparty na statystyce do danych literaturowych i konieczne jest
ograniczenie do przedyskutowania poszczegdlnych zaobserwowanych przypadkow.

Pierwszy przyktad dotyczy pacjentki GM (nr 30). W 237 dobie po alloNMSCT
w wykonanym badaniu chimeryzmu hemopoezy stwierdzono udziat dawcy na poziomie 72,3%
w szpiku kostnym 1 85,5% we krwi obwodowej. Udzial hematopoezy dawcy w subpopulacji
limfocytéw T oceniono na 28,5%. Taki wynik sugerowal mozliwo$¢ wystapienia nawrotu
choroby podstawowej 1 stanowit podstawe do podania pacjentce czynnika wzrostu (G-CSF),
ktory sprzyja granulopoezie [80]. W kolejnym badaniu uzyskano wyrazna poprawe
parametrow.

Drugi przyktad przedstawia pacjentkg AJ ze stwierdzona AML-M2 (nr 28). W 60 dobie
po allogenicznej transplantacji w wykonanym badaniu chimeryzmu w komorkach uzyskanych z
pelnej krwi wykazano udziat hematopoezy dawcy na poziomie sugerujacym mozliwos¢
wystgpienia nawrotu 1 W jego nastgpstwie wykonano badanie chimeryzmu
w subpopulacji limfocytow T. Uzyskany wynik wskazywat na catkowity chimeryzm dawcy
w populacji limfocytow T. Nawrot choroby nastapit jednak w 138 dobie. Uzyskany wynik
mozna interpretowa¢ dwojako. Po pierwsze by¢ moze wykonanie badania w subpopulacji
komorek niosacych w sobie pierwotnie transkrypt aml/eto datoby wynik, ktory juz wowczas
wskazywatby na ryzyko nawrotu choroby. Po drugie przyczyn takiego wyniku mozna réwniez
upatrywa¢ w dynamice schorzenia jakim jest ostra bialaczka szpikowa. Wowczas wynik
uzyskany w 60 dobie byt wynikiem informatywnym, a nawro6t choroby rozwinat si¢ poznie;.

Gonzalez 1 wsp. [52] oraz Antin 1 wsp. [35] podkreslaja, ze w wigkszosci przypadkdéw
kinetyka chimeryzmu obserwowana w wyizolowanych subpopulacji komérkowych nie jest
mozliwa do wykrycia w czasie badania chimeryzmu we frakcji catkowitych leukocytow.
Liczebno$¢ subpopulacji jest bowiem niewielka i1 sygnat charakterystyczny dla biorcy obecny w
danej subpopulacji wulega zaghluszeniu. Badacze nie zgadzaja si¢ z obserwacjami
przeprowadzonymi przez Badera i wsp. [68], ktory dowodzi, ze mozliwe jest dokonanie

korelacji migdzy wzrastajacym poziomem chimeryzmu biorcy oznaczanym w pelnych
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leukocytach krwi obwodowej a nawrotem. Nie podzielaja rowniez twierdzenia, ze detekcja
mieszanego chimeryzmu na poziomie mniejszym niz 1% nie ma wartosci dla przewidzenia
nawrotu. Jezeli badanie chimeryzmu wykonuje si¢ w sortowanych subpopulacjach czutos¢
metody STR-PCR wzrasta do 0,1 — 0,01%, co odzwierciedla mozliwo§¢ wykrywania komoérek
biorcy na takim poziomie. Wedtug ich do§wiadczen wykrycie uporczywie utrzymujacego si¢
chimeryzmu biorcy na takim poziomie daje przestanki do wnioskowania

o nawrocie, ktory czgsto wystepuje po 3 — 6 miesigcach, natomiast badania prowadzone

w tym samym czasie w petnych leukocytach nie wykazuja zadnych zmian.

Najczesciej badana populacja komodrkowa sa limfocyty T. Sa one wazne przy
wszczepieniu, gdyz duza ilo$¢ interleukin produkowanych przez limfocyty T jest pomocna w
procesie proliferacji 1 roznicowania komorek macierzystych oraz moga one ochrania¢
przeszczep wykorzystujac swoje wiasnosci supresorowe lub cytotoksyczne [98]. Limfocyty T
sa takze populacja posredniczaca w wystapieniu efektu HvG i GvH [21, 24, 35, 98, 101].
Obserwacja kinetyki chimeryzmu w tej subpopulacji moze sta¢ si¢ podstawa do podjecia
decyzji o zaprzestaniu leczenia immunosupresyjnego, podaniu DLI lub drugiej allogenicznej
transplantacji [13, 24, 79, 102].

Nie ma jednoznacznych pogladéw co do zalezno$ci migdzy poziomem chimeryzmu
hemopoezy w subpopulacji komérek CD3+ a nawrotem choroby podstawowej. Niektorzy
badacze [13, 29, 52, 95, 103] wykazali, ze mieszany chimeryzm w linii limfocytow T moze
faworyzowa¢ nawro6t na drodze ustanowienia tolerancji w stosunku do komorek biorcy, ktére
unikaja dziatania efektu GvL. Wynik badania chimeryzmu w linii CD3+ nie jest zaburzany
przez komorki linii mieloidalnej reprezentujace chorobg resztkowa. Jezeli w tej subpopulacji
wystapi MC to jest on zwiazany z nawrotem, jezeli CC to uprzedza wystapienie GvL
zwiazanego w przewazajacej czgsci przypadkoéw z GvHD.

Znaczenie monitorowania chimeryzmu w linii limfocytow T jest jednak podwazane [52,
78, 95, 97, 99]. Badacze twierdza, ze mieszany chimeryzm hematopoetyczny w limfocytach T
nie wykazuje korelacji z nawrotem choroby podstawowej. Odzwierciedla on jedynie stan
obwodowej ekspansji dojrzatych limfocytow T pochodzacych ze wszczepionego szpiku
kostnego w czasie rekonstytucji immunologicznej, gdyz limfocyty T moga przezy¢ nawet
intensywne kondycjonowanie.

W literaturze badanie chimeryzmu hematopoezy jest prowadzone takze w innych
populacjach komoérkowych [65, 67, 95, 104]. Badacze [35, 99] uwazaja, ze sposobem na
uzyskiwanie wiarygodnych wynikéw jest badanie chimeryzmu w kilku subpopulacjach

komorkowych réwnoczesnie (komorki mieloidalne, limfocyty T 1 B, komorki NK) 1 Ze nie
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mozna na podstawie jednej subpopulacji wyciaga¢ wnioskdw co do stanu chimeryzmu
w pozostatych [65].

Inna hipoteza mowi, ze monitorowanie chimeryzmu nalezy prowadzic¢
w linii komoérek niosacych ze soba zaburzenie genetyczne lezace u podioza wystapienia
biataczki, gdyz wowczas mieszany chimeryzm wykryty w subpopulacjach komoérek pierwotnie
biataczkowych poprzedza nawrot o okoto 3 — 6 miesigey [29, 52, 65, 73, 78].

Bardzo ciekawa metod¢e monitorowania chimeryzmu hemopoezy zaproponowat Wu
[91]. Jest ona mozliwa do zastosowania u pacjentow z wrodzonymi hemoglobinopatiami.
Ocena chimeryzmu hematopoezy jest prowadzona w linii erytroidalnej i pozwala nie tylko na
zbadanie poziomu chimeryzmu ale rowniez na oceng¢ zdolnoSci wszczepionych komorek do
funkcjonowania w organizmie biorcy.

W $wietle powyzszych informacji wida¢ wyraznie, ze badanie chimeryzmu
w subpopulacjach komérkowych staje si¢ kluczem do zrozumienia zdarzen majacych miejsce

po transplantacji.

5.8.2.3 Monitorowanie chimeryzmu hematopoezy a ocena choroby resztkowe;j

Zgodnie z obowiazujaca definicja remisja biataczki jest stwierdzana, gdy odsetek
komorek blastycznych w szpiku kostnym oceniany przy pomocy metod morfologicznych spada
ponizej 5%. Nawet po spelnieniu tego kryterium pozostaje znaczna ilo$¢ komorek
biataczkowych [67]. Podstawowa metoda molekularna shluzaca monitorowaniu choroby
resztkowej jest PCR poprzedzona wykonaniem reakcji odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) [46].
Dwuetapowo$¢ tej procedury czyni ja bardzo podatna na wystapienie kontaminacji.
W poréwnaniu do niej metoda STR-PCR jest stosunkowo tatwa, a zarazem czula technika,
ktéra moze zosta¢ uzyta do monitorowania wszystkich pacjentow poddanych allogenicznej
transplantacji. Wiadomo, ze [52, 57, 99] wynik badania chimeryzmu hemopoezy nie pozwala w
sposob jednoznaczny 1 bezposredni na wykrycie obecnosci komoérek nowotworowych
1 monitorowanie choroby resztkowej. Zaobserwowane zmiany w kinetyce chimeryzmu
hematopoezy pozwalaja jednak na oznaczenie pewnych niepokojacych objawow, takich jak
rozwd] MC, ktory moze by¢, cho¢ nie musi [52, 57, 99], zwiazany z nawrotem choroby.

W niniejszej pracy zaobserwowano catkowita zgodnos¢ wynikow chimeryzmu
hematopoetycznego z wynikami monitorowania choroby resztkowej u pacjentow z CML.

W literaturze podkresla si¢, ze RT-PCR jest najczulsza metoda stosowana do

monitorowania choroby resztkowej ale u pacjentow z CML badanie chimeryzmu hemopoezy

101



stanowi doskonaty test przesiewowy. Jesli stwierdzi si¢ obecno$¢ resztkowych komorek biorcy
pacjent powinien by¢ poddany ocenie obecno$ci translokacji ber/abl. Dowiedziono, ze
wystapienie chimeryzmu dawcy u pacjentéw z CML jest rownoznaczne z eliminacja choroby
resztkowej 1 wejsciem pacjenta w stan remisji molekularnej [25, 30, 32, 36, 49, 55, 99].

