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human leukocyte antigens / antygeny zgodnosci tkankowej

hematopoietic stem cells / komorki krwiotworcze
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International Bone Marrow Transplant Registry /
Migdzynarodowy Rejestr Przeszczepien Szpiku Kostnego
koncentrat krwinek czerwonych
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1. WSTEP

1.1. Przeszczepienie alogenicznych komorek krwiotworczych

Przeszczepienie alogenicznych komorek krwiotworczych jest obecnie uznana
metoda leczenia wielu schorzen hematologicznych. Potrzeba byto jednak ponad 50 lat
doswiadczen klinicznych i wielu prac badawczych, aby metoda stata si¢ rutynowa
i szeroko stosowana. Przestanka do rozwoju transplantacji szpiku staty si¢ do§wiadcze-
nia drugiej wojny §wiatowej, a w szczegolnosci potrzeba skutecznej ochrony przed skut-
kami napromieniowania. Pierwsze doS§wiadczenia na zwierzgtach przeprowadzit w 1951
roku Lorenz [ 1], wykazujac, ze przetoczenie komorek szpiku lub $ledziony pozwala na
uniknigcie skutkow letalnych dawek promieniowania jonizujacego dotyczacych hemato-
poezy. Szes¢ lat pdzniej wykazano, ze przetoczenie komoérek szpiku prowadzi u napro-
mieniowanego letalnie cztowieka do pelnej rekonstytucji uktadu krwiotworczego [2]. W
pierwszej potowie lat szes¢dziesiatych ubiegltego wieku przeprowadzono kolejne trans-
plantacje szpiku pobranego od dawcow rodzinnych, jednak wyniki oceniane dlugotrwa-
lym przezyciem po przeszczepieniu nie byly zachgcajace [3]. W 1965 r. Mathe [4]
opisat chorego, u ktorego dokonano transplantacji szpiku od rodzenstwa uzyskujac
wszczepienie, efekt przeciwbiataczkowy i chimeryzm hematopoetyczny. Pacjent zmart
po uptywie 2 lat z powodu infekcji w przebiegu choroby przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi (graft versus host disease — GvHD) [5]. Epokowym krokiem w rozwoju trans-
plantologii stato si¢ pod koniec lat szes¢dziesiatych odkrycie roli uktadu antygenow
zgodnosci tkankowej (human leukocyte antigens — HLA)[6,7]1. Wybor dawcy rodzin-
nego w petni zgodnego w HLA zmniejszyt ryzyko zaré6wno braku wszczepienia, jak
i cigzkich reakcji immunologicznych, ktore byly glownymi przyczynami $miertelnosci
poprzeszczepowej [8-10]. Dalsza konsekwencja tego odkrycia stala si¢ mozliwos¢
doboru dawcow spoza kregu rodzenstwa.

Lata siedemdziesiate przyniosly wprowadzenie do farmakopei cyklosporyny A
(CsA) — cyklicznego oligopeptydu o dzialaniu immunosupresyjnym. Cyklosporyna, jako
inhibitor kalcyneuryny, silnie hamuje aktywacje¢ limfocytow T. Poczatkowe doswiad-
czenia w przeszczepieniach narzadowych wykazaty niemal catkowity brak dziatania
mielotoksycznego CsA, co uczynito ja idealnym lekiem immunosupresyjnym w trans-
plantacjach szpiku[11,12]. Rola cyklosporyny w transplantologii hematologicznej
praktycznie nie zmienita si¢ w ciagu dalszych lat, mimo pojawienia si¢ zar6wno nowych
generacji lekow tej samej grupy, jak i innych preparatow immunosupresyjnych o od-
miennym mechanizmie dziatania. Profilaktyka ztozona z cyklosporyny podawanej prze-
wlekle i tzw. krotkiego kursu metotreksatu jest do chwili obecnej ztotym standardem
immunosupresji w mieloablacyjnych transplantacjach komoérek krwiotworczych [137].

Kolejnych 40 lat, to przede wszystkim rozwdj metod diagnostycznych i terapeu-
tycznych, systematycznie zwigkszajacy szanse na przezycie dlugotrwatego okresu apla-
zji szpiku we wczesnym przebiegu procedury transplantacyjnej. Nowoczesne narzgdzia
diagnostyczne 1 poszerzajacy si¢ stale zasob lekow pozwalaty takze na wezesne wykry-
wanie i skuteczne leczenie powiktan w okresie poregeneracyjnym. Nie sposob przecenié
znaczenia rozwoju metod typowania HLA i wprowadzenie technik molekularnych do
identyfikacji zgodnosci migdzy dawca a biorca. W sposob istotny wptynglo to na
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zmniejszenie czgstosci wystgpowania cigzkich postaci GvHD. Wedtug danych Europej-
skiej Grupy ds Transplantacji Krwi i Szpiku (European Group for Blood and Marrow
Transplantation — EBMT) z 2005 roku[14], typowanie HLA z zastosowaniem tzw.
wysokiego stopnia rozdzielczosci uczynito przeszczepienia od dawcoéw niespokrewnio-
nych poréwnywalnymi pod wzgledem ryzyka powiktan immunologicznych, z transplan-
tacjami komorek krwiotwoérczych pobranych od zgodnego w HLA rodzenstwa.

Wskazniki demograficzne, zmniejszenie odsetka rodzin wielodzietnych, spowodo-
waty, ze obecnie mniej niz 25% pacjentow kwalifikowanych do przeszczepienia znajdu-
je dawce wsrdd rodzenstwa (dane wilasne). Spowodowalo to rozwoj rejestrow niespo-
krewnionych dawcow szpiku, w ostatnich latach réwniez rejestrow polskich [15,16].
Obecnie gtdéwnym materiatem przeszczepowym, jest w wigkszosci osrodkow wykonuja-
cych alotransplantacje przeszczep pobrany od dawcy niespokrewnionego.

Do 1993 roku jedynym materialem pobieranym od dawcy byt szpik. W tymze roku
Russel [17] 1 niezaleznie Dreger [ 18] po raz pierwszy opisali pobranie komodrek krwio-
tworczych z krwi obwodowej dawcy rodzinnego po zastosowaniu stymulacji granulocy-
tarnym czynnikiem wzrostu (granulocyte — colony stimulating factor — G-CSF) z pelna
rekonstytucja hematopoezy po przeszczepieniu. Tq metodg poboru stosowano wczesniej
jedynie w przeszczepieniach autologicznych. Poczatkowo ostrozne podejscie do tego
sposobu donacji zmienito si¢ po opublikowaniu pierwszych podsumowan, dowodzacych
bezpieczenstwa metody [ 19-22]1. Od 1996 r. liczba przeszczepien komoérek krwiotwor-
czych pobranych z krwi obwodowej dawcow (poczatkowo tylko rodzinnych, a od 2000
roku takze niespokrewnionych) gwattownie i systematycznie wzrasta. Obecnie jest to
pierwszoplanowe zrodlo przeszczepow. Wedlug danych amerykanskiego rejestru NMDP
(National Marrow Donor Program — NMDP) procedurze stymulacji G-CSF i kolekcji
komorek z krwi obwodowej poddawanych jest 72% amerykanskich dawcoéw niespo-
krewnionych [23]. Decyduje o tym prostota metody i znacznie mniejsze obciazenie dla
dawcy w porownaniu do pobierania krwi szpikowej. Notowana od 2010 r. wigksza czg-
stos¢ wystgpowania przewlektej GVHD [24, 25] moze by¢ w przypadku schorzen nowo-
tworowych o wysokim ryzyku wznowy zjawiskiem korzystnym.

Poczawszy od pierwszych transplantacji, gldwnym zalozeniem bylo zastosowanie
postgpowania przygotowawczego (kondycjonowania), ktére mialo wywiera¢ efekt letal-
ny na komorki hematopoezy i jednocze$nie przelamywac barier¢ immunologiczng bior-
cy uniemozliwiajaca wszczepienie komorek progenitorowych. Pierwotnie rolg ta odgry-
walo napromieniowanie catego ciata, w latach nastepnych takze chemioterapia. Poste-
powanie takie zostalo okreslone jako mieloablacyjne. Zarowno dawka promieniowania
jonizujacego konieczna do uzyskania zatozonego efektu, jak i dawki chemioterapeuty-
kow charakteryzuja si¢ jednak uogolniong toksycznoscia, co jest jedna z przyczyn $mier-
telnosci okotoprzeszczepowej, a tym samym powodem dyskwalifikacji przeszczepowej
0sob starszych i obciazonych schorzeniami wspoétistniejacymi. Proba rozwiazania tego
problemu staty si¢ badania nad zastosowaniem kondycjonowania o zredukowanej tok-
sycznosci (reduced intensity conditioning — RIC)[26,27]. Przestankami do konstruo-
wania schematéw RIC bylo uzyskanie wystarczajacego efektu immunosupresyjnego
pozwalajacego na wszczepienie i proliferacje komorek krwiotworczych (i immunokom-
petentnych) dawcy w celu wywolania efektu przeszczep przeciwko biataczce (graft
versus leukemia — GvL) [28]. Ostatnie dziesigciolecie przyniosto zdecydowane wzbo-
gacenie schematéw kondycjonowania stosowanych z coraz lepszym efektem w postaci
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obnizenia toksycznoS$ci, a tym samym $miertelnosci zaleznej od procedury. Pozwolito to
rowniez znacznie rozszerzy¢ populacje¢ pacjentéw, u ktorych przeszczepienie komoérek
krwiotworczych mogto by¢ zastosowane w terapii schorzenia podstawowego.

Szybki postgp w transplantologii hematologicznej nie bylby mozliwy bez migdzyna-
rodowej wspolpracy. Wzajemna kooperacj¢ ulatwito powolanie organizacji zajmujacych
si¢ gromadzeniem danych i ich podsumowywaniem. Europejska Grupg ds Transplantacji
Krwi i Szpiku powotata w 1974 roku grupa kilku badaczy, celem wymiany do§wiadczen.
EBMT jest obecnie duza organizacja zrzeszajaca i kontrolujaca wszystkie liczace si¢
europejskie osrodki transplantacyjne i akredytujaca aplikantéw. Coroczne spotkania
EBMT sa nie tylko czasem edukacji mtodych kadr i prezentacji najnowszych wynikow
i osiagnig¢, ale takze miejscem wypracowywania standardow opartych o dobrze po-
twierdzona wiedzg, publikowanych cyklicznie jako podreczniki. Aktualna, 6 edycja
ukazata si¢ w 2012 r. The EBMT Handbook — Haematopoietic Stem Cell Transplanta-
tion jest powszechnie uznawany za podstawg protokotdw przeszczepowych obowiazuja-
cych w europejskich o$rodkach transplantacyjnych.

Postepu transplantologii nie sposéb oderwaé od rozwoju hematologii w ogo6lnosci.
Przetlomowe odkrycia, takie jak np. wprowadzenie inhibitoréw kinazy tyrozynowej do
terapii przewleklej biataczki szpikowej (PBSz) zmienily istotnie standardy transplanto-
logii [29, 30]. PBSz byta do konca lat dziewigédziesiatych ubiegtego stulecia gtownym
wskazaniem do przeszczepien alogenicznych. Skuteczna farmakoterapia pozwalajaca
uzyska¢ molekularna remisj¢ choroby u duzej grupy chorych, ograniczyta zastosowanie
transplantacji w PBSz jedynie do $cisle zdefiniowanych przypadkow [31]. Podobnie —
coraz lepsze zrozumienie biologii ostrych biataczek i zespotow mielodysplastycznych
(MDS — myelodysplastic syndrom) oraz zmiany klasyfikacyjne, pozwolity na wyodrgb-
nienie grupy chorych, ktérzy odnosza realne i udowodnione korzysci z przeszczepienia
komorek krwiotworczych [32,33]. Zwazywszy, ze transplantacja, mimo kolosalnego
postepu dokonanego w ciagu ostatnich 50 lat pozostaje nadal metoda terapii obarczona
$miertelnoscia zalezna od samej procedury, wnikliwe ustalanie wskazan do jej przepro-
wadzenia jest zagadnieniem pierwszoplanowym.

Ogromny wplyw na postgp w transplantologii miato takze coraz lepsze poznanie
skomplikowanych mechanizméw immunologicznych towarzyszacych lub wywotywa-
nych przez ingerencjg jaka jest przeszczepienie obcych (cho¢ zgodnych w HLA) komo-
rek. Poznanie patogenezy GvHD [34], odkrycie efektu GvL [28]oraz efektow promo-
wania i hamowania tych proceséw przez mechanizmy komoérkowe i humoralne sprzyjato
wprowadzaniu nowych lekow immunosupresyjnych o réznych mechanizmach dziatania.
Pozwala to na skuteczniejsze zwalczanie powiktan zwigzanych z aktywacja uktadu im-
munologicznego. Z drugiej strony potransplantacyjne wznowy choroby stanowig istotny
problem kliniczny. Celem transplantacyjnym jest wigc uzyskanie ,,réwnowagi immuno-
logicznej” [35] . Podejmowane sa obecnie proby ingerencji polegajace na wykorzystaniu
tych elementéw uktadu odpornosciowego, ktéore moga zapobiega¢ niepozadanej i nad-
miernej aktywacji immunologicznej, przy jednoczesnym promowaniu (lub braku hamo-
wania) pozadanych funkcji elementéw kontrolujacych potencjalna wznowe choroby.
Jednym z przyktadow jest zastosowanie komorek regulatorowych [36,37].

Mimo licznych zmian, jakie dokonaty si¢ wokoét procesu transplantacji komorek
krwiotworczych, jej schematyczny przebieg pozostaje bez zmian. Po kwalifikacji pa-
cjenta nastgpuje proces doboru optymalnego dawcy. Znalezienie dawcey i jego zgoda na
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donacje skutkuje rozpoczgciem kondycjonowania, zakonczonego podaniem przeszczepu.
Nastgpnie pacjent przechodzi okres aplazji szpiku, p6ézniej regeneracji hematopoezy, aby
ostatecznie by¢ poddanym dlugoterminowej opiece potransplantacyjnej. Kazdy z tych
etapow charakteryzuje si¢ odrgbnymi zagrozeniami, ktorych znajomos$é, a w szczeg6lno-
$ci wiedza w zakresie szybkiego wykrywania lub zapobiegania stanowi o sukcesie, czyli
ostatecznym, zamierzonym efekcie transplantacji. Jest nim dlugotrwale przezycie bez
nawrotu choroby i powiktan transplantacyjnych. W zwiazku z tym, kazdy element wie-
dzy sprzyjajacy osiagnigciu celu wydaje si¢ godny uwagi.

1.2. Przebieg procedury transplantacyjnej
Ideowy schemat przebiegu alotransplantacji przedstawia rycina zamieszczona poni-
zej.
HsC

_ ‘ Okres potencjalnego wystepowania wczesnych
Kondycjonowanie powiktan okotoprzeszczepowych

180

| Cyklosporyna i.v./p.o.

Profilaktyczna immunosupresja

Rycina 1  Schemat przebiegu alotransplantacji (MTX — metotreksat).
Figure I Allotransplantation — schema

HSC — hematopoietic stem cells — komorki krwiotworcze; MTX — metotreksat; Doba ,,0” — dzien
przetoczenia komorek krwiotworczych. Doby po podaniu przeszczepu oznaczane sg znakiem ,,+”
poprzedzajace ,,-”

1.2.1. Kondycjonowanie

Poczatkowa faz¢ procedury przeszczepowej stanowi postgpowanie przygotowawcze,
okreslane inaczej kondycjonowaniem. Dziatanie to ma ,,przygotowac” pacjenta do przy-
jecia ,,nowych” komorek krwiotworczych. Jak wspomniano wyzej, mimo rozwoju trans-
plantacji o zredukowanej toksycznosci, wigkszo$¢ przeszczepien nadal przeprowadzana
jest po przygotowaniu mieloablacyjnym (myeloablative conditioning — MAC). Kluczo-
wym problemem tego typu kondycjonowania jest znalezienie rownowagi migdzy dziata-
niami pozadanymi a akceptowalng toksycznoscia leczenia. Kondycjonowanie mieloabla-
cyjne ma w zalozeniach do spetnienia 3 podstawowe zadania:

e Utworzenie miejsca dla pochodzacych od dawcy komorek krwiotwoérczych
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e  Zapobieganie reakcji immunologicznej ze strony biorcy mogacej spowodowaé
odrzucenie przeszczepu (brak wszczepienia)

e Zlikwidowanie w najwigkszym mozliwym stopniu komoérek nowotworowych

Pierwsze zadanie zwiazane jest z teorig nisz zajmowanych przez wczesne komorki
progenitorowe [38]. Réznicowanie i proliferacja komdrek macierzystych jest mozliwa
w okres$lonej przestrzeni, nazwanej nisza, w ktorej komorki te, w $cistym kontakcie
z podscieliskiem szpiku moga petni¢ swoje podstawowe funkcje. Funkcjonowanie ko-
morek progenitorowych regulowane jest przez liczne szlaki sygnatowe, cytokiny i che-
mokiny oraz interakcje z komorkami podscieliska modulowane przez molekuty adhezyj-
ne. Postgpowanie przygotowawcze ma spowodowaé eradykacje komorek macierzystych
biorcy i zapewnic¢ puste nisze dla komorek dawcy. Teoria ta nie znajduje obecnie $ciste-
go uzasadnienia w praktyce. W przypadku schematow RIC wszczepienie osiaga si¢
rownie tatwo, jak przy zastosowaniu postgpowania mieloablacyjnego [27].

Dziatanie immunosupresyjne kondycjonowania ma za zadanie przetamanie bariery
immunologicznej przetrwalych komorek immunokompetentnych biorcy, a wige zapo-
bieganie odrzuceniu przeszczepu. Zjawisko to przejawia si¢ brakiem regeneracji hema-
topoezy (grafi failure — brak wszczepienia). Immunosupresja kondycjonowania ma
szczegolne znaczenie u chorych potencjalnie uczulonych na tzw. mniejsze antygeny
zgodnosci tkankowej poprzez liczne przetoczenia preparatow krwiopochodnych w okre-
sie poprzedzajacym transplantacj¢ — np. u chorych z cigzka postacia anemii aplastyczne;j.
W kondycjonowaniu mieloablacyjnym role immunosupresyjna spetniaja w gltownej
mierze napromieniowanie i cyklofosfamid.

Ostatnim, ale nie najmniej waznym aspektem kondycjonowania mieloablacyjnego
jest zniszczenie w najwigkszym mozliwym stopniu przetrwalych komorek nowotworo-
wych (biataczkowych), tak by osiagna¢ zaplanowany efekt trwalego wyleczenia. Odkry-
cie efektu immunologicznego wywieranego przez komorki dawcy na nieprawidtowe
komorki gospodarza — GvL, zmniejszyto znaczenie tego aspektu kondycjonowania.
Nadal jednak nie wiadomo, jaki poziom choroby resztkowej (minimal residual disease -
MRD), moze by¢ zwalczony przez mechanizmy immunologiczne i czy dotyczy to w
rownym stopniu wszystkich schorzen rozrostowych. Efekt mieloablacji nie jest koniecz-
ny w schorzeniach nienowotworowych. Klasycznym przyktadem jest anemia aplastycz-
na.

Podobnie, jak w wigkszos$ci europejskich osrodkow transplantacyjnych standardowe
mieloablacyjne postgpowanie przygotowawcze w naszej klinice ujgte jest w 3 schema-
ty[391]:

e Chemioterapii — schemat BuCy, na ktory sklada si¢ busulfan w dawce
sumarycznej 16 mg/kg (od konca 2011 w postaci dozylnej) i cyklofosfamid w
dawce 120 mg/kg wagi ciata biorcy. Schemat ten jest zwykle stosowany w
schorzeniach mieloproliferacyjnych

e Napromieniowania calego ciata (total body irradiation — TBI) we
frakcjonowanej dawce sumarycznej 12 Gy z dodatkiem cyklofosfamidu —
sumarycznie 120 mg/kg wagi ciala. Schemat najczgSciej stosowany w
schorzeniach limfoproliferacyjnych
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e Immunoablacji — cyklofosfamid w dawce sumarycznej 200 mg/kg wagi ciata
z dodatkiem globuliny antylimfocytarnej (dawka jest zalezna od stosowanego
preparatu). Schemat jest stosowany w cigzkiej postaci anemii plastyczne;j.

1.2.2. Profilaktyka immunosupresyjna

Rutynowa profilaktyka immunosupresyjna ma za zadanie przeciwdzialaé w poczat-
kowym okresie odrzucaniu przeszczepu, a w dalszym przebiegu zapobiega¢ rozwojowi
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Powiktanie to wystepuje w postaci ostrej i
przewlektej i mimo postgpu wiedzy pozostaje gtdéwna przyczyna $miertelnosci okoto-
przeszczepowej — odpowiednio wczesnej 1 poznej. Do niedawna podzial na ostra
(aGvHD — acute GvHD) i przewlekta posta¢ GVHD (¢cGvHD — chronic GvHD) oparty
byt o czas wystegpowania objawdw. Jezeli pojawily si¢ przed setna doba po transplanta-
cji, rozpoznawano postac ostra, a po dobie setnej - posta¢ przewlekta. Aktualny podziat
zlikwidowat arbitralno$¢ czasowa 1 wyodrgbnit podgrupy oparte o obserwowany obraz
kliniczny. Zmiana ta dokonata si¢ w oparciu o coraz lepsze zrozumienie patomechani-
zmoOw rozwoju zaburzen, szczegdlnie ostrej postaci GVHD [34]. Tabela 1 zawiera synte-
tyczne przedstawienie obowiazujacego obecnie podziatu obu postaci.

Tabela 1 ~ Charakterystyka postaci GvHD
Table 1 GvHD types characteristics

Postaé Czas wystapienia Objawy Objawy
objawow postaci ostrej postaci przewlektej
Ostra GVHD
Klasyczna <100 dni Tak Nie
Przetrwata, nawrotowa
lub pdzna > 100 dni Tak Nie
Przewlekta GvHD
Klasyczna Bez limitu czasu Nie Tak
Zespot naktadania Bez limitu czasu Tak Tak

Objawy aGvHD zwiazane sa z uszkodzeniem komorek w wyniku toksycznosci kon-
dycjonowania i wynikaja z uwolnienia szeregu prozapalnych cytokin — m.in. czynnika
martwicy nowotwordw alfa, interleukiny 1, ktére zapoczatkowuja stymulacj¢ alogenicz-
na. W przypadku opo6znionego wystgpowania aGvHD, rolg czynnika uszkadzajacego
moze odgrywac infekcja. Nastgpnym etapem jest aktywacja receptora limfocytow T
dawcy poprzez zetknigcie ligandu prezentowanego przez przetrwale komorki prezentu-
jace antygen (antigen presenting cells — APC) biorcy. W procesie tym bierze udziat
szereg molekut i innych subpopulacji limfocytéw T wywierajacych dziatanie zaré6wno
stymulujace, jak i hamujace aktywacjg. Aktywowane limfocyty migruja do tkanek doce-
lowych (przewodu pokarmowego, drog zotciowych i skéry) wywolujac ich uszkodzenie
przy wspoétudziale innych elementéw komorkowych i wielu substancji aktywnych.