W niniejszej pracy analizie poddano zgodno$¢ wynikow monitorowania chimeryzmu
choroby resztkowej u pacjentow z ostrymi biataczkami. Przykladem moze by¢ przypadek
pacjentki AJ (nr 28) z AML-M2. Do 120 doby po transplantacji obserwowano u niej catkowity
chimeryzm dawcy. Przy pomocy metody RT-PCR juz od 88 dobie po transplantacji wykrywano
obecnos¢ translokacji aml/eto. Pierwsza informacj¢ o wystapieniu mieszanego chimeryzmu
uzyskano w 147 dobie. Wynik ten sugeruje, ze najprawdopodobniej gdyby oceny chimeryzmu
dokonano w populacji komorkowej pierwotnie zajgtej przez proces chorobotwoérczy to MC
wykryto by wczesniej.

W literaturze funkcjonuja dwa odmienne poglady na to, czy stwierdzenie MC
u pacjentdéw z ostrymi biataczkami jest rownoznaczne z wykryciem choroby resztkowe;.
W wigkszosci przypadkow mozna znalez¢ taka zaleznos$¢ [13, 28, 68, 104 - 106] ale istnieja
doniesienia §wiadczace o jej braku [30, 36, 53, 81]. Obserwowano zar6wno remisj¢ choroby w
sytuacji narastajacego mieszanego chimeryzmu [53] jak 1 wystapienie nawrotu
w sytuacji catkowitego chimeryzmu [36]. Podstawowa przyczyna takiej niejednoznacznosci
uzyskiwanych wynikow moze by¢ bardzo krotki czas rozwoju nawrotu u pacjentOw z ostrymi
biataczkami w poréwnaniu do CML i SAA [60]. Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze
u pacjentow z ostrymi biataczkami wyst¢gpowanie stanu calkowitego chimeryzmu nie jest
gwarantem remisji, podobnie jak wystapienie mieszanego chimeryzmu nie musi oznaczad
nawrotu choroby. Monitorowanie chimeryzmu u pacjentow z ostrymi biataczkami ma swoja
zaletge. W biataczkach, w ktorych nie stwierdza si¢ charakterystycznego transkryptu badanie
kinetyki chimeryzmu przy pomocy metody STR-PCR stanowi alternatywny sposob
monitorowania choroby resztkowej, gdyz moze ona by¢ stosowana u wszystkich pacjentow
niezaleznie od uktadu ptci w parze biorca / dawca [52, 57, 81].

W niniejszej pracy w 1 przypadku (GM nr 30) zaobserwowano spontaniczny powr6t do
hematopoezy biorcy bez towarzyszacego mu nawrotu choroby podstawowej AML-M4.
Caltkowita utratg przeszczepu stwierdzono okoto 1,5 roku po transplantacji, a wykonane
wowczas przy pomocy metody cytometrii przeptywowej badanie wykazato, ze obserwowana
hematopoeza ma prawidlowy charakter (udzial mieloblastow o fenotypie CD33+/117+34-
0,5%). Mozna przypuszcza¢, ze w omawianym przypadku zastosowana chemioterapia

kondycjonujaca potaczona z wykonaniem allogenicznego przeszczepienia zadzialala jako
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wysokodozowana chemioterapia umozliwiajaca eradykacj¢ klonu nowotworowego.
Wspotistniejacy efekt GvL pozwolil réwnocze$nie na selektywne przezycie zdrowych
autologicznych komorek macierzystych, ktore w nastgpstwie odtworzyly hematopoezg biorcy.
Przyklad ten doskonale obrazuje niemozno$¢ zréwnania pojecia choroby resztkowej

1 progresywnego mieszanego chimeryzmu.

Choi 1 wsp. [36] oraz Rimini i wsp. [80] podkreslaja, ze pewna czg$¢ pacjentow
poddana allogenicznej transplantacji powraca spontanicznie do wlasnej hematopoezy.
Autologiczna rekonstytucja jest markerem tolerancji immunologicznej, jak rowniez duzej
zgodnosci tkankowej migdzy biorca 1 dawca wzgledem tkanek prawidtowych (czego wyrazem
jest mata czgstotliwos¢ wystepowania GvHD) 1 nowotworowo zmienionych (ostabiona reakcja
GvL). Utajone odrzucenie przeszczepu moze wystapi¢ nawet u pacjentow, ktorzy na pewnym
etapie potransplantacyjnym wykazywali calkowity chimeryzm dawcy [13]. Wytlumaczeniem
moze by¢ tez obecno$¢ w materiale przeszczepowym cytotoksycznych limfocytow T
skierowanych wylacznie przeciwko mniejszym antygenom zgodnos$ci tkankowej obecnym na
komorkach klonu biataczkowego. Takie limfocyty nie niszcza populacji zdrowych resztkowych
komorek dawcy, co stwarza szansg dla rozwoju MC bez nawrotu choroby podstawowej [48].

Nalezy podkresli¢, ze badanie poziomu chimeryzmu hematopoezy prowadzone szpiku
kostnym lub we krwi obwodowej nie odzwierciedla ani nie poprzedza nawrotu pojawiajacego
si¢ w przestrzeniach pozaszpikowych. Co doskonale obrazuje w niniejszej pracy przyktad
pacjenta ZW (nr 39).

Alternatywnym sposobem jest ocena chimeryzmu hemopoezy w subpopulacjach
komorkowych, na przyktad CD34+ lub zawierajacych klon biataczkowy [107]. W przypadku
ostrej biataczki szpikowej we wszystkich podtypach uzytecznym markerem wydaja si¢ by¢
molekuty CD33 1 CD13 [81]. Czulo$¢ takiego badania pozwala na rzeczywista mozliwo$¢
prowadzenia oceny choroby resztkowej [52], co udowodniono dla komérek CD34+ [31] i dla
limfocytow B w przypadku B-CLL 1 B-ALL [107]. Czulo$¢ metody jest poréwnywalna
z oceng obecnosci gendw fuzyjnych lub rearanzacji [gH/TCR [52, 78].

Niezaleznie od innych czynnikow aby rozwaza¢ korelacj¢ migdzy poziomem
chimeryzmu a choroba resztkowa nalezy wzia¢ pod uwage czy material przeszczepowy byt

poddawany deplecji limfocytow T [108].

5.8.2.4 Czestotliwos¢ monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego
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Jednym z poruszanych w literaturze probleméw jest brak jednoznacznie ustalonych
kryteriow dotyczacych czgstotliwosci monitorowania chimeryzmu, ktoéra w sposdb znaczacy
moze wptywac na kliniczne znaczenie uzyskiwanych wynikow.

W niniejszej rozprawie doktorskiej badania chimeryzmu wykonywano, liczac od 30
doby po transplantacji, w odstgpach miesigcznych przez 6 miesigcy, nastepnie do roku co 3
miesiace a potem co pot roku. Byla to oczywiscie zatozona teoretycznie czgstotliwo$¢ badan
natomiast w przypadku istotnych wskazan klinicznych intensyfikowano wykonywanie
oznaczen. Zdaniem autorki niniejszej pracy jest to wystarczajaca czgstotliwos$¢ badan dla
uchwycenia momentu zatamania catkowitego chimeryzmu.

Zastosowana czg¢stotliwos¢ badan byla zgodna z zaleceniami przedstawionymi
w literaturze [13, 78].

Antin 1 wsp. [35] twierdza, ze w przypadku przeprowadzenia allogenicznej
transplantacji poprzedzonej kondycjonowaniem mieloablacyjnym wykonywanie badan
oceniajacych poziom chimeryzmu hemopoezy nie jest konieczne. Jezeli sa wykonywane takie
badania to odstep 1, 3, 6 1 12 miesigcy jest wystarczajacy. Z identyczna czgstotliwoscia nalezy
wykonywa¢ badania réwniez u pacjentow poddanych allogenicznej transplantacji poprzedzonej
deplecja limfocytow T, kondycjonowaniem niemieloablacyjnym lub o obnizonej toksyczno$ci
jak 1 w przypadku stosowania eksperymentalnej terapii w profilaktyce GvHD 1 u pacjentow z
SAA. Dodatkowe badania moga by¢ podyktowane sytuacja kliniczna, np. w przypadku DLI.

Choi 1 wsp. [36] sugeruja, Ze oznaczenia chimeryzmu powinny by¢ wykonywane
czgsciej niz w odstepach miesiecznych, gdyz brak korelacji migdzy wynikiem chimeryzmu
hematopoezy a wystapieniem okre§lonych zjawisk klinicznych (np. nawrét choroby zwlaszcza
w przypadku ostrych bialaczek) wynika z dlugich przerw miedzy badaniami, w ktérych
utracono punkt krytyczny, w ktorym doszto do pojawienia si¢ progresywnego mieszanego
chimeryzmu [55, 68, 105]. W przeanalizowanych w niniejszej pracy przypadkach nie wykazano
utraty kluczowej informacji ze wzgledu na zbyt rzadkie badania. Przy ustalaniu czgstotliwosci
badan nalezy réwniez wzia¢ pod uwage, ze tak czeste (w odstepach tygodniowych poczynajac
od 8 do 100 doby) jak w pracy autorstwa Formankovej 1 wsp.[109] monitorowanie chimeryzmu
jest obciazajace dla pacjenta i umozliwia $ledzenie zmian chimeryzmu we krwi obwodowej a
nie w szpiku kostnym.

Autorce nie wydaje si¢ stusznym zaprzestanie monitorowania chimeryzmu po uptywie
roku od transplantacji. Po uptywie takiego czasu mozliwe jest pojawienie si¢ nawrotu choroby
podstawowej czy tez spontaniczna konwersja do autologicznej hematopoezy [13]. Oczywiscie

jezeli tylko pozwala na to stan kliniczny pacjenta, mozna zmniejszy¢ czestotliwosé
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monitorowania chimeryzmu ale nie powinno si¢ zaprzesta¢ wykonywania badan. W przypadku
wystgpowania niepokojacych objawdéw nawet po uptywie 2 lat od transplantacji nalezy
zintensyfikowa¢ wykonywanie oznaczen chimeryzmu hematopoezy. Nalezy rdéwniez
podkresli¢, ze czas 2 lat po transplantacji przyjeto w niniejszej rozprawie jako graniczny tylko
dla celow zakre$lenia ram czasowych omawianego badania. W praktyce badania chimeryzmu
hematopoezy sa wykonywane u czgsci pacjentow takze w pdzniejszym okresie. Wydaje sie
rowniez, ze w badaniu chimeryzmu hematopoetycznego oprocz czestotliwosci wazne jest

systematyczne monitorowanie kinetyki procesu [94].