Istota profilaktyki jest przeciwdzialanie potencjalnej aktywacji limfocytow T dawcy,
a takze rekrutacji APC biorcy. Efekt ten ma zapewni¢ podanie metotreksatu w dobach
+1 (w dawce 15 mg/m” powierzchni ciata), +3, +6 i +11 (w dawce 10 mg/m” powierzch-
ni ciata) oraz przewleklte stosowanie cyklosporyny od doby -1 do doby +100, z nastgp-
czym powolnym jej odstawianiem do doby +180. Schemat ten, opracowany w czasach
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arbitralnej klasyfikacji GvHD wzgledem czasu wystgpowania, a nie rodzaju objawow
wydaje si¢ wymaga¢ weryfikacji. Nowe podejscie do profilaktyki utrudnia brak odpo-
wiedzi na wiele pytan, w tym najwazniejsze — dlaczego tylko czgs¢ pacjentow cierpia-
cych na to samo schorzenie podstawowe, mimo zastosowania tych samych schematow
kondycjonowania i profilaktyki immunosupresyjnej rozwija objawy choroby.

Przewlekta posta¢ GvHD jest plejotropowym zespotem, w ktérym patomechanizmy
prowadzace do rozwoju wielu, zréznicowanych objawoéw sa znacznie mniej sprecyzo-
wane, niz w przypadku choroby ostrej [40]. W obrazie klinicznym, cGvHD prezentuje
si¢ jako ztozony proces autoimmunologiczny dotykajacy wielu narzadow i przypomina-
jacy choroby z autoagresji. Mimo wielu badan, nie udowodniono jednak zaangazowania
mechanizmow zaleznych od przeciwciat [41].

U podtoza objawow lezy aktywacja i reakcja limfocytow T podanych w materiale
przeszczepowym lub rozwijajacych si¢ z niego, skierowana przeciwko antygenom na
komoérkach biorcy. Kluczowa role odgrywa tu grasica, ktéra w wyniku uszkodzenia
w procesie kondycjonowania lub ostrej GvHD traci zdolnos$¢ selekeji autoreaktywnych
limfocytéw Th2. W efekcie zostaja one uwolnione na obwdd i zapoczatkowuja reakcje
na podilozu autoagresji. W procesie tym dochodzi do wtdérnej aktywacji limfocytow
B[42,43].

Przewlekta GvHD stanowi wazny problem kliniczny, gdy stopien jej nasilenia upo-
Sledza w sposob istotny funkcje zajetego narzadu. Obowiazujacy do 2005 r. podziat
choroby wyrdzniat posta¢ ograniczona i rozlegta. W przypadku pierwszej postaci, do
opanowania objawOw ze strony zajgtego narzadu wystarczylto dziatanie miejscowe - np.
zespot suchego oka leczony skutecznym nawilzaniem worka spojowkowego. W przy-
padku postaci rozlegtej, stopien uszkodzenia zajgtych narzadow wymagat systemowego
leczenia immunosupresyjnego. Podziat ten byt jednak ptynny i w duzej mierze uznanio-
wy, W szczegolnosci w zakresie oceny stopnia nasilenia objawow. W 2005 roku podjeto
probe szczegotowej klasyfikacji objawdéw cGvHD [44]. Wskazano objawy diagnostycz-
ne (patognomoniczne) dla poszczegolnych narzadow i dokonano podziatu choroby
w zaleznos$ci od iloSci zajgtych organow i stopnia nasilenia zmian. Wyrdzniono postac
tagodna, umiarkowana i cigzka. Ustalono jednoczesnie kryteria konieczno$ci wlaczenia
leczenia systemowego, ktore jest jednoznacznie zalecane w postaci umiarkowanej
i ciezkiej. W oparciu o skale punktowe podjeto takze probe ujednolicenia oceny klinicz-
nej. Maja temu stuzy¢ formularze oceny zawierajace kluczowe elementy diagnostyki
cGvHD. Objawy przewleklej GvHD pojawiaja si¢ najczesciej do trzeciego roku po prze-
szczepieniu, zwykle migdzy 3 a 24 miesiagcem. Przypada to wigc na okres redukcji dawki
cyklosporyny lub w okresie po catkowitym odstawieniu profilaktyki immunosupresyj-
nej.

1.2.3. Opieka potransplantacyjna

Czas wystgpowania cGvHD, ale takze najwyzsze ryzyko wznowy przypada wigc nie
na wczesny, najbardziej burzliwy przebieg procesu transplantacji, ale na okres pdzniej-
szy. Jasne sprecyzowanie sytuacji klinicznych, w ktorych wydtuzenie lub skrécenie
okresu profilaktyki, intensyfikacja leczenia lub szybkie odstawienie immunosupresji
systemowej jest rzeczywiscie konieczne i uzasadnione, ma istotne znaczenie ze wzgledu
na potencjalne ryzyko wznowy, a takze ryzyko GvHD [45, 46]. Zardwno intensywno$¢
postgpowania przygotowawczego, jak i zastapienie hematopoezy ,,nowym” uktadem
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krwiotworczym dawcy nie sg wystarczajacymi elementami terapeutycznym przeszcze-
pienia alogenicznego. Od czasu odkrycia, ze zastosowanie przeszczepdéw catkowicie
pozbawionych limfocytow dawcy (deplecja limfocytow) wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem
wznowy choroby [47,48], elementem kluczowym wydaje si¢ dziatanie przeszczepio-
nych zdrowych, immunokompetentnych komoérek dawcy skierowane przeciwko komor-
kom nowotworowym przetrwaltym w organizmie biorcy — reakcja przeszczep przeciwko
biataczce. Efekt ten ma szczegdlne znaczenie w przeszczepieniach dokonywanych w
chorobach onkohematologicznych. Hamowanie niepozadanej reakcji przeszczep prze-
ciwko gospodarzowi moze jednocze$nie wygaszaé pozadany efekt GvL. Znalezienie
roOwnowagi wyznaczajacej niezbedny stopien ttumienia uktadu immunologicznego daw-
cy, taki by zachowa¢ jednoczes$nie pozadany stopien jego aktywnosci jest najtrudniej-
szym zadaniem dlugoterminowej opieki potransplantacyjnej, kiedy pacjent przebywa juz
w warunkach domowych, a kontakt z nim, czyli rutynowe kontrole ograniczone sa do
wizyt w ambulatorium. Problem jest szczegolnie trudny ze wzglgdu na brak wypracowa-
nych standardow odstawiania immunosupresji [46] . Istota wlasciwej opieki potransplan-
tacyjnej jest wigc zaprogramowanie wizyt, a przede wszystkim wlasciwe wykorzystanie
czasu kontroli, aby uzyska¢ peilna oceng transplantacyjna. Poza szczegdlowym wywia-
dem i badaniem przedmiotowym (z uwzglednieniem objawow GvHD) wykonywane sa
badania pozwalajace oceni¢ stan przeszczepu, skuteczno$§¢ immunosupresji, powiktania
infekcyjne, a przede wszystkim obecno$¢ laboratoryjnych cech GvHD lub wznowy cho-
roby. Istotne znaczenie ma tu czas uzyskania wyniku badania. Nie moze on by¢ zbyt
dhugi, szczegdlnie jesli zwiazany jest z wymogiem reakcji — np. wdrozenia lub odstawie-
nia leczenia. Drugim waznym warunkiem badan monitorujacych powinna by¢ ich akcep-
towalna inwazyjnosc¢ (szczegodlnie przy koniecznosci powtarzania badan) i tatwos¢ uzy-
skania materiatu do badan kontrolnych. Tych warunkow nie spetnia np. pobieranie szpi-
ku.

Na czas dlugoterminowej kontroli i okresowych wizyt przypadaja wigc kluczowe
decyzje zwiazane z ustaleniem rownowagi migdzy intensywno$cia immunosupresji — w
celu zapobiegania lub leczenia GvHD, a wnikliwa ocena ryzyka wznowy choroby. Do-
datkowy stres stanowi fakt, ze ustalenie tej rownowagi nie jest procesem wypracowywa-
nym w wyniku dtugotrwatej obserwacji pacjenta i monitorowania codziennych trendow,
ale ma charakter szybkiej decyzji na podstawie krotkotrwatego kontaktu i oceny aktual-
nych wynikéw. Dlatego tak waznym jest kompleksowe podejscie oraz obiektywne
wskazniki okreslajace rownowage ryzyka i korzysci. Jednym z takich wskaznikow jest
wspomniana wyzej proba usystematyzowania réznorodnego obrazu GvHD (szczegdlnie
postaci przewlektej) i wyznaczenie punktow, ktére w sposob jednoznaczny wskazuja na
koniecznos¢ interwencji (leczenia immunosupresyjnego). Trudniej jednak znalez¢ obiek-
tywne wskazniki okreslajace pozadany nadzér immunologiczny.

1.3. Chimeryzm hematopoetyczny

Jednym z narze¢dzi diagnostycznych pozwalajacych na posrednia ocen¢ nadzoru
immunologicznego jest badanie chimeryzmu hematopoetycznego. Pojecie chimera ozna-
cza w mitologii greckiej stworzenie o gtowie lwa, tutowiu kozy i ogonie w postaci weza.
W mianownictwie biologicznym jest to organizm skladajacy si¢ z tkanek o réznych
genotypach. Do poje¢ medycznych wprowadzit chimer¢ w 1951 r. Anderson [49] defi-
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niujac ja jako organizm, ktérego komorki pochodza z dwu lub wigcej réznych linii zygo-
tycznych. W transplantologii pojgcie chimery i1 chimeryzmu funkcjonuje od
1956 1.[50]. Definicj¢ tg spetnia organizm cztowieka poddanego przeszczepieniu ko-
morek macierzystych hematopoezy od innego osobnika. Wyjatek stanowia jedynie prze-
szczepy syngeniczne, a wigc pochodzace od blizniat jednojajowych, ktore gwarantuja
petna zgodnos$¢ genotypowa, a tym samym moga by¢ rozpatrywane jako autologiczne.
W kazdym innym przypadku przeszczepienia alogenicznego, mimo zgodnosci w bada-
nych antygenach uktadu HLA, nie ma peinej zgodnosci genotypoéw. Prowadzi to do
sytuacji, w ktorej kazda komorka w organizmie poza uktadem krwiotwdrczym charakte-
ryzuje si¢ inna sekwencja DNA niz komdrki hematopoezy (lub ich czg$c). Pozwala to na
znalezienie réznic migdzy dawca a biorca umozliwiajacych monitorowanie procesu
przeszczepienia.

Tabela2  Definicje poszczegdlnych rodzajow chimeryzmu.
Table 2 Definitions of chimerism types.