5.8.2.5 Obraz chimeryzmu hematopoezy w czasie wystepowania GvHD i GvL

Przeprowadzenie z sukcesem allogenicznej transplantacji wymaga pokonania dwodch
immunologicznych barier. Pierwsza z nich to reakcja komodrek gospodarza przeciwko
przeszczepowi (HvG), ktora prowadzi do odrzucenia przeszczepu, a druga to przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD [4]. Kontrola efektu HvG ma miejsce przed transplantacja
1 polega na podaniu chemioterapii kondycjonujacej majacej na celu eradykacje klonu
biataczkowego i uktadu immunologicznego gospodarza. Kontrola choroby GvH po wykonaniu
transplantacji polega na podawaniu immunosupresji [21, 26]. GvHD wystepuje
u okoto 30 — 70% pacjentéw poddanych alloSCT, a w okoto 20 — 70% przypadkow konczy sig
$miercia [13, 48, 58].

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, ze u 71,4% (15/21)
pacjentow poddanych alloHSCT wystapita choroba GvH. W grupie pacjentow, u ktérych
wykonano alloNMSCT odsetek osob z ta choroba wyniost 54,5% (12/22). W 6 przypadkach
w wyniku przewleklej formy GvHD i w 1 przypadku ostrej postaci GVHD doszlo do zgonu
pacjenta. Jest to poréwnywalne do obserwacji przeprowadzonych w innych osrodkach [13, 48,
58]. Analizy porownawcze przeprowadzono z uwzglednieniem podziatu na rodzaj wykonanej
transplantacji, rodzaj materialu, w ktorym wykonywano oznaczenie poziomu chimeryzmu oraz
zastosowana metodg. Wyniki wskazuja na wyzszy poziom chimeryzmu dawcy w szpiku w
grupie pacjentow ze stwierdzona ostra postacia GvHD przy czym tylko
w przypadku metody RQ-PCR jest to roznica istotna statystycznie. Tendencja ta jest zgodna
z badaniami prowadzonymi w innych osrodkach [13, 26, 34].

W badanej grupie wykazano takze, ze u 4 pacjentdow poddanych alloNMSCT i u 4
poddanych alloHSCT pomimo wystapienia mieszanego chimeryzmu w niesortowanej populacji

komorek doszto do wyksztatlcenia aGvHD, co dowodzi, tego, ze mieszany chimeryzm nie
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wyklucza wystapienia aGvHD. Rozbieznosci z innymi danymi [13, 26, 34, 36, 55] mozna
thumaczy¢ roznica czulosci metod oceny chimeryzmu zastosowanymi w niniejszej pracy 1
powyzszych pracach oraz mozliwo$cia wystapienia catkowitego chimeryzmu w linii komoérek T
[36, 58, 110, 111], co nie zostalo poddane ocenie. Z drugiej strony wiadomo, Ze zastapienie
wszystkich komorek hematopoetycznych biorcy komoérkami dawcy nie jest warunkiem
koniecznym do wystapienia aGvHD [28, 57, 58, 96, 112].

Po przeanalizowaniu badanej w niniejszej pracy grupy pacjentdéw pod wzgledem
wystgpowania aGvHD w zalezno$ci od uktadu pici w obrgbie pary dawca / biorca wykazano, ze
jej czestotliwos¢ choé nieistotna statystycznie jest wyzsza w grupie par zgodnych pod
wzgledem plci, co odbiega od innych badan [50, 113]. Najbardziej prawdopodobna przyczyna
takiego wyniku jest mala liczebnos¢ badanej grupy pacjentow.

Efekt przeszczep przeciwko biataczce (GvL) jest najczg$ciej zwiazany z obecnos$cia
GvHD a na jego powstanie ma wplyw obecno$¢ limfocytéw T CD8+ w przeszczepie [53, 57,
114] oraz stopien niezgodno$ci w glownym [115, 116] 1 mniejszym [112, 113] ukladzie
zgodnosci tkankowej. Aby unikna¢ choroby GvH bez utraty efektu GvL musza by¢ spelnione
dwa warunki. Po pierwsze pacjent musi si¢ odbudowa¢ po kondycjonowaniu, ktore stymuluje
stan zapalny powodujacy, ze limfocyty T wedruja do tkanek bedacych tkankami docelowymi
dla GvHD. Ponadto material przeszczepowy wyjsciowo powinien by¢ wolny od

alloreaktywnych limfocytow T [114].

5.8.2.6 Wplyw leczenia immunosupresyjnego na zmiany chimeryzmu hematopoezy

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono przyktad pozytywnego wplywu
rezygnacji z leczenia immunosupresyjnego podawanego w postaci CsA, ktore zaowocowato
powrotem do hematopoezy dawcy, na skutek zadziatania efektu GvL po podaniu DLIL
W dostgpne;j literaturze [48, 66, 103, 106, 117] odnaleziono podobne doniesienia $wiadczace o
pozytywnych rezultatach zaprzestania leczenia immunosupresyjnego w postaci rozwoju
aGvHD. Mechanizm, dzigki ktéoremu zaprzestanie podawania immunosupresji pozwala na
indukcje antybiataczkowe] reakcji skierowanej przeciwko resztkowym klonogennym
komoérkom CML nie jest dokladnie poznany. CsA redukuje ekspresje znajdujacych si¢ na
komorkach T receptoréw HLA-DR 1 receptorow dla interleukiny 2 (IL-2R), powoduje
przetamanie tolerancji 1 indukuje komorki efektorowe skierowane specyficznie przeciwko
antygenom MHC klasy II znajdujacym si¢ na zdrowych i nowotworowych komorkach biorcy.

Zaprzestanie podawania CsA moze spowodowac zwigkszenie ilosci 1 aktywnosci komorek T
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nadekspresj¢ antygenéw powierzchniowych, takich jak MHC, DR i IL-2R. Niektére z tych
mechanizmoéw moga wzmacnia¢ reakcje GvL. Zaprzestanie podawania CsA ma swoj skutek w
prezentacji antygenow i1 w wyksztalceniu efektorowej fazy odpowiedzi immunologicznej

lezacej u podtoza reakcji GvL [106].

5.9 Podsumowanie

Monitorowanie chimeryzmu hematopoezy przy pomocy czutych metod molekularnych
jest szczeg6lnie wazne u pacjentow poddanych allogenicznej transplantacji poprzedzonej
kondycjonowaniem niemieloablacyjnym [118]. Jednakze u wszystkich pacjentow poddanych
allogenicznej transplantacji jest zabiegiem koniecznym do okreS$lenia czasu wystapienie
wszczepienia molekularnego jak i1 $ledzenia zmian zachodzacych w hematopoezie w p6znym
okresie potransplantacyjnym. Wystapienie stanu mieszanego chimeryzmu, zwlaszcza
ocenionego w szpiku kostnym, moze wskazywa¢ na odrzucenie przeszczepu lub istnienie
choroby resztkowej, a tym samym predyspozycj¢ do nawrotu choroby. Pojawienie si¢ MC
moze poprzedza¢ nawrot choroby nawet o kilka tygodni lub miesigey dlatego tak istotne jest
czgste monitorowanie poziomu chimeryzmu hematopoetycznego, zwlaszcza w przypadku
schorzen o duzej dynamice (AML czy tez CML w fazie kryzy blastycznej). Wzrastajacy
poziom chimeryzmu biorcy moze by¢ traktowany jako wskazowka do modyfikacji stosowane;j
terapii, na przyklad rezygnacji z podawania leczenia immunosupresyjnego lub do podania DLI.
Badanie chimeryzmu jest rowniez niezbedne do przewidzenia odpowiedzi na zastosowang DLI
(pancytopenia lub wyksztalcenia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi). Analiza
poziomu chimeryzmu hematopoezy jest niezb¢dnym narzedziem diagnostycznym stosowanym

w codziennej praktyce oSrodkow wykonujacych allogeniczne przeszczepienia.
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Rozdzial 6

WNIOSKI

1. Wybrany panel sekwencji STR jest przydatny do monitorowania chimeryzmu
hematopoetycznego u chorych na nowotworowe 1 nienowotworowe schorzenia uktadu
krwiotworczego poddanych allogenicznej transplantacji komorek hematopoetycznych
w Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ w Krakowie

2. Wybrany panel sekwencji o biallelicznym polimorfizmie jest przydatny do
monitorowania chimeryzmu hematopoetycznego u chorych na nowotworowe
1 nienowotworowe schorzenia ukladu krwiotworczego poddanych allogenicznej
transplantacji komoérek hematopoetycznych w Katedrze i Klinice Hematologii CMUIJ
w Krakowie

3. Dostosowano i1 wdrozono do oceny chimeryzmu hematopoezy test potilosciowy
STR-PCR

4. Dostosowano i wdrozono do oceny chimeryzmu hematopoezy test ilosciowy RQ-PCR
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Obie analizowane metody molekularne moga by¢ zastosowane do oceny chimeryzmu
hematopoetycznego. Ze wzgledu na pracochtonnos¢ 1 kryteria ekonomiczne polecana
jest metoda STR-PCR.

Wyniki monitorowania chimeryzmu prowadzone przy pomocy metod STR-PCR
i RQ-PCR wykazaly zgodno$¢ =z wybranymi parametrami klinicznymi

1 laboratoryjnymi. Wyniki badania chimeryzmu hematopoetycznego charakteryzuje
wigksza wiarygodnos$¢, gdy sa prowadzone w szpiku kostnym.