Chimeryzm Definicja
Chimeryzm calkowity W badanym materiale wykrywa sig tylko komorki (DNA)
(complete chimerism — CC) pochodzace od dawcy
Chimeryzm mieszany W probkach stwierdza sig zardwno komorki (DNA) dawcy,
(mixed chimerism — MC) jak i biorcy
dynamika narastajaca W kolejnych badaniach stwierdza si¢ wzrastajaca ilos¢
komorek pochodzacych od biorcy
dynamika spadkowa W kolejnych badaniach ilo$¢ komérek (DNA) pochodzenia
biorcy obniza sig
Chimeryzm rozszczepiony Komorki jednej lub kilku populacji (np. limfocyty T, NK)
(split chimerism) sa pochodzenia biorcy, natomiast inne linie pochodzenia
dawcy
Odnowa autologiczna Badanie probek u chorego po przeszczepieniu wykazuje
(autologous recovery — AR) jedynie komorki pochodzenia biorcy

Po odkryciu, ze w niektérych sytuacjach komoérki pochodzace od dawcy i komorki
przetrwalej hematopoezy biorcy moga wspotistnie¢ w uktadzie krwiotworczym, pojgcie
chimeryzmu w transplantologii hematologicznej zostato rozszerzone [51, 52]. Wyr6znia
sig¢ chimeryzm catkowity — kiedy wszystkie komorki uktadu hematopoezy pochodza od
dawcy, i chimeryzm mieszany — kiedy w uktadzie krwiotworczym stwierdza si¢ zarowno
komoérki pochodzace od dawcy, jak i od biorcy. Chimeryzm mieszany wyrazany jest w
metodach potilosciowych wartoSciami procentowymi, oznaczajacymi odsetek DNA
biorcy w badanej probce. Poniewaz odsetek ten moze zmienia¢ si¢ w kolejnych ozna-
czeniach, stosowane sa roéwniez okreslenia tendencji wzrostowej lub spadkowej ilosci
autologicznego DNA. Narastanie mieszanego chimeryzmu oznacza wzrost odsetka ko-
morek autologicznych i moze prowadzi¢ do rekonstytucji autologicznej hematopoezy. W
wigkszosci przypadkéw oznacza to wznowe choroby. Ponadto, mozliwa jest sytuacja, ze
jedynie komorki jednej, lub kilku (lecz nie wszystkich) subpopulacji moga by¢ pocho-
dzenia dawcy, a pozostate linie komoérkowe pochodza od biorcy. Zjawisko takie nosi
okreslenie chimeryzmu rozszczepionego (split chimerism) [53] .
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Powyzszy podzial hematopoetycznego chimeryzmu poprzeszczepowego stat sig
mozliwy dzigki wprowadzaniu metod diagnostycznych o coraz wigkszej czutosci, zaw-
sze pozwalajacych na roznicowanie dawcy i biorcy [ 54-57].

Pierwotnie ocena chimeryzmu oparta byly o badanie produktéw polimorficznych
gendw [58] lub analize heteromorfizmu chromosomoéow. Jedna z metod bylo okreslenie
antygenow grupowych krwinek czerwonych [59], ktore ograniczalto si¢ jedynie do tych
par biorca-dawca, ktore roéznity si¢ w zakresie grup gtdéwnych oraz badanie cytogene-
tyczne, ograniczone do par rdzniacych si¢ picia lub obecnoscia aberracji u dawcy lub
biorcy [60, 61]. Kolejna metoda byto badanie metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH — fluorescence in situ hybridization) chromosoméw Y [62]. W latach dzie-
wigcdziesiatych rozpoczgto badania z wykorzystaniem technik molekularnych, co po-
zwolilo na monitorowanie chimeryzmu bez powyzszych ograniczen. Metody te oparte o
techniki reakcji fancuchowej polimerazy DNA (PCR -polymerase chain reaction) wyko-
rzystuja amplifikacje tandemowych powtérzen o duzej zmiennosci (VNTR — variable
number of tandem repeats) lub krotkich powtdrzen tandemowych (STR — short tandem
repeats) w strukturze DNA cztowieka. VNTR 1 STR okres$lane sa czasami genetycznymi
odciskami palcow (genetic fingerprints) i pozwalaja na jednoznaczna identyfikacje ma-
teriatu genetycznego [54]. Jeszcze wigksza czuto$¢ oferuje badanie polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu (SNPs — single-nucleotide polymorfisms) do oznaczenia kto-
rych wykorzystywana jest reakcja PCR z odwrotng transkryptaza (reverse transcriptase
PCR — RT PCR). SNPs sa bialelicznymi wariantami, ktére rdznia si¢ mi¢dzy soba jedy-
nie pojedynczym nukleotydem i wystgpuja w ludzkim genomie przecigtnie co 1,3 kB.
Metoda ta, przy duzej czulosci, jest jednak mniej specyficzna, niz badanie STR [63].

Tabela3  Najczgsciej stosowane metody do oceny chimeryzmu (objasnienia w tekscie)
Table 3 Most frequently used methods to assess chimerism [explanations in text]

Metoda Czutos¢ (%)
Badanie cytogenetyczne 5-10
Badanie antygenow czerwonokrwinkowych 5
FISHX /Y 0,1-0,001
STR PCR (metody fluorescencyjne i kapilarne) 1-5

RT PCR 0,001-0,0001

Czulos¢ metody w przypadku oceny chimeryzmu definiowana jest przez mozliwy
do wykrycia odsetek komoérek wystgpujacych w mieszaninie w mniejszej ilosci (zwykle
komorek biorcy). I tak czuto$¢ 1% oznacza, ze metoda ta pozwala na zidentyfikowanie 1
komorki biorcy posroéd 99 komorek dawey.

Pod koniec ubiegtej dekady za ztoty standard badania chimeryzmu w oparciu o me-
tody molekularne uznano analiz¢ STR lub VNTR [64].

1.3.1. Chimeryzm polimorficznych sekwencji DNA

Poszukiwania metod pozwalajacych na oceng ilosciowa chimeryzmu zwrocily uwa-
g¢ badaczy na metody stosowane w medycynie sadowej. Identyfikacja sladow biolo-
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gicznych oraz ustalanie ojcostwa z zastosowaniem metod amplifikacji DNA byly pod-
stawa do rozwoju badan chimeryzmu potransplantacyjnego [65] .

—— Locus DNA zawierajace STR

l Marker D351358
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Rycina2  Schemat STR markera D3S1358
Figure 2 The schema of the D3S1358 STR marker

Strategia oceny molekularnej chimeryzmu polega na znalezieniu unikalnych frag-
mentow (sekwencji) DNA, charakterystycznych i r6zniacych sig¢ u biorcy i dawcy, a tym
samym pozwalajacych na jednoznaczna identyfikacj¢ pochodzenia DNA w badanej
probee [54]. W genetyce uzywa si¢ okreslenia markery genetyczne - oznaczajacego
polimorficzne cechy jako$ciowe organizmu, ktére daja si¢ analizowa¢ metodami labora-
toryjnymi. Metody ich analizy, stosowane pierwotnie w medycynie sadowej, byly im-
plementowane do transplantologii. Najwczesniejsza byla ocena polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych oparta o badanie punktowych mutacji (dotyczacych 1 nukle-
otydu) w obrebie genu. Metoda ta, czaso- i pracochtonna, o stosunkowo niskiej czulosci
(5-10%), wymagajaca zastosowania szerokiej palety enzymow restrykcyjnych byta mato
uzyteczna do seryjnych oznaczen [66,67]. W latach 80. odkryto, ze ok. 20% genomu
cztowieka stanowia powtarzajace si¢, nickodujace sekwencje DNA. Ze wzgledu na dtu-
gos¢ (ilos¢ nukleotydow) podzielono je na mikro- i minisatelitarne DNA. Mikrosateli-
tarne DNA okreslane takze mianem tandemowych powtérzen o duzej zmiennosci
(VNTR), stanowi powtarzane jedna za druga (tandemowo) sekwencje sktadajace si¢
z 10-100 par zasad, natomiast minisatelity, nazywane krétkimi powtdrzeniami tande-
mowymi (STR) nie przekraczaja dlugosci 7 par. Dotychczas odkryto ponad 10° STR w
genomie cztowieka. Sekwencje te, zlokalizowane na réznych chromosomach, moga
powtarza¢ si¢ w danym locus allelicznym od 4 do 50 razy, co stwarza wysoce polimor-
ficzny osobniczo uktad. Kardynalng zaleta badan tych sekwencji jest wige fakt, ze po-
zwalaja na roznicowanie praktycznie kazdej pary dawca — biorca niezaleznie od pfci,
HLA, czy choroby podstawowej. Rycina 2 przedstawia schematycznie STR w okreslo-
nym locus allelicznym, sktadajacy si¢ z 4 nukleotydow i powtarzajacy si¢ 12 razy. W
dolnej czgsci diagramu przedstawiono zestaw mozliwych prezentacji allelicznych STR -
markera locus klasyfikowanego w kodeksie medycyny sadowej jako D3S1358.
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Wielko$¢ amplifikowanego fragmentu jest dodatkowa zaleta oceny STR. W przy-
padku VNTR, ze wzgledu na dluzszy odcinek DNA moze dochodzi¢ do nieréwnomier-
no$ci amplifikacji, co zmniejsza czuto$¢ tej metody. Produkt PCR jest nast¢pnie (lub
rownoczasowo) hybrydyzowany z radioaktywna lub fluorescencyjna sonda, a nastgpnie
poddany identyfikacji metoda elektroforezy [68]. Obecnie praktycznie zarzucono zasto-
sowanie znacznikoéw radioaktywnych oraz elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym.
Zastapit ja znacznie bardziej czuly system znacznikoéw fluorescencyjnych, ktory pozwala
na jednoczasowe zastosowanie kilku sond sprzgzonych z réznymi fluorochromami,
a tym samym analiz¢ kilku loci mikrosatelitarnych w tej samej probce, w jednym czasie
(multiplex PCR) [69]. Z kolei wprowadzenie elektroforezy kapilarnej i zautomatyzowa-
nie procesu pozwala na posrednia oceng ilo§ciowa DNA poprzez oceng pola pod krzywa
piku. Obecnie dostgpne i najczgsciej uzywane sa komercyjne zestawy multiplexowe
zawierajace 9-10 markeréw loci STR, ktore pozwalaja, nawet w bardzo spokrewnionych
populacjach, na znalezienie przynajmniej jednego rdéznicujacego dawce i biorce markera.

1.3.2. Chimeryzm erytropoetyczny

Kluczowa rolg w powodzeniu przeszczepienia odgrywaja antygeny HLA, ktorych
ekspresja stwierdzana jest juz na wczesnych komorkach progenitorowych. Antygeny
czerwonokrwinkowe pojawiaja si¢ na komorkach w podzniejszej fazie dojrzewania, a
brak ich zgodnos$ci migdzy biorca a dawca nie stanowi przeciwwskazania do przeszcze-
pienia. Poniewaz geny kodujace HLA i antygeny grupowe krwi dziedzicza si¢ niezalez-
nie, mimo pelnej zgodnosci HLA, u ok. 40-50% par biorca-dawca notuje si¢ réznice w
zakresie ukltadu ABO lub Rh. Odsetek ten jest nawet wigkszy i moze sigga¢ 80% par,
jezeli dokonuje si¢ oznaczen szerszych — obejmujacych kilka lub kilkanascie antygenow
grupowych, poza gtéwnymi. W rutynowych badaniach wykorzystuje si¢ oznaczenia w
uktadzie ABO i Rh oraz badanie miana przeciwciat naturalnych (izoaglutynin) w surowi-
cy. Rdéznice migdzy antygenami, a w szczegdlnosci obecnos¢ przeciwceiat skierowanych
przeciwko antygenom u dawcy i biorcy sa podstawa do podziatu niezgodnosci na duza,
malg i mieszana[70,71]. Przedstawiony w tabeli 4 podzial opiera si¢ na rutynowo
oznaczanych antygenach grup gtéwnych ABO oraz obecnosci naturalnych izoaglutynin.

Tabela4  Charakterystyka poszczegdlnych typow niezgodnosci.

Table 4  Characteristics of incompatibility types
Niezgodno$é Definicja T ABO.
u dawcy i biorcy
Duza Obecnos¢ w surowicy biorcy izoaglutynin ~ Biorca grupy 0,
skierowanych przeciwko antygenom -- dawca A, B lub AB
obecnym na krwinkach dawcy Biorca A lub B,
- dawca AB
Mata Obecnos¢ w surowicy dawcy izoagluty- Biorca grupy A,B lub AB,
nin skierowanych przeciwko antygenom - dawca grupy 0
na krwinkach biorcy
Mieszana Kombinacja obu niezgodnosci (w surowi-  Biorca grupy A,
cy dawcy 1 biorcy obecno$¢ niezgodnych - dawca B
izoaglutynin skierowanych odpowiednio Biorca grupy B,
przeciwko antygenom na krwinkach - dawca A

biorcy 1 dawcy)
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Niezgodno$¢ w zakresie grup gtownych i zwigzana z tym obecnos¢ krzyzowo reagu-
jacych izoaglutynin niesie ze soba ryzyko komplikacji juz w momencie przetoczenia
przeszczepu. Kluczowa rolg odgrywa tu rodzaj materiatu przeszczepowego. Preparaty
uzyskane metoda cytaferezy z krwi obwodowej dawcy zawieraja niewielka ilo$¢ erytro-
cytow (zwykle ponizej 10 ml objetosci preparatu) oraz niewielka ilo$¢ osocza. W tym
przypadku mozna problem niezgodnosci i ryzyka komplikacji praktycznie pomi-
na¢ [72]. Inaczej, gdy materialem przeszczepowym jest szpik. Poniewaz objgtos¢ prze-
szczepu wynosi zwykle ponad 1000 ml krwi szpikowej, moze by¢ to porownane z prze-
toczeniem w przyblizeniu 1 j. koncentratu krwinek czerwonych[73]. W przypadku
niezgodnosci wigkszej wiaze si¢ to z wysokim ryzykiem ostrej reakcji hemolitycznej,
wywotanej reakcja migdzy izoaglutyninami biorcy a antygenami na erytrocytach dawcy.
Istnieja dwie metody zapobiegania temu niepozadanemu efektowi. Pierwsza powszech-
nie stosowana w Europie polega na wykonaniu zabiegu lub zabiegéw plazmaferezy u
biorcy przed przetoczeniem materiatu przeszczepowego. Ma to na celu usunigcie prze-
ciwciat[74,75]. Wskazania do zabiegu opiera si¢ o okreslenia ich miana. Wytyczne
zalecaja przygotowawcza plazmaferez¢ u biorcow, u ktorych miano izoaglutynin jest
wyzsze lub rowne 64. W przypadku miana 32 zabiegi prewencyjne uzaleznione sa od
ilodci erytrocytow w przeszczepie [76]. Inng metoda, czgsciej obecnie stosowang w
Stanach Zjednoczonych jest usunigcie erytrocytoéw z materiatu przeszczepowego, zwy-
kle przy pomocy separatora komorkowego lub innymi metodami laboratoryjnymi [72].

Innym powiktaniem niezgodnos$ci wigkszej jest opdznienie regeneracji uktadu czer-
wonokrwinkowego, a niekiedy gleboka depresja erytropoezy prowadzaca do czystej
aplazji czerwonokrwinkowej (PRCA — pure red cell anaemia)[77-79]. To ostatnie
powiklanie, niejasne etiopatogenetycznie, ttumaczy si¢ migdzy innymi gitebokim uszko-
dzeniem progenitorOw erytropoezy zawartych w materiale dawcy oraz przetrwaniem
elementow systemu immunologicznego biorcy — gltéwnie limfocytow B i plazmocytow
produkujacych izoaglutyniny charakterystyczne dla biorcy [80].

W przypadku niezgodnos$ci mniejszej wystgpuje ryzyko powiktan hemolitycznych;
bezposrednich, w trakcie przetoczenia, ale takze opdznionych [81-84]. Pierwsze zwia-
zane sa z oddziatywaniem izoaglutynin dawcy z erytrocytami biorcy, drugie z zawartymi
w materiale przeszczepowym tzw. ,limfocytami pasazerskimi”. W przypadku szczeg6l-
nie wysokiego miana izoaglutynin u dawcy zaleca si¢ redukcj¢ osocza w przeszczepie
lub modyfikacj¢ immunosupresji w poczatkowym okresie po przeszczepieniu[76, 85].
Opdznione powiktania hemolityczne wystepuja zwykle ok. 10-15 dnia po przeszczepie-
niu, w okresie regeneracji i zwiazane sa z obecnoscia w przeszczepie limfocytoéw B, z
przetrwala zdolnos$cia syntezy izoaglutynin. Takze w przypadku niezgodnosci mniejsze;j
odnotowuje si¢ w pismiennictwie mozliwos$¢ opdznienia regeneracji hematopoezy [86] .

Ze wzgledu na czas przezycia dojrzatych erytrocytow w pierwszych trzech miesia-
cach po przeszczepieniu obserwuje si¢ wystgpowanie dwoch populacji krwinek — prze-
trwatych erytrocytow biorcy oraz erytrocytow dawcy, co okreSla si¢ mieszanym chime-
ryzmem erytropoetycznym (eMC — erytropoietic mixed chimerism). Powyzej doby +100
populacja erytrocytow biorcy ulega stopniowej degradacji, a we krwi obserwuje si¢
jedynie erytrocyty o uktadzie antygenowym charakterystycznym dla dawcy. Zjawisko to
— faktycznej zmiany grupy krwi — okresla si¢ mianem catkowitego chimeryzmu erytro-
poetycznego (eCC — erytropoietic complete chimerism)[71,87,88]. Zjawisko wyste-
powania dwoch populacji krwinek o odmiennych antygenach grupowych obserwuje si¢
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w standardowo stosowanych testach do oznaczen grup krwi. Pozwala to jedynie na oce-
n¢ jakosciowa zjawiska. Nie niesie natomiast informacji iloSciowych. Podejmowano
proby oznaczen antygendw czerwonokrwinkowych przy pomocy cytometru przeptywo-
wego, co pozwalalo na oceny poétilosciowe [89,90]. Jednak metoda ta, kosztowna
i czasochtonna, nie znalazla szerszego zastosowania.

Odregbnym zagadnieniem jest zjawisko zanikania izoaglutynin biorcy. Tempo zani-
kania przeciwciat naturalnych moze by¢ rézne w zaleznosci od typu niezgodnosci i osia-
gania catkowitego chimeryzmu[91]. Za ich produkcj¢ odpowiedzialne sa przetrwate,
mimo zastosowanego kondycjonowania plazmocyty. Istnieja doniesienia, Zze na ich zani-
kanie moze mie¢ wpltyw wystepowanie GvHD, co, jak si¢ postuluje, ma dowodzi¢ wy-
stepowania zwigzanego z GVHD efektu przeszczep przeciwko plazmocytom [80] .

Zjawisko to, jak wspomniano powyzej, moze dowodzi¢ przetrwania immunokompe-

tentnych elementow komorkowych, ktorych rola w dtugofalowym przebiegu przeszcze-
pienia nie jest doktadnie okreslona.
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2. ZALOZENIA I CELE PODJETYCH BADAN

Mimo postepu w dziedzinie terapii zachowawczej, przeszczepienie komorek macie-
rzystych hematopoezy nadal pozostaje w wielu chorobach uktadu krwiotworczego jedy-
ng metoda lecznicza pozwalajaca na uzyskanie dtugotrwalego przezycia bez cech choro-
by. Ryzyko procedury transplantacyjnej zostalo w ostatnim dziesigcioleciu istotnie ogra-
niczone. Stato si¢ tak dzigki postgpowi w dziedzinie terapii wspomagajacej, skuteczne-
mu leczeniu infekeji z zastosowaniem nowych generacji lekow, rozwojowi metod dia-
gnostycznych pozwalajacych na szybkie wykrywanie powiktan i skuteczne im przeciw-
dziatanie na zasadzie prewencji lub leczenia wyprzedzajacego [39]. Wczesna $miertel-
no$¢ potransplantacyjna w znacznie mniejszym stopniu decyduje obecnie o niepowo-
dzeniu przeszczepienia. Ograniczenie $Smiertelnosci zwiazanej z toksycznoscia procedu-
ry, powikltaniami aplazji szpiku i dysfunkcji uktadu immunologicznego, a takze coraz
skuteczniejsze leczenie choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi zwigkszyto popu-
lacjg dlugotrwale przezywajacych. Obserwacja tej populacji pozwala na stwierdzenie, ze
obecnie gtéwnym problemem transplantacyjnym stata si¢ wznowa choroby po przepro-
wadzonej transplantacji. Problem jest tym bardziej istotny, ze leczenie wznowy choroby
po przeszczepieniu komorek krwiotworczych jest najczesciej malo skuteczne, a wigk-
sz0$¢ chorych ginie mimo podjetej terapii. Biorac pod uwage, ze chorzy z ostrymi bia-
taczkami poddani transplantacji byli w przesztosci leczeni schematami wielolekowymi,
mozliwosci skutecznej terapii jest bardzo ograniczona. Wazkos$¢ problemu dostrzegt w
2010 roku amerykanski Narodowy Instytut Raka (NCI — National Cancer Institute) po-
$wigcajac problemom wznéw potransplantacyjnych migdzynarodowe spotkanie robocze,
ktore w kilku podgrupach zajglo si¢ kompleksowym opracowaniem szeregu zagadnien
dotyczacych wznowy choroby po przeszczepieniu[92]. Tematem opracowan staty si¢
migdzy innymi problem reakcji przeszczep przeciwko biataczce (guzowi) [93 ], monito-
rowanie poprzeszczepowe 1 dziatania prewencyjne [94,95]. Wskazano rowniez na
zasadnicze trudnosci w formutowaniu wnioskow ptynacych z dostgpnych badan.

Rola dhugotrwale utrzymujacego si¢ mieszanego chimeryzmu jest do chwili obecne;j
przedmiotem kontrowersji. Zjawisko to moze oznacza¢ wytworzenie mechanizmow
stabilnej tolerancji, ale rowniez wskazywa¢ na zagrozenie wznowa choroby [96,97]. W
przeszczepieniach niemieloablacyjnych 1 o zredukowanej toksycznosci oznaczanie chi-
meryzmu we wczesnym okresie poprzeszczepowym ma precyzyjnie okreslone znacze-
nie, poniewaz warunkuje decyzje terapeutyczne (m.in. zastosowanie DLI — donor lim-
phocyte infusion) [98] . Nie ma natomiast jednoznacznego stanowiska co do roli monito-
rowania chimeryzmu w przeszczepieniach mieloablacyjnych. Nowoczesne, molekularne
metody podwazyly wczesniejsza tezg, ze przeszczepienia z kondycjonowaniem mieloa-
blacyjnym prowadza do calkowitego chimeryzmu juz we wczesnym okresie potrans-
plantacyjnym. A wobec tego rodzi si¢ pytanie - jakie jest znaczenie mieszanego, szcze-
goblnie wzrostowego chimeryzmu w tego typu transplantacjach i czy zjawisko to powin-
no wpltywaé na postgpowanie potransplantacyjne. W pismiennictwie brak jest takze
przestanek, ktére pozwolilyby na jednoznaczna odpowiedz, czy w przypadku wybranych
chorych wydhuzenie profilaktyki pozwolitoby na uniknigcie lub ztagodzenie objawow
cGvHD a takze, czy chorzy ze zidentyfikowanymi czynnikami wysokiego ryzyka
wznowy moga odnie$é korzys$é z wezesniej podjetej redukeji profilaktyki immunosupre-
syjnej. Ze wzgledu na réznorodno$é standardow odstawiania CsA po transplantacji i
brak obiektywnych wskaznikow mogacych wspomoc klinicyste w zakresie planowania
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czasu trwania profilaktyki, wydawalo si¢ uzasadnionym podjgcie badan dotyczacych
tego problemu. Wiasne dane dotyczace cGvHD oraz doniesienia dotyczace zwigkszone-
go ryzyka wznowy u chorych z MC publikowane w literaturze [99, 1007, staly si¢ pod-
stawa do zmian w obowiazujacym w naszym osrodku protokole profilaktyki immunosu-
presyjnej w oparciu o badanie chimeryzmu.