Wszczepienie molekularne okreslone jako dominacja alleli dawcy poprzedza
wszczepienie hematologiczne. Jego wystapienie warunkuje odbudowe hematologiczna
komorkami pochodzacymi od dawcy.

Zastosowana w pracy czestotliwos¢ badan chimeryzmu okazata si¢ wystarczajaca i nie
doprowadzila do utraty istotnych informacji o przebiegu wszczepienia czy tez kinetyce
chimeryzmu w p6znym okresie potransplantacyjnym. Dla ustalenia czasu wszczepienia
molekularnego monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego mozna rozpoczaé we
krwi obwodowej juz w 2 dobie po transplantacji. Badania chimeryzmu powinny by¢

wykonywane dtuzej niz rok po transplantacji.

ANEKS TABELE

Tabela 3a. Charakterystyka badanej grupy - kondycjonowanie mieloablacyjne

Lp | Pacjent Diagnoza Kondycjonowanie Zrédlo Hlosé Hosé Uklad | Wiek
komorek MNC / kg komoérek | plci B/D
macierzystych masy CD34+/ kg
ciala x10* | masy ciala
x10°
1 L.S. cALL Cy + TBI 12 Gy PBSC 10,03 2,65 K/K 19
2 7J.I cALL Cy + TBI PBSC 9,38 8,3 M/M 32
3 M.B. cALL Ph+ BuCy 2 PBSC 8,74 3,61 M/K 35
4 GK.I" | Pre BALL Cy + TBI BM 5,24 2,5 M/K 19
HR
5 G.S. AML BuCy BM 5,49 4,7 K/'M 38
6 A.P. AML-M1 BuCy PBSC 8,44 3,8 K/M 32
7 T.G. AML-M1 Bu Cy BM 1,13 1,07 M/K 43
8 K.Sz. AML M1 BuCy PBSC 8,8 2,8 M/K 42
HR
9 KM. | AML M1/2 BuCy 2 BM 5,7 4,5 K/M 38
10 | M.K. AML-M3 Bu Cy BM 1,15 0,85 M/K 28
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11 B.P. AML-M4 Bu Cy BM 3,86 2,8 M/M 43
12 R.B. | AML-M4 Bu Cy BM 3,84 2,45 M/M 36
13| GK.I" | AML - M4 Bu Cy PBSC 8,91 5,1 M/M 25
14 S.S. AML-M4 Bu Cy BM 4,16 2,37 M/K 39
15| AH.I' | AML-M4 Bu Cy BM 9,18 4,19 K/M 20
16 D.L. CML BuCy BM 3,7 2,3 K/K 35
17 JN. CML BuCy BM 4,44 1,58 M/K 40
18 | A.W. CML BuCy BM 7,26 5,88 K/M 25
19 | M.B. SAA BuCy BM 6,53 2,72 K/M 17
20 | M.M. SAA BuCy PBSC 7,95 4,37 M/M 19
21 | M.N. OMF BuCy BM 4,69 2,95 K/K 23

ALL- ostra biataczka limfoblastyczna, AML — ostra bialaczka szpikowa, CML — przewlek}a biataczka
szpikowa, CLL — przewlekla biataczka limfatyczna, SAA — cigzka anemia aplastyczna, IDCC. —
dendritic sarkoma, OMF — mielofibroza Bu — busulfan, Cy — cyklofosfamid, TBI — napromieniowanie
catego ciala, BM — szpik kostny, PBSC — krew obwodowa, K — kobieta, M — mgzczyzna HR —
wysokie ryzyko, B — biorca, D — dawca.

Tabela 3b. Charakterystyka badanej grupy - kondycjonowanie niemieloablacyjne

Lp. | Pacjent | Diagnoza | Kondycjonowanie Zrédlo Ilos¢ Ilos$¢é Uklad | Wiek
komorek MNC / kg komoérek | plci B/D
macierzystych masy CD34+ /kg
ciala x10* | masy ciala
x10°
22 A.G. cALL FLAG-Ida BM 4,99 4,21 K/M 17
23 B.W. cALL FLAG-Ida BM + PBSC 9,27 5,79 K/M 46
24 ZJ1r cALL FLAG Ida PBSC 8 3,4 M/M 32
25 G.K.II PreB FLAG-Ida PBSC 8,86 5,4 M/K 19
ALL HR
26 W.S AML M2 FLAG-Ida PBSC 8,71 4,58 K/K 47
27 W.S. AML M2 FLAG-Ida BM + PBSC 5,67 2,2 K/K 42
28 Al AML M2 FLAG-Ida PBSC 8,47 4,26 K/M 39
29 S.T. AML M3 Treosulfan + PBSC 7,64 5,35 K/K 20
Fosfamid
30 G.M. AML M4 FLAG-Ida BM + PBSC 6,75 8,58 K/M 44
31 G.K.II" | AML M4 FLAG-Ida PBSC 5,22 3,52 M/M 26
32 | AH.II' | AML M4 Cytarabina PBSC/DLI 6,31 4,42 K/M 20
33 L.J. AML M5 FLAG Ida PBSC 8,13 6,7 K/K 35
34 J.Sz. CML Bu+FLU + BM + PBSC 4,98 3,86 M/M 36
ATG
35 W. Z. CML FLU + ATG +Bu PBSC 4,32 4,10 M/M 44
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36 W.N. B-CLL CTX + FLU BM 10,1 4,87 K/K 47
37 ANT B-CLL CTX +FLU PBSC 13,01 2,87 K/M 56
38 | AN.II B-CLL FLU + Cy + PBSC 16,44 2,07 K/M 58
Mabthera
39 Z.W. MM 200 TBI + FLU PBSC 12,16 3,5 M/M 55
40 A.S. IDDCS TREOSULFAN BM +PBSC 1,81 1,38 K/M 45
+FLU
41 K.G. SAA CTX + ATG BM 4,1 3,4 K/K 26
42 P.G. SAA Cy BM 5,95 3,15 M/M 18
43 U.K. SAA CTX BM 4,29 1,59 K/K 32

ALL- ostra biataczka limfoblastyczna, AML — ostra biataczka szpikowa, CML — przewlekta bialaczka
szpikowa, CLL — przewlekta biataczka limfatyczna, SAA — cigzka anemia aplastyczna, MM —szpiczak
mnogi, IDCC. — dendritic sarkoma, OMF — mielofibroza Bu — busulfan, Cy — cyklofosfamid, FLAG
Ida — fludarabina, globulina antytymocytarna, idarubicyna, FLU- fludarabina, ATG — globulina
antytymocytarna, CTX - BM — szpik kostny, PBSC — krew obwodowa, K — kobieta, M — m¢zczyzna
HR — wysokie ryzyko, B — biorca, D — dawca

Tabela 4. Charakterystyka sekwencji STR

Lp Numer Locus Ilos¢ alleli Struktura Powtarzana

chromosomu chromosomowe powtoérzenia | sekwencja
1 3 D3S3045 7 TeTN AGAT
2 4 D4S52366 7 TeTN GATA
3 12 D1251064 8 TeTN CTAT
4 16 D16S539 12 TeTN ACAG
5 17 D1751290 9 TeTN AGAT
6 20 D20S481 8 TeTN TCTA
7 22 D225689 7 TeTN TATG
TetN — czteronukleotydowa sekwencja powtarzana

Tabela 5. Charakterystyka starterow zastosowanych w reakcji STR-PCR

Lp. | Locus Nazwa startera | Sekwencja startera 5° do 3°
chromosomowe

1 D3S045 GATAB4B12F | Cy 5,0 - ACC AAA TGA GAC AGT GGC AT
GATAS84B12R | ATG AGG ACG GTT GAC ATC TG

2 D4S2366 GATA22GOSF | Cy 5,0 —TCC TGA CAT TCC TAG GGT GA
GATA22G0O5R | AAA ACA AAT ATG GCT CTA TCT ATC G

3 D12S1064 GATA63DI2F | Cy5,0—- ACT ACT CCA AGG TTC CAG CC
GATA63DI2R | AAT ATT GAC TTT CTC TTG CTA CCC

4 D16S539 GATAIL1CO6F | Cy 5,0—-GAT CCC AAGCTCTTCCTCTT
GATAI11CO06R | ACG TTT GTG TGT GCA TCT GT

5 D17S1290 GATA49CO09F | Cy 5,0 - GCC AAC AGA GCA AGA CTG TC

GATA49CO09R

CGA AAC AGT TAA ATG GCC AA
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6 D20S481 GATA47F0SF | Cy 5,0-TGG GTT ATG AGT GCA CAC AG
GATA47F05R | AAC AGC AAA AAG ACA CAC AGC
7 D225689 GATA21FO03F | Cy 5,0 -TAT GTA CAG ACC TGC AACTTG
C
GATA21F03R | CCT GCC TGC CTA TCT ATC TG

Tabela 6. Sklad mieszaniny reakcyjnej zawierajacej polimeraz¢ AmpliTaq GOLD

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ na reakceje Stezenie
W mieszaninie

PCR Bufor GOLD 10x bez MgCl, 2,5 ul 1x

25 mM MgCl, 1,2 pl 0,6 mM

2,5 mM mieszanina dNTP 2,0 pl 200 uM

(2,5 mM kazdy)

Starter z barwnikiem Cy 5.0 2,5 1,0 pl 0,1 uM

wM

Starter nieznakowany 10 uM 1,0 pl 0,4 uM

Polimeraza AmpliTag GOLD 0,125 pl 0,625 U / reakcje

H,O Do koncowej objetosci 20 pl -

Tabela 7. Sklad mieszaniny reakcyjnej zawierajacej polimeraze¢ Fast Start Tag DNA