Podejmujac badania, zatozono, Ze oznaczany metodami molekularnymi przetrwaty
do doby 60. MC, bez objawéw GVHD wyodrebnia grupe chorych zagrozonych wznowa
i podjeto badania nad wptywem modyfikacji profilaktyki immunosupresyjnej na czg¢-
sto$¢ jej wystgpowania. Wysunigto hipoteze, ze wczesniejsza redukcja immunosupresji
moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia odsetka wznoéw w porownaniu do grupy historycz-
nej. Jednoczesnie zalozono $ciste monitorowanie wystgpowania zaro6wno ostrej jak i
przewleklej GvHD.

Wplyw niezgodnosci w uktadzie ABO na wystepowanie powiklan okotoprzeszcze-
powych 1 ogdlne przezycie jest przedmiotem do$¢ licznych, czgsto sprzecznych publika-
cji[101-107]. Natomiast znaczenie monitorowania chimeryzmu erytropoetycznego i
wptyw dlugotrwatego utrzymywania si¢ wlasnej erytropoezy biorcy (eMC) ma niewyja-
$nione znaczenie kliniczne. Nieliczne sa rowniez opracowania dotyczace monitorowania
miana izoaglutynin i znaczenia klinicznego zmian.

Jako cele pracy postawiono:

1. Oceng wuzytecznosci systematycznych badan chimeryzmu metodami

molekularnymi we krwi obwodowe;j i szpiku w zakresie prognozowania:
o wystapienia wznowy choroby
o wystapienia rozleglej postaci przewleklej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi
2. Okreslenie  strategii ~ monitorowania  chimeryzmu  erytropoetycznego
1jego uzytecznosci w:
o zakresie prognozowania powiklan zaleznych bezposrednio od
zaburzen regeneracji uktadu hematopoezy
o ryzyka wystapienia innych powiktan

3. Modyfikacj¢ obowiazujacego protokotu opieki potransplantacyjnej w zakresie

strategii profilaktyki immunosupresyjnej
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Ze wzgledu na to, ze dobdr grupy badanej musial mie¢ charakter losowy (populacja
poddana transplantacji) w rozdziale przedstawiono najpierw protoko6t badania, a nastep-
nie opracowanie dotyczace badanej populacji.

3.1. Protokol badania

Zgodnie z obowiazujacym w osrodku protokolem transplantacyjnym pacjenci po
przeszczepieniu byli objeci dlugoterminowa obserwacja po wypisie ze szpitala w warun-
kach ambulatoryjnych, z systematyczna kontrola stanu ogdlnego, obecnosci powiktan i
monitorowaniem immunosupresji.

W okresie pierwszych 100 dni po przeszczepie pacjenci podlegali regularnym kon-
trolom stanu zdrowia w czasie cotygodniowych wizyt. W dalszym czasie wizyty ruty-
nowe odbywaly si¢ w odstgpach 2-4 tygodni. W ciagu 2 roku od przeszczepu pacjenci
zglaszali si¢ na wizyty kontrolne wyznaczane w odstepach 1 miesiaca. W kolejnych
latach wizyty odbywaty si¢ co 3 miesiace. Okres pomigdzy wizytami ulegat zmianie w
przypadku zaobserwowania powiktan.

W czasie wizyt planowych przeprowadzano rutynowe badanie lekarskie oraz pobie-
rano krew na badania:

e Badanie podmiotowe ze szczegbdlnym uwzglednieniem objawdéw GvHD
e Badanie przedmiotowe z uwzglednieniem wagi ciata

e  Ocena:

Morfologii krwi

Gospodarki wodno-elektrolitowe;j,

Funkcji nerek , watroby

O O O O

Profil wirusologiczny skrécony (CMV) — w okresie 1 roku po
przeszczepie

o Stezenia cyklosporyny — do czasu utrzymywania terapii

Po uptywie 30, 60, 100, 180 i 360 dni od przeszczepu, a nastgpnie co 6 miesigcy, w
czasie tzw. wizyty podsumowujacej pacjent poddawany byt panelowi badan, ktérych
wyszczegodlnienie przedstawia (Tabela 5). Oznaczenia A i B zawarte w tej tabeli wska-
Zuja na szczegodlne postgpowanie w odniesieniu do wybranej grupy pacjentow (A) lub
monitorowania st¢zenia cyklosporyny (B).
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Tabela 5  Zestawienie wykonywanych badan.

Table 5 The summary of carried out examination

Badania 30 60 100 180 360  astepnie
co 6 mcy

zgicdnieniem Sojaon oD L

7 wwrgledneniem wagiciala e e

Pobranie krwi celem oceny:
Morfologii krwi + + + + + +
Gospodarki wodno-elektrolitowej + + + + + +
Gospodarki zelazowej + + + + + +
Funkcji nerek, watroby + + + + + +
Chimeryzmu metodami molekularnymi + + + + + +
Grupy krwi + + + A
Profilu wirusologicznego + + + + + +
Stezenia cyklosporyny + + + + B B

Pobranie szpiku do badania:
Cytologicznego + + + + + +
Choroby resztkowej + + + + + +
Cytogenetycznego + + + + +

Badanie spirometryczne + + + + + +

il R

Badanie echokardiograficzne

u pacjentdw po uprzednim leczeniu + +

antracyklinami

A — U pacjentéw z niezgodnoscia w zakresie grup gtéwnych krwi ABO lub Rh mig-
dzy biorca a dawca monitorowano w trakcie wizyt podsumowujacych obecnos¢ antyge-
néw grupowych na krwinkach czerwonych i miano przeciwcial naturalnych w surowicy

do czasu petnej zmiany grupy krwi.

B — Stgzenie cyklosporyny monitorowano do doby setnej co tydzien, nastgpnie w
zaleznosci od redukcji dawki leku w odstgpach co 3-4 tygodnie, az do catkowitego od-

stawienia CsA.
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W protokole opieki potransplantacyjnej stosowanym w okresie badania (1994-2004
1 2010-2011) wyniki badan chimeryzmu nie miaty wptywu na postgpowanie kliniczne.
Protokot przewidywal nast¢pujace dziatania profilaktyczno-terapeutyczne w zakresie
immunosupresji:

u chorych bez cech choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD)
kontynuowano podawanie cyklosporyny w dawkach utrzymujacych stgzenie
terapeutyczne do doby +100, a nastgpnie stopniowo zmniejszano jej
dawkowanie, tak, aby odstawi¢ lek w dobie +180

chorzy z objawami ostrej lub przewlektej GVHD byli w ramach I rzutu terapii
leczeni sterydami kory nadnerczy (encorton doustnie lub methylprednisolon
dozylnie) w zalezno$ci od obrazu klinicznego. W przypadku nieskutecznosci
leczenia I rzutu stosowano inne leki immunosupresyjne (mykofenolan mofetilu,
takrolimus, metotreksat, azathiopryng, rituximab, sirolimus). U tych chorych
odstawienie immunosupresji miato miejsce w przypadku catkowitego
wygaszenia objawow choroby lub zmniejszenia nasilenie objawéw do stopnia
postaci ograniczone;.

Od latach 2005-2009 uzalezniano strategi¢ profilaktyki immunosupresyjnej od wy-
nikdéw badania chimeryzmu metodami molekularnymi z decydujacym znaczeniem wyni-
ku oznaczenia chimeryzmu we krwi obwodowe;j

U pacjentow, ktorzy osiagneli catkowity chimeryzm (CC) w dobie +30 lub +60
kontynuowano leczenie cyklosporyna ze szczeg6lna staranno$cia monitorujac i
utrzymujac poziom terapeutyczny leku we krwi do doby +100, a nastgpnie
stopniowo, powolnie zmniejszano dawke (o 25 mg co 2 tygodnie), co zwykle
oznaczato wydtuzenie immunosupresji poza dobg +180

U pacjentow, u ktorych w dobie +60 stwierdzano obecnos¢ chimeryzmu
mieszanego (MC) rozpoczynano odstawianie cyklosporyny — 25 mg co 2
tygodnie, co oznaczato calkowite odstawienie leku przed doba +180.

Pacjenci prezentujacy objawy GvHD byli leczeni zgodnie z wczesniejszym
protokotem, niezaleznie od wynikéw badan chimeryzmu
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3.2. Charakterystyka badanych grup pacjentéw

Materiatem badawczym wykorzystanym w pracy byly dane dotyczace 320 aloge-
nicznych przeszczepow szpiku przeprowadzonych w Klinice Hematologii i Transplanto-
logii GUMed w latach 1994-2011.

W zakresie realizacji pierwszego celu badawczego (okreslenie znaczenia chimery-
zmu STR oraz wptywu modyfikacji immunospupresji) materiat ten przedstawiono jako:

e  Grupg poddang analizie — dane dotyczace wszystkich analizowanych pa-
cjentdow, zawierajace:
o Dane pacjentow wykorzystane do analiz poréwnawczych — doty-
czace zarOwno pacjentdw z oznaczanym, jak i nieoznaczanym
chimeryzmem

o Dane pacjentéw poddanych protokotowi badawczemu, u ktérych
zgodnie z protokolem monitorowano systematycznie chimeryzm
poprzeszczepowy

e  Grupeg badana — dane dotyczace pacjentow, u ktorych zgodnie z zalozenia-
mi dokonywano modyfikacji profilaktyki immunosupresyjnej oraz grup po-
rownawczych

W zakresie drugiego celu badawczego z grupy poddanej analizie wyodrgbniono
grupe badana.

Obserwacje chorych zostaty zamknigte na dzien 01-01-2013.

3.2.1. Grupa poddana analizie

Przedstawione cele pracy oraz zwiazane z nimi analizy statystyczne wskazywaty na
potrzebe zawezenia i ujednolicenia cato$ci materialu (obejmujacego 320 chorych) jedy-
nie do tych pacjentow, ktorzy mieli rutynowe wskazania do przeszczepu i jedynie mie-
loablacyjne kondycjonowanie. Warunkéow tych nie spetniato 80 pacjentow sposrod
wszystkich poddanych transplantacji. Doktadne powody wykluczenia przedstawia Tabe-
la 6.