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ na reakcje Stezenie
W mieszaninie
Bufor PCR 10x zawierajacy 20mM MgCl, 2,5 ul 1x (MgCl, 2mM)
25 mM MgCl, 1,0 ul 2,5 mM
2,5 mM mieszanina ANTP 2,0 ul 200 uM
(2,5 mM kazdy)
Starter forward (F)10 uM 1 ul 0,4 uM
Starter reverse (R) 10 uM 1 ul 0,4 uM
Polimeraza Fast Start Taqg DNA 0,2 pl 1,0 U/ reakcje
GC RICH 5 x 5pul 1 x
H,O Do koncowej objetosci 20 pl -
Tabela 8. Sklad mieszaniny reakcyjnej zawierajacej barwnik SYBR green
Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ na reakcje Stezenie
W mieszaninie
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2x Master Mix QuantiTect SYBR green
zawierajacy:

= Bufor do PCR QuantiTect SYBR
Green

5 mM MgCl,

Mieszanina ANTP

SYBR Green I

ROX (kontrola wewngtrzna)
Polimeraza DNA HotStartTaq

11 pl 1x

Starter forward (F)10 uM

1 ul 0,4 uM

Sarter reverse (R) 10 uM

1 ul 0,4 uM

H,O

Do konicowej objetosci 20 ul | —

Tabela 9. Charakterystyka starterow uzywanych w reakcji RQ-PCR

Lp Lokalizacja na Nazwa startera Sekwencja startera w kierunku 5 - 3°
chromosomie

1 17q S01aF GGT ACC GGG TCT CCA CAT GA
S01aR GGG AAA GTC ACT CAC CCA AGG
S01bF GTA CCG GGT CTC CACCAG G

2 Y S02 F GCT TCT CTG GTT GGA GTC ACG
S02 R GCT TGC TGG CGG ACC CT

3 6q SO03 F CTTTTG CTT TCT GTT TCT TAA GGG C
S03 R TCA ATC TTT GGG CAG GTT GAA

4 9 S04a F CTG GTG CCC ACA GTT ACG CT
S04a R AAG GAT GCG TGA CTG CTA TGG
S04b R AGG ATG CGT GAC TGC TCC TC

5 20 S05a F AAA GTA GAC ACG GCC AGA CTT AGG
S05a R CAT CCC CAC ATA CGG AAA AGA
S05b F AGT TAA AGT AGA CAC GGC CTC CC

6 1p S06 F CAG TCA CCC CGT GAA GTCCT
S06 R TTT CCC CCA TCT GCC TAT TG

7 X S07a F TGG TAT TGG CTT TAA AAT ACT GGG
S07a R TGT ACC CAA AAC TCA GCT GCA
S07b F GGT ATT GGC TTT AAA ATA CTC AACC
S07b R CAG CTG CAA CAGTTATCAACGTT

8 1q S08a F CTG GAT GCC TCA CTG ATC CA
S08a R TGG GAA GGA TGC ATATGA TCT G
S08b F GCT GGA TGC CTC ACT GAT GTT

9 17q S09a F GGG CACCCG TGT GAGTTTT
S09a R TCA GCT TGT CTG CTT TCT GGA A
S09b R CAG CTT GTC TGC TTT CTG CTG

10 18 S10a F GCC ACA AGAGACTCAG
S10a R TGG CTT CCT TGA GGT GGA AT
S10b F TTA GAG CCA CAA GAG ACA ACC AG

11 11 Si1a F TAG GAT TCA ACC CTG GAA GC
S11aR CCA GCA TGC ACC TGA CTA ACA
S11b F CCC TGG ATC GCC GTG AA
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12

GAPDH F

GGA CTGAGG CTCCCACCTTT

GAPDH R

GCA TGG ACT GTG GTCTGC AA

Tabela 10. Informatywne sekwencje STR o wysokim stopniu polimorfizmu

Nr Inicjaly Nazwa starterow Locus STR
alloSCT pacjenta

1 L.S GATA 22; GATA 63 D4S2366, D12S1064
2, 24* ZJ. GATA 22; GATA 84 D4S2366, D3S045

3 M.B. GATA 49; GATA 63 D17S1290, D12S1064
4, 25%* G.K. GATA 22; GATA 84 D452366, D35045

5 G.S. GATA 11; GATA 49 D16S539, D1751290
6 A.P. GATA 11; GATA 84 D16S539, D3S045

7 T.G. GATA 22; GATA 47 D4S2366, D20S481
8 K.Sz. GATA 21; GATA 63 D22S689, D12S1064
9 K.M. GATA 47; GATA 49 D20S481, D17S1290
10 M.K. GATA 49; GATA 63 D17S1290, D12S1064
11 B.P. GATA 21; GATA 84 D225689, D3S045
12 R.B. GATA 11; GATA 63 D16S539, D12S1064
13,31* G.K. GATA 47; GATA 63 D20S481, D12S1064
14 S.S. GATA 22; GATA 49 D4S2366, D1751290
15, 32* A.H. GATA 21; GATA 49 D22S689, D1751290
16 D.L. GATA 21; GATA 47 D225689, D20S481
17 J.N. GATA 49; GATA 84 D17S1290, D3S045
18 A W. GATA 11; GATA 22 D16S539, D452366
19 M.B. GATA 21; GATA 22 D225689, D452366
20 M.M. GATA 11; GATA 63 D16S539, D12S1064
21 M.N. GATA 11; GATA 21 D16S539, D225689
22 A.G. GATA 22; GATA 84 D4S2366, D3S045
23 B.W. GATA 21; GATA 47 D22S689, D20S481
26 W.S. GATA 11; GATA 47 D16S539, D20S481
27 W.S. GATA 22; GATA 49 D4S2366, D1751290
28 Al GATA 22; GATA 47 D4S2366, D20S481
29 S.T. GATA 11; GATA 63 D16S539, D12S1064
30 G.M. GATA 63 D1251064

33 L.J. GATA 21; GATA 47 D225689, D20S481
34 J.Sz. GATA 47; GATA 84 D20S481, D3S045
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35 W.Z GATA 21; GATA 22 D22S689, D4S2366
36 W.N. GATA 22 GATA 49 D4S2366, D1751290
37, 38* AN. GATA 47; GATA &4 D20S481, D3S045

39 Z.W. GATA 22; GATA 47 D4S2366, D20S481
40 A.S. GATA 47; GATA 84 D20S481, D3S045

41 K.G. GATA 49; GATA 63 D17S1290, D12S1064
42 P.G. GATA 11; GATA 21 D16S539, D225689
43 UK. GATA 47; GATA 84 D20S481, D3S045

* u danego pacjenta przeprowadzono dwie alloSCT;

Tabela 11. Czestotliwos¢ wystepowania informatywnych loci STR (metoda STR-PCR)

Lp. | Starter Locus STR Ilo$¢ alleli Czestotliwos¢ Czestotliwos¢

wystepowania* wystepowania

réznic**

1 GATA 84 | D3S045 7 10/38 (13,3%) 22/266 (8,3%)
2 GATA 22 | D4S2366 7 13/38 (17,4%) 25/266 (9,4%)
3 GATA 21 | D22S689 7 10/38 (13,3%) 22/266 (8,3%)
4 GATA 47 | D20S481 8 13/38 (17,4%) 26/266 (9,8%)
5 GATA 63 | D12S1064 8 10/38 (13,3%) 20/266 (7,5%)
6 GATA 49 | D17S1290 9 10/38 (13,3%) 17/266 (6,4%)
7 GATA 11 | D16S539 12 9/38 (12%) 20/266 (7,5%)

* czestotliwosé wystegpowania sekwencji informatywnych w przeliczeniu na 38 par biorcow / dawcow
** czestotliwos¢ wystgpowania uktadow, w ktorych stwierdzono réznice wyrazono w przeliczeniu na
266 przeanalizowanych uktadow w parach biorcow / dawcow

Tabela 12. Informatywne sekwencje o dwuallelicznym polimorfizmie

Nr alloHSCT | Inicjaly pacjenta Biorca/ Startery Lokalizacja
Dawca sekwencji na
chromosomie
1 L.S. B S04aFbR 9
D S08aFaR 1q
2,24%* ZJ. B S07bFbR X
D S07aFaR X
3 M.B. B SO02FR Y
D S10aFaR 18
4,25% G.K. B S04aFaR 9
D SOlaFaR 17q
5 G.S. B S08aFaR 1q
D S02FR Y
6 A.P. B NW NW
D S08aFaR 1q
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7 T.G. B S07aFbR X
D SO7bFbR X
8 K.Sz. B SO1bFaR 17q
D SOlaFaR 17q
9 K.M. B S07bFaR X
D SO5bFaR 20
10 M.K. B SO02FR Y
D S04aFaR 9
11 B.P. B S04aFbR 9
D S09aFaR 17q
12 R.B. B SO5bFaR 20
D SllaFaR 11
13, 31%* G.K. B NW NW
D S11bFaR 11
14 S.S. B SOlaFaR 17q
D SO3FR 6q
15, 32* A.H. B SO7bFbR X
D S02FR Y
16 D.L. B S10bFaR 18
D S1laFaR 11
Ciag dalszy Tabeli 12
17 J.N. B S05bFaR 20
D S10aFaR 18
18 AW. B NW NW
D SO2FR Y
19 M.B. B SO07aFaR X
D S10bFaR 18
20 M.M. B S05bFaR 20
D S06FR Ip
21 M.N. B SOlaFaR 17q
D NW NW
22 A.G. B S07aFaR X
D S02FR Y
23 B.W. B NW NW
D S10bFaR, 18
26 W.S. B SOlaFaR 17q
D SO07aFaR X
27 W.S. B S06FR Ip
D NW NW
28 Al B SO1bFaR 17q
D S10aFaR 18
29 S.T. B S1laFaR 11
D S04aFbR 9
30 G.M. B S10aFaR 18
D SO02FR Y
33 L.J. B S04aFaR 9
D SO1bFaR 17q
34 J.Sz. B SO3FR 6q
DS07bFaRX3 | W.Z D NW NW
5 B S07aFbR X
36 W.N. B NW NW
D S08aFaR 1q
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37, 38% AN. B SllaFaR 11
D SO5bFaR 20
39 Z.W. B S1laFaR 11
D SOlaFaR 17q
40 A.S. B S07bFbR X
D SO02FR Y
41 K.G. B SOlaFaR 17q
D NW NW
42 P.G. B SO1bFaR 17q
D S10bFaR 18
43 UK. B SO6FR lp
D S08aFaR 1q

*u danego pacjenta przeprowadzono dwie alloSCT; NW — w oparciu o posiadany panel sekwencji o
dwuallelicznym polimorfizmie nie wykryto sekwencji informatywne;j

Tabela 13. Porownanie czulo$ci metody STR-PCR i RQ-PCR

Teoretyczny udzial
hematopoezy dawcy

Metoda STR-PCR

Metoda RQ-PCR

80% 71,6% 91,2%
50% 48,3 46,4%
20% 13,1% 20,8%
5% 3,3% 4,1%
3% 3.,42% 3,97%
1,25% 0,5% 0,97%
0,125% 0% 0,09%
0,0125% 0% 0,017%

Tabela 14a. Wczesna ocena chimeryzmu hematopoetycznego w grupie pacjentow
poddanych kondycjonowaniu mieloablacyjnemu

Doba po allogenicznej transplantacji

Lp. Biorca | +2 +4 +6 +8 +10 +12 +14 +21 +28
1 L.S. 56,9 63,1 58,9 70,4 64,5 71,5 86,2 85,9 95,5
2 YARS X 70,1 67,1 80,0 88,8 94,7 94,1 96,5 96,9
3 M.B. 2,2 6,2 48,7 45,3 52,7 92,4 95,0 89,1 91,3
4 GK.I" | 49,0 78,6 76,9 54,4 63,1 65,1 68,9 75,5 99,6
5 G.S. 11,9 68.8 77,9 78,1 83,3 93,9 96,2 99,1 96,6
6 A.P. 8,3 13,9 46,5 61,5 58,7 81,1 86,8 96 93,2
7 T.G. X 5,3 45,8 78,3 84,8 64,9 | 72,15 X X

8 K.Sz. 11,6 37,6 67,4 72,3 X 78,6 78,6 82,9 93,0
9 K.M. 3,8 21,9 43,4 X 92,9 93,3 95,5 92,3 96,6
10 M.K. 30,3 33,5 29,5 34,0 41,8 44.5 48,8 85,5 77,4
11 B.P. 10,9 71,5 82,7 69,4 88,5 83,5 84,8 100 100
12 R.B. 15,2 58,8 59,9 46,9 61,3 75,6 83,0 86,9 100
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13 GK.I 74,4 81,9 85,7 87,1 88,6 92,1 93,4 96,2 100
14 S.S. 4,3 19,1 41,3 45,5 53,5 72,2 65,7 87,1 95,4
15 AH.T 38,0 61,3 X 83,6 90,5 91,6 93,5 96,5 99,5
16 D.L. 0,9 4,1 22,3 52,3 85,2 75,5 86,1 91,9 88,0
17 JN. 0 34,9 61,9 45,17 71,6 83,3 82,9 91,5 98,2
18 A . W. 37,2 72,7 65,2 81,9 93,5 98,2 98,5 98,2 97,2
19 M.B. 75,1 67,1 58,3 52,9 62,5 59,7 80,2 96,9 87,3
20 M.M. 7,2 X 80,8 89,5 94,2 99,7 99,2 99,7 100
21 M. N. 3,4 40,6 20,8 59,9 57,1 65,1 79,6 89,9 97,4

X- brak danych

Tabela 14b. Wczesna ocena chimeryzmu hematopoetycznego w grupie pacjentow
poddanych kondycjonowaniu niemieloablacyjnemu

Doba po allogenicznej transplantacji

Lp. Biorca | +2 +4 +6 +8 +10 +12 +14 +21 +28
22 A.G. X X X 100 X X 100 100 100
23 B.W. 81,3 62,3 43.8 89,5 86,1 74,6 65,3 100 100
24 ZJII° X X X X X X X 96,5 97,5
25 G.KII* | 98,5 97,9 97,7 98,2 97,3 97,9 97,5 99,1 96,6
26 W.S X X X 54,1 X X 77,3 100 100
27 W.S. 56,5 41,3 30,2 59,1 54,7 59,0 00,1 89,5 92,6
28 Al 43,9 81,4 77,5 83,5 91,4 86,7 94,3 94,0 95,2
29 S.T. 75,7 82,7 X 100 100 100 98,1 98,8 98,7
30 G.M. X 31,9 80,8 73,8 61,2 72,8 66,8 86,0 100
31 GK.II" |89,7 91,4 92,3 92,1 93,0 81,3 82,8 87,0 91,5
32 AH.II" | 81,5 79,1 93,1 92,4 95,9 90,8 90,7 91,4 95,8
33 L.J. 38,5 304 29,2 26,6 38,1 71,0 78,5 93.8 94,3
34 J.Sz. 11,4 8,5 12,3 20,9 29,0 61,8 51,9 93,7 77,9
35 W. Z. 11,8 11,3 11,3 7,8 87,5 83,1 87,2 93,3 100
36 W.N. X X X X X X X 28,5 69,0
37 ANT 19,9 20,7 X 19,6 233 22,4 22,8 443 46,4
38 AN. II 14,5 X 17,5 16,7 6,8 8,8 8,4 2,9 2,6

39 Z.W. 16,1 12,0 8,5 12,5 12,9 20,9 16,8 64,8 78,8
40 A.S. 76,2 38,1 63,8 89,5 89,7 90,9 93,7 99,3 100
41 K.G. 100 100 100 100 98,5 95,8 92,0 87,0 76,0
42 P.G. 19,2 51,9 55,5 48,8 49,3 62,0 66,5 83,9 100
43 U.K. 52,3 89,7 77,2 74,3 81,5 84,6 92,3 97,2 100

X — brak danych
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Tabela 15a. Poréwnanie poziomu chimeryzmu w szpiku i krwi w 30 dobie po

alloHSCT (metody STR-PCR i RQ-PCR)

STR-PCR RQ-PCR
Lp. Biorca Krew [% Szpik [% Krew [% Szpik [%
hematopoezy hematopoezy hematopoezy hematopoezy
dawcy] dawcy] dawcy] dawcy]
1 L.S. 87,8 86,0 95.8 95,6
2 7J.T° 96,9 X 95,4 X
3 M.B. 91,3 92,8 92,7 99,6
4 GK. I 99,6 95,9 98,9 94,1
5 G.S. 96,6 100 92,7 98,6
6 A.P. 93,2 X 95,8 X
7 T.G. X X X X
8 K.Sz. 93,0 93,1 98,3 99,2
9 K.M. 96,6 99,3 94,4 96,1
10 M.K. 77,4 87,8 96,2 100
11 B.P. 100 X 98,7 X
12 R.B. 100 100 100 100
13 GK.I° 100 100 * 90,1
14 S.S. 95,4 97,4 97,3 96,8
15 AH.T 99,5 93,6 92,4 91,1
16 D.L. 88,0 99,0 100 100
17 J.N. 98,2 95,3 * 95,1
18 A.W. 97,2 97,8 100 100
19 M.B. 87,3 97,8 96,8 100
20 M.M. 100 100 93,6 92,4
21 M. N. 97,4 96,9 99,2 99,6
Srednia 94,77 +£ 5,9 96,04 + 4,2 96,57 + 2,6 96,95 + 3,4
arytmetyczna +
SD

Wynik przedstawiony jako §rednia arytmetyczna z dwoch sekwencji STR
X — brak danych
* - zbyt mata ilo§¢ materiatu genetycznego do oceny przy pomocy metody RQ-PCR
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Tabela 15b. Poréwnanie poziomu chimeryzmu w szpiku i krwi w 30 dobie po
alloNMSCT (metody STR-PCR i RQ-PCR)

STR-PCR RQ-PCR
Lp. Biorca Krew [% Szpik [% Krew [% Szpik [%
hematopoezy hematopoezy hematopoezy hematopoezy
dawcy] dawcy dawcy] dawcy
22 A.G. 100 X 98,6 X
23 B.W. 100 91,4 100 86,3
24 ZJ.1I° 97,5 96,5 97,5 85,5
25 G.K.II 96,6 99,1 98,2 *
26 W.S 100 X 99,3 X
27 W.S. 92,6 94,4 * 99,9
28 Al 95,2 X 100 X
29 S.T. 98,7 98,7 100 100
30 G.M. 100 X 90,5 X
31 G.K.II* 91,5 89,5 * 100
32 AH. I 95,8 93,0 93,0 *
33 L.J. 94,3 99.9 100 100
34 J.Sz. 77,9 85,3 * 90,1
35 W.Z. 100 93,7 100 100
36 W.N. 69,0 X 71,1 X
37 ANT 46,4 36,2 55,3 18,7
38 AN. I 2,6 2,2 0,4 0,6
39 Z.W. 78,8 X 100 X
40 A.S. 100 X 99.9 X
41 K.G. 76,0 X * X
42 P.G. 100 100 * 98,2
43 UK. 100 X 97,5 X
Srednia 92,8 +9,6 94,7 +£4,7 96,37 + 7,5 95,56 + 6,3
arytmetyczna +
SD

Wynik przedstawiony jako $rednia arytmetyczna z dwoch sekwencji STR (za wyjatkiem pacjenta G.M
nr 30 w przypadku metody STR-PCR)
X — brak danych

* - zbyt mata ilo§¢ materiatu genetycznego do oceny przy pomocy metody RQ-PCR
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Tabela 16a. Czas wszczepienia molekularnego i wszczepienia hematologicznego
u pacjentow poddanych alloHSCT