Tabela 6 Powody wykluczenia z grupy poddanej analizie
Table 6 Exclusion criteria in analysed group

Kod  Opis Liczba
Przeszczepienia z brakiem przyjgcia przeszczepu (graft failure)
1 z nastgpczym doszczepieniem 10

Przeszczepienie o charakterze ratunkowym
— transplantacje przeprowadzane w niepelnej lub bez remisji cho-
roby, co wiazato si¢ z niestandardowym post¢gpowaniem przygo-

2 towawczym 35
3 Przeszczepienia niemieloablacyjne 17
4 Przeszczepienie syngeniczne 1
5 Przeszczepienia w latach 1994-1996 17

Lacznie liczba przeszczepien nieuwzglednionych 80
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Rycina3  Rozktad procentowy przyczyn wykluczenia chorych
Figure 3 Percentage distribution of patients’ exclusion reasons

Tabela7  Grupa analizowana — liczba przeszczepien od dawcow rodzinnych
i niespokrewnionych w kolejnych latach
Table 7 The analyzed group — number of transplants from family donors and unrelated in

following years
Rodzaj przeszczepu
Od dawcy Od dawcy R
Rok przeszczepu rodzinnego niespokrewnionego Y azertnk h
(FAM) (MUD) (% wszystkich)

1997 15 15 (100% )
1998 15 15 (100% )
1999 17 17 (94%)
2000 17 17 (89%)
2001 13 1 14 (82%)
2002 13 3 16 (70% )
2003 19 5 24 (83%)
2004 13 8 21 (72%)
2005 12 9 21 (70%)
2006 7 7 14 (82%)
2007 2 1 3(43%)
2008 10 3 13 (68%)
2009 8 9 17 (68% )
2010 7 13(93%)
2011 7 13 20(77%)
Suma konicowa 174 66 240 (75%)
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W kolejnych zestawieniach tabelarycznych przedstawiono dane dotyczace grupy
poddanej analizie. Celem oceny, czy wykluczenia nie maja charakteru selektywnego
zestawiono dane dotyczace grupy analizowanej z danymi dotyczacymi wszystkich wy-
konanych transplantacji.

Tabela 7 przedstawia liczby transplantacji wykonanych w kolejnych latach z podzia-
fem na pochodzenie materialu przeszczepowego. Do 2000 roku przeszczepy stanowity
jedynie komorki progenitorowe pochodzace od dawcoéw rodzinnych (FAM — match
family donor). W 2001 r. dokonano pierwszego przeszczepienia komorek macierzystych
uktadu krwiotworczego pochodzacych od dawcy niespokrewnionego (MUD — match
unrelated donor). W 2010 roku liczba transplantacji MUD przekroczyta liczbg prze-
szczepien od dawcoéw spokrewnionych. Rozktad wykluczen w latach 1997 — 2006 byt
rownomierny i wahat si¢ od 0 do 28%. Rok 2007 i dwa nastgpne lata byl okresem wyga-
szenia, a nastgpnie wznowienia dziatalnosci, po dokonaniu generalnego remontu oddzia-
hu przeszczepowego. Ze zrozumiatych wzglgdow, w roku 2007 i poczatkowym okresie
2008 dokonywano jedynie transplantacji ratunkowych.

Wskazaniem do przeszczepienia byly gldéwnie schorzenia onkohematologiczne,
z wyjatkiem cigzkiej postaci anemii aplastycznej i nocnej napadowej hemoglobinurii
w fazie aplastycznej.

Tabela 8 przedstawia wskazania oraz liczebno$¢ grup chorych w zaleznosci od ro-
dzaju transplantacji (FAM 1 MUD). Najliczniejsza byta grupa chorych z ostrymi biatacz-
kami — szpikowa i limfoblastyczna. Transplantacje u chorych z przewlekta biataczka
szpikowa byly przeprowadzane gtownie w latach 90-tych i na poczatku XXI wieku. Od
roku 2003 liczba transplantacji wykonywanych u chorych z tym wskazaniem systema-
tycznie spada. Trzecim pod wzgledem liczby dokonanych transplantacji wskazaniem jest
zespot mielodysplastyczny. Liczebnosci grup ksztaltuja si¢ podobnie w obu rodzajach
transplantacji.

W zestawieniu rozpoznan najwigkszy odsetek wykluczen dotyczyt chloniakdw:
Hodgkina i nieziarniczych oraz CLL. W schorzeniach tych przeprowadzano gltéwnie
przeszczepienia po kondycjonowaniu niemieloablacyjnym lub o zredukowanej toksycz-
nosci.
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Tabela 8  Wskazania do przeszczepienia w grupie poddanej analizie.
Table 8  Transplant indications in analyzed group

Rodzaj przeszczepu

Od dawcy Od dawcy
Rok przeszczepu rodzinnego niespokrewnionego o Lo .
(FAM) (MUD) (% wszystkich)
aCML 2 1 3(100% )
ALL 28 13 41 (80% )
AML 57 27 84 (77%)
CLL 3 3(38%)
CML 58 13 71 (77%)
HL 1 2 3(50%)
CEL 1 1(100% )
MDS 14 8 22 (76%)
MF 1 1(33%)
MM 2 2 4(80% )
NHL 1 1(20%)
PNH 1 1(100% )
SAA 5 5(83%)
FLacznie 174 66 240 (75% )

Ze wzgledu na dalsze analizy oraz liczbg transplantacji w poszczegdlnych wskaza-
niach do przeszczepienia, cata grupg podzielono na 4 podgrupy wskazan, ktore przed-
stawia tabela 9. Pacjentéw z ostra bialaczka szpikowa i limfoblastyczna sklasyfikowano
w obrebie jednej grupy. Do grupy ,Inne” wilaczono pacjentéw z grup o najmniejszej

liczebnosci transplantacji.

Tabela9  Podziat wskazan do przeszczepienia na 4 podgrupy
Table 9  Aggregation of indications for transplant into 4 subgroups

Podgrupa

Rozpoznania

AL - ostre biataczki

Ostra biataczka szpikowa
Ostra biataczka limfoblastyczna

MDS - zespoty mielodysplastyczne

PNM - przewlekle nowotwory
mieloproliferacyjne

Przewlekta biataczka szpikowa
Samoistne wioknienie szpiku
Przewlekta biataczka eozynofilowa

Inne

Chtoniak nieziarniczy

Szpiczak plazmocytowy
Przewlekta biataczka limfocytowa
Chtoniak Hodgkina

Nocna napadowa hemoglobinuria
Cigzka posta¢ anemii aplastycznej
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PNM
31%

Rycina4 Podgrupy chorych wydzielone wg wskazan do przeszczepienia
Figure 4  Subgroups of patients according to transplant indications

Wiek pacjentdow poddanych analizie w chwili transplantacji zwierat si¢ w przedziale
od 16 do 68 lat, z przewaga megzczyzn. Tabela 10 przedstawia rozktad wieku oraz plci
pacjentow poddanych obu rodzajom przeszczepienia w wydzielonych wezesniej podgru-
pach schorzen. Srednia wieku pacjentow z ostrymi biataczkami byta najnizsza i wynosita
37,6 lat. Grupa ta charakteryzowata si¢ jednak najwigksza rozpigtoscia wieku — od 18 do
68 lat. Najwyzszy $redni wiek zanotowano w grupie MDS. Pacjenci z grupy PNM
(gtownie z CML) byli poddawani przeszczepieniu okoto 40 roku zycia ($rednia wieku
39,3 lat). Wiek chorych z innymi wskazaniami do transplantacji miescit si¢ w szerokim
zakresie od 16 do 60 lat. Srednia wieku calej analizowanej populacji poddanej transplan-
tacji wynosita 38,2 lat. Najmtodszy pacjent mial 16 lat w chwili przeszczepienia, najstar-
szy 68 lat.

Tabela 10 Wiek i pte¢ biorcow przeszczepow od dawcow rodzinnych i niespokrewnionych
w grupie poddanej analizom z uwzglednieniem 4 podgrup wskazan.

Table 10  The age and gender characteristics of recipients from family donors and unrelated
in the analyzed group, taking account of 4 subgroups of indications

Rodzaj przeszczepu

Od dawcy Od dawcy
Rozpoznanie rodzinnego niespokrewnionego Razem
(FAM) (MUD)

AL. 85 40 125
Proporcja K:M 37:48 15:25 52:73
Wiek $redni 37,6 37,5 37,6
Zakres wieku (18,2 -59,2) (20,1 - 68,0) (18,2 - 68,0)

MDS 14 8 22
Proporcja K:M 8:6 4:4 12:10
Wiek $redni 42,4 38,9 41,1

Zakres wieku (27,3 - 56,2) (27,5 - 46,0) (27,3 - 56,2)
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PNM 62 14 76
Proporcja K:M 22 :40 6:8 28 :48
Wiek $redni 39,6 37,8 39,3
Zakres wieku (16,5 - 60,6) (20,9 - 56,1) (16,5 - 60,6)

Inne 13 4 17
Proporcja K:M 3:10 2:2 5:12
Wiek $redni 33,6 32,2 333
Zakres wieku (16,0 - 57,0) (21,6 - 49,6) (16,0 - 57,0)

Lacznie 174 66 240
Proporcja K:M 104 : 27 27:39 97 :143
Wiek $redni 384 37,4 38,1
Zakres wieku (16,0 - 60,6) (20,1 - 68,0) (16,0 - 68,0)

W analizowanej grupie 20% chorych mg¢zczyzn otrzymalo przeszczep od dawcy —
kobiety. Dawca i biorca byli tej samej ptci w 58% procentach par co nie réznito si¢ od
danych dla catej populacji poddanych transplantacji.

Tabela 11 Pte¢ biorcy i dawcy w analizowanej grupie.
Table 11 Gender of donors and recipients in the analyzed group

Pte¢ biorcy / pte¢ dawcy

Rozpoznanie K/K K/M M/K M/M Razem

AL. 25 27 26 47 125
MDS 7 5 5 5 22
PNM 11 17 16 32 76
Inne 2 3 2 10 17
Lacznie 45 52 49 94 240

Preferowanym materialem przeszczepowym byla krew obwodowa (82% ogodhu
transplantacji). We wszystkich, poza PNM, podgrupach wskazan, przeszczepy krwi
szpikowej stanowity od 10-20%. Jedynie w PNM odsetek ten wynosit 28%. Rodzaj
zastosowanego materiatu przeszczepowego w zaleznosci od podgrupy wskazan zawiera
Tabela 12.

Tabela 12 Rodzaje przeszczepow w podgrupach wskazan
Table 12 Transplant types in subgroups of indications

Materiat przeszczepowy

Rozpoznanie BM PB Razem
AL. 15 110 125
MDS 5 17 22

PNM 21 55 76
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Materiat przeszczepowy

Rozpoznanie BM PB Razem
Inne 2 15 17
Lacznie 43 197 240

Podana w przeszczepie liczba komorek CD34, podobnie jak w catej opisanej weze-
$niej grupie byta nizsza w przypadku zastosowania jako materiatu przeszczepowego
krwi szpikowej ($rednio 2,57-10%kg wagi ciala biorcy), niz w przypadku krwi obwodo-
wej ($rednio 5,88:10°/kg wagi ciala biorcy) (Tabela 13).