Lp. Biorca Doba Doba Doba wszczepienia
wszczepienia wszczepienia hematologicznego
molekularnego | molekularnego
(Dominacja (Calkowity
alleli dawcy) chimeryzm
dawcy)
1 L.S. 2 28 16
2 7J.I° 4 22 16
3 M.B. 10 14 16
4 G.K. I 4 28 21
5 G.S. 4 14 19
6 A.P. 8 21 15
7 T.G. 8 X zgon X
8 K.Sz. 6 90 24
9 K.M. 10 14 16
10 M.K. 21 60 26
11 B.P. 4 21 17
12 R.B. 4 28 21
13 GK. I 2 21 19
14 S.S. 10 28 25
15 AH.T 4 21 17
16 D.L. 8 34 21
17 JN. 6 28 18
18 A.W. 4 12 21
19 M.B. 2 21 19
20 M.M. 6 12 Bez obnizenia parametrow
21 M. N. 8 28 29
Mediana 6 21 19
Srednia 6,4 +4,2 27,3 +18,2 19,8 +3,9
arytmetyczna +
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SD

X — nie stwierdzono wszczepienia

Tabela 16b Czas wszczepienia molekularnego i wszczepienia hematologicznego

u pacjentow poddanych alloNMSCT
Lp. | Biorca Doba Doba Doba wszczepienia hematologicznego
wszczepienia wszczepienia
molekularnego | molekularnego
(Dominacja (Calkowity
alleli dawcy) chimeryzm
dawcy)
22 A.G. 8 8 24
23 B.W. 2 21 19
24 ZJ.II° 21 21 16
25 G.KII* 2 29 10
26 W.S 8 21 28
27 W.S. 2 29 25
28 AlJ. 4 28 26
29 S.T. 2 8 11
30 G.M. 6 28 25
31 G.K.II 2 29 25
32 AH.II" 2 10 15
33 L.J. 12 33 19
34 J.Sz. 12 X 21
35 |W.Z 10 28 18
36 W.N. 28 60 12
37 ANI X X 23
38 AN. I X X 44
39 Z.W. 21 46 12
40 A.S. 2 21 21
41 K.G. 2 2 19
42 P.G. 4 28 15
43 U.K. 2 21 25
Mediana 4 28 20
Srednia 7,6 £7,7 24,8 £13,7 20,6 £7,5
arytmetyczna
+SD
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Tabela 17a. Kinetyka chimeryzmu hematopoetycznego powyzej doby 30 — pacjenci

poddani alloHSCT (metoda STR-PCR)

Lp|B +60 +90 +120 [ +150 | +180 | +270 | +360 | +540 | +720 Stan obecny

1 L.S PB 100 88,8 X 96,6 100 96,6 96,5 100 100 Wznowa
BM 100 68,1 99,5 92,3 99,1 98,9 98,8 100 96,7 pozaszpikowa

2 zZJr PB 99,6 X 90,8 - - - - - - alloNMSCT
BM | 99,2 96,7 73,0 - - - - - - +120 doba

3 MB. PB 89,5 100 94,6 99,2 96,9 X - - - Remisja
BM | 89,9 X 94,5 X X 14,4 - - - molekularna

4 GKI* PB 91,2 - - - - - - - - alloNMSCT
BM 96,6 - - - - - - - - +77 doba

5 GS PB 100 | X 97,8 96,9 X 98,2 100 100 - Zywy, CR
BM X 95,3 X X 99,2 98.4 X 100 -

6 AP PB 97.4 93,4 94,1 94,2 96,0 98,7 100 100 - Zywy, CR
BM | 96,9 X X 99,2 X X 100 100 -

8 KSz. PB 94,5 X 94,3 98,7 97,4 100 100 - - Zywy, CR
BM | X 947 | 949 X X X X - -

9 KM PB 99.4 98,8 97,4 98,1 97,5 - - - - Zgon, GvHD
BM | 96,8 X 100 X X - - - - +204

10 | MK PB 99,4 48,8 - - - - - - - Nawrot, zgon
BM | 99,6 X - - - - - - - +104

11 | BP PB 93,5 90,8 92,5 93,3 100 95,9 98,5 96,7 96,8 Zywy, CR
BM X X X X 97,1 94,8 94,5 X X

12 | RB PB X 100 95,5 96,1 97,9 100 100 100 100 Zywy, CR
BM 100 100 X X X X X X X

13 | GKI° PB 100 100 90,9 79,9 - - - - - alloNMSCT
BM X 100 X 50,4 - - - - - +153 doba

14 | SS PB 90,8 95,4 100 100 100 96,4 100 100 100 Zywy, CR
BM X 98,2 X 100 100 X X X 100

15 | AHI° PB 100 99,2 99,1 98,3 99,3 - - - - alloNMSCT
BM | 97,7 98,1 X X 95,6 - - - - +226

16 | DL PB 89,5 X 95,8 95,7 96,9 100 100 100 - Zywy, CR
BM [ 964 98,1 X X X X 100 X -

17 | JN PB 95,7 86,9 92,1 96,8 100 100 100 100 - Zywy, CR
BM X 95,7 X X X 100 100 100 -

18 | AW PB 95,7 94.4 95,6 X 100 100 100 - - Zywy, CR
BM | 89,6 X X 98,4 97,8 X 100 - -

19 | MB PB 92,8 95,4 88,4 83,7 85,3 X 100 100 - Zywy, CC
BM 87,6 X X X X X 100 100 -

20 | MM PB 98,2 99,5 100 100 100 100 - - - Zywy, CC
BM X 98,3 X X X X - - -
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21

MN

PB

100

92,6

96,3

Zywy, MC

BM

100

X

77,6

X

X

PB- krew, BM - szpik CR — calkowita remisja, aGvHD — ostra posta¢ choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi, CC- calkowity chimeryzm dawcy, MC- mieszany chimeryzm, X — brak materiatu

Tabela 17b. Kinetyka chimeryzmu hematopoetycznego powyzej doby 30 — pacjenci poddani

alloNMSCT (metoda STR-PCR)

Lp | B +60 +90 | +120 | +150 | +180 | +270 | +360 | +540 [ +720 Stan obecny
22 A.G. | PB 100 100 98,8 100 100 100 100 98,5 100 Zywy, wznowa
pozaszpikowa
BM X 99,3 100 100 100 X 100 95,8 100 CSN
23 B.W. | PB 100 90,7 | 93,8 94,8 95,8 63,5 48,4 - - Zgon, GVHD
BM X 87,0 X 944 | 96,4 50,3 48,6 - - +450
24 | ZJI11 | PB 100 97,4 | 96,7 95,2 95,5 - - - - Zgon, GVHD
BM [ 97,9 97,1 X 99,4 X - - - -
25 G.K.I | PB 98,5 97,2 - - - - - - - Nawrdt, zgon
r BM [ 99,5 X - - - - - - - +89
26 WS | PB 100 90,6 79,1 66 100 100 100 97,5 97,9 Zgon, wznowa
pozaszpikowa
BM X X 73,8 X 100 100 100 X 99,5 CSN 43 lata
27 WS. | PB | 93,1 79,8 22,3 X 11,8 8,5 0 0 Zywy, remisja,
BM X X X X X X X X X genotyp biorcy
28 Al. PB | 959 100 100 8,8 100 100 100 - - Zywy, CR
BM X 100 X X 100 | 91,8 X - po DLI
29 S.T. PB 100 100 97,2 97,1 97,5 - - - - Zywy, cGVvHD
BM [ 98,8 100 X X 96,3 - - - -
30 GM. | PB 100 71,4 72,6 56,6 62,5 75 85,0 0 6,9 Zywy, remisja,
BM X X 78,8 X 75,5 X 98,0 0 X genotyp biorcy
31 GXKI | PB X 78,2 - - - - - - - Zgon, nawrot
I BM | 81,8 85,4 - - - - - - +107 doba
32 AH. | PB 100 97,6 | 94,9 X 98,3 39,8 - - - Zgon, wznowa
1T BM | 99,8 48,4 17,2 19,1 89,7 17,1 - - - +318 doba
33 L.J. PB 100 X 95,3 97,6 90,5 100 - - - Zywy, CR
BM X X 96,3 X 91,3 X - - -
34 | ]Sz PB | 894 84,4 | 49,0 17,7 | 27,2 | 96,6 - - - Zgon, GVHD
BM | 88,6 75,8 28,0 X 7,9 96,3 - - - +333 doba
35 | W.Z. | PB | 948 944 | 92,1 100 100 97,6 | 97,3 100 - Zywy, CR
BM X 98,8 X X X 95,0 X 95,5 -
36 | WN. | PB 100 100 100 100 100 100 100 100 100 Zywy, CR
BM X X X X 100 X 100 X X
37 | ANI PB | 459 35,3 0 3,0 2,3 0,8 2,0 - - alloNMSCT
BM | 184 15,3 2,2 6,3 2,9 X 0,0 - - +404 doba
38 | AN. PB 2,4 0 0 0 0 - - - - Zywy, brak
I’ wszczepienia
BM 2,1 X X X X - - - - nawrot, genotyp
biorcy
39 | ZW. PB | 99,7 92,7 | 90,4 | 91,1 100 - - - - Zgon, GVHD
BM 100 X X X X - - - - +223 doba
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40 [AS. [ PB [ 100 [ 100 J 100 [ 100 [ 100 T 100 | 100 [ 100 | 100 Zywy, CR
BM | X 100 X X 100 X 100 | 99,8 | 100

41 [KG. [ PB | 490 [ 710 [ 60,0 | X | 664 | 926 | 83,1 | 762 | 763 Zywy, MC
BM | X X X X 100 X X | 96,1 X

42 PG | PB| 778 | 844 | 82,1 [ 759 [ 886 | X | 878 - - Zywy, MC
BM | X X | 8,9 | X X X X - -

43 [UK. | PB | 981 [ 978 | 97,6 | 99,0 | 99,1 | 100 : - - Zywy, CC
BM | X X X X X X _ - -

PB- krew, BM — szpik, CR — catkowita remisja, cGVHD — przewlekla posta¢ choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi, CC- catkowity chimeryzm dawcy, MC- mieszany chimeryzm, X — brak
materialu
Tabela 18a. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego powyzej doby 30 — pacjenci
poddani alloHSCT (metoda RQ-PCR)

Lp | B +60 | +90 | +120 | +150 | +180 | +270 | +360 | +540 | +720 | Stan obecny

1 L.S PB 98,8 | 98,4 X 999 | 979 | 98,5 | 99,5 | 99,9 | 99,6 Wznowa
BM | 894 | 982 [ 994 | 99,2 | 999 | 999 | 99,9 | 984 | 98,7 | pozaszpikowa

2 |zJir | pB * X 78,4 - - - - - - alloNMSCT
BM * 89.4 | 92,2 - - - - - - +120 doba

3 MB. PB 958 | 91,8 | 87,2 | 959 100 X - - - Remisja
BM 95,6 X X X - - - molekularna

4 | GKI'| PB 100 - - - - - - - - alloNMSCT
BM 100 - - - - - - - - +77 doba

5 GS PB 100 | X 100 100 X X 100 100 - Zywy CR
BM X 100 X X 100 | 922 X 998 -

6 AP PB 100 100 100 | 92,8 100 100 100 100 - Zywy, CR
BM | 93,1 X X X X 100 100 -

8 KSz. | PB 98.4 X 988 | 993 | 984 | 98,6 | 992 - - Zywy, CR
BM X 989 | 99,1 X X X X - -

9 | KM PB 941 | 96,1 | 99,5 100 100 - - - - Zgon, GVvHD
BM | 958 X 100 X X - - - - +204

10 | MK PB 100 79,2 - - - - - - - Nawrdt, zgon
BM | 96,0 X - - - - - - - +104

11 | BP PB X 97,3 100 100 100 100 100 100 | 96,8 Zywy, CR
BM X X X X 100 100 100 X X

12 | RB PB X 100 100 100 100 100 100 100 100 Zywy, CR
BM 100 100 X X X X X X X

13 [GKI' | PB 100 100 | 84,1 4,6 - - - - - alloNMSCT
BM X 75,2 X 77,3 - - - - - +153 doba

14 | SS PB 973 | 965 | 979 | 979 | 98,5 | 948 | 958 | 924 | 982 Zywy, CR
BM X 98,2 X 954 | 972 X X X 96,7

15 | AHI' | PB 945 | 876 | 745 | 79,5 | 952 - - - - alloNMSCT
BM 92,1 * X X 96,8 - - - - +226

16 | DL PB 100 X 100 100 100 100 100 100 - Zywy, CR
BM 100 100 X X X X 100 X -

17 | N PB 969 | 91,8 | 943 | 944 | 97,5 100 | 98,7 | 992 - Zywy, CR
BM X 100 X X X 97.8 100 | 98,5 -

18 [ AW PB 100 100 100 X 100 100 100 - - Zywy, CR
BM | 72,9 X X 100 100 X 100 - -

19 | MB PB 98,7 | 82,7 100 | 653 | 53,8 X 100 100 - Zywy, CC
BM | 972 X X X X X 100 100 -

20 | MM PB 948 100 | 994 | 100 | 983 | 992 - - - Zywy, CC
BM X 98,6 X X X X - - -

21 | MN PB 998 | 999 | 99,3 | 99.9 | 99,9 - - - - Zywy, CC
BM | 99,9 X 99.9 X X - - - -
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PB- krew, BM - szpik CR — calkowita remisja, aGvHD — ostra posta¢ choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi, CC- catkowity chimeryzm dawcy, MC- mieszany chimeryzm, X — brak materiatu, * -

zbyt mala ilos¢ DNA

Tabela 18b. Zmiany chimeryzmu hematopoetycznego powyzej doby 30 — pacjenci poddani
alloNMSCT (metoda RQ-PCR)

Lp | B +60 +90 +120 | +150 | +180 | +270 | +360 | +540 | +720 Stan obecny
22 | AG. | PB [ 982 [ 995 [ 100 | 99,1 | 98,8 | 992 | 959 | 932 | 98,6 | Zywy, wznowa
pozaszpikowa
BM X 98,3 99,7 98,6 97,2 X 95,4 96,7 95,7 CSN
23 B.W. PB 100 92,7 100 100 71,4 73,7 15,3 - - Zgon, GVHD
BM X 67,9 X 98,2 100 32,7 90,0 - - +450
24 | ZJI1| PB 100 96,4 97,3 95,7 96,6 - - - - Zgon, GVHD
BM 100 98,2 X 93,4 X - - - -
25 G.K. PB 100 100 - - - - - - - Nawrot, zgon
1 BM | 97,9 X - - - - - - - +89
26 W.S PB 98,9 98,2 91,8 70,9 97,8 99,2 98,5 97,8 98,8 Zgon, wznowa
pozaszpikowa
BM X X 96,2 X 99,8 98,6 80,1 X 99,5 CSN +3 lata
27 W.S. PB 68,9 73,7 11,1 X 15,2 * 13,4 10,9 9,9 Zywy, remisja,
BM X X X X X X X X X genotyp biorcy
28 | Al | PB 100 X 89,0 | 20,8 | 89,6 | 100 | 100 - - Zywy, CR
BM X 100 X X 100 | 100 X - - po DLI
29 S.T. PB 100 100 94,1 95,1 99,8 - - - - Zywy, cGvHD
BM 100 100 X X 100 - - - -
30 G.M. PB 100 50,6 54,4 51,2 100 82,1 | 99,9 0,02 | 0,005 | Zywy, remisja,
BM X X 100 X 71,2 X 85,6 X genotyp biorcy
31 G.K. PB X 85,3 - - - - - - - Zgon, nawrot
1II° BM 75,5 14,7 - - - - - - - +107 doba
32 A.H. PB 100 100 83,9 X 100 32,5 - - - Zgon, wznowa
I° [ BM | 100 | 464 | 66 | 657 | 88 74 - - - +318 doba
33 L.J. PB 94,2 X 97,8 91,1 93,7 98,6 - - - Zywy, CR
BM X X 98,9 X 100 X - - -
34 | JSz PB 92,3 87,9 58,5 31,2 29,4 99,9 - - - Zgon, GvHD
BM 94,5 75,8 39,7 X 8,4 98,7 - - - +333 doba
35 |W.Z. | PB 100 99,3 92,4 100 95,4 100 99,8 99,6 - Zywy, CR
BM X 98,4 X X X 100 X 99,9 -
36 | WN. PB 100 100 100 100 100 100 100 100 100 Zywy, CR
BM X X X X 100 X 100 X X
37 AN PB 45,6 39,8 0,1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 - - alloNMSCT
r 1 8 4 6 +404 doba
BM | 164 | 12,1 | 0,008 X - -
38 [AN. | PB | 0,04 [ 0,001 [ 0,005 [ 0,000 | 0,002 - - - - Zywy, brak
I 5 wszczepienia
BM | 0,05 X X X X - - - - nawrot,
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39 [zZW. | PB | 100 | 100 | 100 | 98,4 | 100 - - - - Zgon, GVHD
BM | 100 X X X X - - - - +223 doba

40 | AS. PB | 999 | 992 [ 994 [ 965 | 954 | 969 | 951 | 99,7 | 96,8 Zywy, CR
BM | X | 982 | X X | 999 | X [ 963 | 984 | 987

41 |KG. | PB * * 652 | X 845 | 100 | 972 | 759 | 69,1 Zywy, MC
BM | X X X X 100 X X 92,1 X

42 |PG. PB | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 X | 945 - - Zywy, MC
BM | X X | 95,1 X X X X - -

43 |UK. | PB | 959 | 986 | X * 98,6 | 96,9 - - - Zywy, CC
BM | X X | 972 | X X X - - -

PB- krew, BM — szpik, CR — catkowita remisja, cGVHD — przewlekta posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi, CC-

catkowity chimeryzm dawcy, MC- mieszany chimeryzm, X — brak materiatu, * - zbyt mata ilo§¢ DNA

Tabela 19. Wyniki rozmazu szpiku kostnego — wybrane elementy u pacjentki GM

Uklad | Procent komoérek | Wartosci prawidlowe [%]
Uklad granulocytarny

27 doba 578 doba
Mieloblasty 4.2 0,5 0.5-3,0
Promielocyty 4,0 1,5 0,5-5,0
Mielocyty obojetnochtonne 3,2 1,0 5,0-18,0
Mielocyty kwasochtonne 0,5-25
Mielocyty zasadochtonne 0,0-0,3
Paleczki obojetnochtonne 13,0 10,0 -27,0
Pateczki kwasochtonne 0,4-27,0
Pateczki zasadochtonne 0,0-0,1
Podzielone oboj¢tnochtonne 35,5 11,0 -20,0
Podzielone kwasochtonne 0,4-3,0
Podzielone zasadochtonne 0,0-0,5

Utkanie chlonne

27 doba 578 doba
Limfoblasty 0,0
Limfocyty 6,2 36,0 3,0-12,0

Utkanie siateczki

27 doba 578 doba
Monoblasty 0,0
Monocyty 10,8 1,5 0,0-2,5
Plazmoblasty 0,0
Plazmocyty 0,2-2,0
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Tabela 20. Wystepowanie aGvHD w badanej populacji

alloHSCT alloNMSCT
Pacjent | aGvHD Pacjent aGvHD
L.S. (1) /11 AG.(22) |1

ZJ.I'2) | I/0 BW.(23) |0

MB.3) [0 ZJII" (24) |1
GK.I'4 |1 G.KII"(25) | 0

GS.(5 |/ W.S(26) |/

AP.(6) |I W.S.27) |0

TG.(7) |10 AJ.(28) |0

K.Sz.(8) |0 ST.29) |0

KM.(9) |I G.M.(30) |V

M.K.(10) |0 G.KII" (31) |1

B.P.(11) [I AHII"32) |1

RB.(12) |0 LJ.(33) 0

GK. I I J.Sz.(34) |1I
(13)

S.S.(14) |0 W.Z.(35) |1

AH.T I W.N.(36) |0
(ds)

D.L.(16) |1 ANI"(37) |1
JN. (17 I AN.II"(38) | 0
A.W.(18) [I ZW.(39 |1
M.B.(19) |[I A.S. (40) 0
M.M. (20) [ II K.G. 41) I
M.N.(21) |0 P.G. (42) I

U.K. (43) 0
RAZEM 15/21 12/22
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