Tabela 13 Liczba komorek CD34 podana w materiale przeszczepowym
(10° / kg wagi ciata biorcy)
Table 13 Number of CD34 cells in the graft (10° / kg recipient’s weight)

Materiat przeszczepowy
Rozpoznanie BM PB Razem

AL.

warto$¢ $rednia 2,76 5,75 5,39

zakres wartosSci (1,2-4,1) (1,7 -17,5) (1,2-17,5)

liczba oznaczen 15 110 125
MDS

warto$¢ $rednia 2,86 5,30 4,75

zakres wartosci (1,7 - 4,0) (1,7-8,2) (1,7-8,2)

liczba oznaczen 5 17 22
PNM

warto$¢ $rednia 2,34 6,46 5,30

zakres wartosSci (1,0-6,3) (1,9 - 16,6) (1,0 - 16,6)

liczba oznaczen 21 55 76
Inne

warto$¢ Srednia 2,76 5,47 5,15

zakres wartosci (2,6 -2,9) (2,4-8.,5) (2,4-8,5)

liczba oznaczen 2 15 17
Lacznie

warto$¢ Srednia 2,57 5,88 5,29

zakres warto$ci (1,0-6,3) (1,7 -17,5) (1,0-17,5)

liczba oznaczen 43 197 240

Wszyscy chorzy z grupy analizowanej poddani byli kondycjonowaniu mieloablacyj-
nemu lub immunoablacyjnemu. W schorzeniach mieloproliferacyjnych mieloablacje
uzyskiwano stosujac chemioterapi¢ BuCy, natomiast w chorobach limfoprolifercyjnych
preferowanym typem kondycjonowania byto napromienianie catego ciata (TBI) w daw-
ce sumarycznej 12 Gy podawanej w 6 frakcjach. W cigzkiej postaci anemii aplastyczne;j
uzyskiwano immunoablacj¢ z zastosowaniem wysokich dawek cyklofosfamidu i globu-
liny antylimfocytarnej. Rodzaje kondycjonowania zastosowanego w 4 podgrupach
wskazan do przeszczepienia przedstawia tabela 14.
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Tabela 14 Typ postgpowania przygotowawczego zastosowany w podgrupach wskazan
w analizowanym materiale. MAC — kondycjonownie mieloablacyjne z zastosowaniem
BuCy, MAC_TBI — napromieniowanie catego ciata, IAC — immunoablacja)

Table 14  Conditioning type used in subgroups of indications in the analyzed patients

Typ kondycjonowania

Rozpoznanie IAC MAC MAC TBI Razem
AL. 98 27 125
MDS 17 5 22
PNM 67 9 76
Inne 5 9 3 17
Lacznie 5 191 44 240

Obserwacj¢ zakonczyt zgon w 48,8% przypadkach u pacjentow poddanych prze-
szczepieniu z powodu ostrej biataczki, w 54,5% w grupie chorych z MDS, 34,2% w
PNM i 52,9% w innych rozpoznaniach. Tabela 15 przedstawia $redni czas i zakres czasu
obserwacji do zgonu lub zamknigcia obserwacji w podgrupach wskazan do transplanta-
cji. Sredni czas obserwacji zyjacej populacji wynosit 2957 dni (374-5737); éredni czas
do zgonu 442 dni (4-3854).

Tabela 15 Sredni czas obserwacji do zgonu lub zamknigcia obserwacji w analizowanej grupie
w zaleznosci od podgrupy wskazan do przeszczepienia

Table 15  Average observation time until death or end of observation in the analyzed group
depending on subgroup of indications

Rozpoznanie Przezycie Zgon Razem
AL. 64 61 125
Sredni czas obserwacji 2410 386 1422
Zakres obserwacji (374 - 5696) (10 -2821) (10 - 5696)
MDS 10 12 22
Sredni czas obserwacji 2955 422 1573
Zakres obserwacji (1063 - 5142) (4 - 1485) (4-5142)
PNM 50 26 76
Sredni czas obserwacji 3718 474 2608
Zakres obserwacji (424 - 5681) (12 - 2245) (12 - 5681)
Inne 8 9 17
Sredni czas obserwacji 2588 749 1615
Zakres obserwacji (496 - 5737) (12 - 3854) (12 - 5737)
Lacznie 132 108 240
Sredni czas obserwacji 2957 442 1825
Zakres obserwacji (374 - 5737) (4 - 3854) (4 -5737)

Na rycinie 5 zilustrowano krzywa przezycia dla calej grupy analizowanej z podzia-
lem na przeszczepienia od dawcow spokrewnionych i niespokrewnionych. Dziesigcio-
letnie przezycie w analizowanej grupie wynosito 54,1%. Nie odnotowano réznic w
og6lnym przezyciu dla przeszczepien od MUD i FAM.
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Rycina 5 Krzywa przezycia pacjentow poddanych przeszczepieniu
od dawcow niespokrewnionych i spokrewnionych
Figure 5 Survival curve for patients after FAM and MUD transplant

W tabeli 16 przedstawiono liczbg obserwacji zakonczonej zgonem przed uptywem
roku po transplantacji (zgony wczesne) i po roku (zgony pdzne) — w analizowanej gru-
pie. Podobnie jak w calej poddanej transplantacji populacji, we wszystkich czterech
grupach rozpoznan dominowaty zgony wczesne — 62,0% wszystkich zgonow.
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Tabela 16 Liczba zgondw wczesnych i péznych oraz czas do zgonu w grupie poddanej analizie
Table 16 ~ Number of early and late deaths and time to death in the analyzed group

Zgony po przeszczepieniu

Do 1 roku Powyzej 1 roku Razem
AL. 36 25 61
Sredni czas przezycia 129 757 386
Zakres czasu przezycia (10 -363) (366 -2821) (10 - 2821)
MDS 7 5 12
Sredni czas przezycia 123 840 422
Zakres czasu przezycia (4-321) (371 - 1485) (4 - 1485)
PNM 19 7 26
Sredni czas przezycia 162 1319 474
Zakres czasu przezycia (12 -335) (441 -2245) (12 - 2245)
Inne 5 4 9
Sredni czas przezycia 56 1616 749
Zakres czasu przezycia (12 - 149) (609 - 3854) (12 - 3854)
Razem 67 41 108
Sredni czas przezycia 132 947 442
Zakres czasu przezycia (4 -363) (366 - 3854) (4 - 3854)

Jedna z gldwnych przyczyn $Smiertelnosci poprzeszczepowej byta wznowa choroby
podstawowej. Odsetek wznoéw roznit si¢ w zalezno$ci od wskazan i wynosit 27,2% u
pacjentéw podanych transplantacji z powodu ostrych bialaczkach, 22,3% w przewle-
ktych nowotworach mieloproliferacyjnych (gtéwnie w przewlektlej bialaczce szpikowe;j)
1 18,1% w zespotach mielodysplastycznych. W schorzeniach sklasyfikowanych w grupie
»Inne” byt najwyzszy i wynosit 29,4%. W ostrych biataczkach i zespotach mielodyspla-
stycznych dominowaty wznowy wczesne (do roku po transplantacji) — odpowiednio 76 i
100% wszystkich wznow, natomiast w przewlektych nowotworach mieloproliferacyj-
nych $redni czas do wznowy wynosit 1043 dni, a wznowy wczesne stanowity 29,4%
wszystkich zanotowanych w tej grupie. [lo$¢ wzndéw, wznéw wezesnych i péznych oraz
czas do wystapienia wznowy przedstawiaja tabele 17 1 18. Ryciny 6 ,7 i 8 przedstawiaja
krzywe przezycia wolnego od choroby dla catej analizowanej grupy oraz z uwzglgdnie-
niem rodzaju transplantacji (FAM, MUD) i wskazan do jej wykonania.

Prawdopodobienstwo 10-letniego przezycia wolnego od choroby wynosi 63,7% i nie
wykazuje istotnych statystycznie roznic dla przeszczepien od dawcoéw rodzinnych i
niespokrewnionych.
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Tabela 17 Liczba wznéw i $redni czas do wznowy w podgrupach wskazan

Table 17  Number of relapses and time to relapse in subgroups of indications

Rozpoznanie Bez wznowy Wznowa Razem
AL. 91 34 125
Czas do wznowy - 295 -
Zakres czasu do wznowy - (24 - 1222) -
MDS 18 4 22
Czas do wznowy -—- 187 -
Zakres czasu do wznowy -—- (90 - 308) ---
PNM 59 17 76
Czas do wznowy -—- 1043 -
Zakres czasu do wznowy - (112 - 3736) -
Inne 12 5 17
Czas do wznowy -—- 943 -
Zakres czasu do wznowy -—- (208 - 1671) -
Razem 180 60 240
Czas do wznowy --- 553 -—-
Zakres czasu do wznowy -—- (24 - 3736) -
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Rycina 6  Krzywa przezycia wolnego od choroby dla calej analizowanej grupy
Figure 6  Disease-free survival curve for the analyzed group
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Rycina 7 Krzywa przezycia wolnego od choroby po uwzglednieniu
rodzaju transplantacji (FAM i MUD)
Figure 7  Disease-free survival curve with type of transplant considered [FAM and MUD]
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Rycina 8 Krzywa przezycia wolnego od choroby w zalezno$ci od wskazan do transplantacji
Figure 8  Disease-free survival curve according to transplant indications
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Tabela 18 Wznowy wczesne i pozne w analizowanej grupie oraz $redni czas do wznowy
w zalezno$ci od wskazan do transplantacji

Table 18 Early and late relapses in the analyzed group and average time to relapse depending
on transplant indications

Wznowa po przeszczepieniu

Do 1 roku Powyzej 1 roku Razem

AL. 26 8 34

Sredni czas do wznowy 191 631 295

Zakres czasu do wznowy (24 - 361) (370 - 1222) (24 - 1222)
MDS 4 0 4

Sredni czas do wznowy 187 0 187

Zakres czasu do wznowy (90 - 308) (-) (90 - 308)
PNM 5 12 17

Sredni czas do wznowy 175 1404 1043

Zakres czasu do wznowy (112 -305) (397 -3736) (112 -3736)
Inne 1 4 5

Sredni czas do wznowy 208 1126 943

Zakres czasu do wznowy (208 - 208) (402 - 1671) (208 - 1671)
Razem 36 24 60

Sredni czas do wznowy 189 1100 553

Zakres czasu do wznowy (24 - 361) (370 - 3736) (24 - 3736)
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Rycina 9  Krzywa przezycia dla chorych analizowanych w zalezno$ci
od wystapienia wznowy choroby
Figure 9 Survival curve for patients analyzed according to relapse occurrence
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Prawdopodobienstwo 10-letniego przezycia wolnego od choroby bylo najwyzsze w
grupie chorych z PNM (ryc. 8), najnizsze dla pacjentow z grupy ,,Inne”.

Rycina 9 przedstawia krzywa przezycia dla chorych, u ktérych nie zanotowano na-
wrotu choroby i chorych ze wznowa. Prawdopodobienstwo 3 letniego przezycia dla
pacjentow wolnych od choroby wynosi 64% dla chorych, u ktérych doszto do wznowy
choroby — 27%

3.2.2. Grupy badane

3.2.2.1. Grupa wykorzystana w realizacji pierwszego celu badawczego

Ze wzgledu na strategi¢ postgpowania okreslong protokotami transplantacyjnymi
mozliwe byto wydzielenie nastgpujacych grup pacjentow:

— Grupa 0 — profilaktyka immunosupresyjna prowadzona standardowo,
niezaleznie od oznaczen chimeryzmu — 107 pacjentow.

— Grupa 1 — profilaktyka immunosupresyjna modyfikowana zaleznie od
postaci stwierdzanego chimeryzmu — 59 pacjentow. W obrgbie tej grupy
rozrozniono 2 dalsze podgrupy:

o Podgrupa 1 CC — z intensywna profilaktyka immunosupresyjna
wynikajaca z wczesnego (do doby 60 po przeszczepieniu)
uzyskania CC — 34 pacjentow.

o Podgrupa 1 MC z ostabionym profilaktycznym postgpowaniem
immunosupresyjnym, wynikajacym z utrzymujacego si¢ MC do
doby 60 po transplantacji MC — 25 pacjentéw

— Grupa L — pacjenci leczeni immunosupresyjnie z powodu objawéw GvHD
w dobie 60 po przeszczepieniu 74 pacjentow.

Diagram 10 przedstawia odsetkowy podziat analizowanej grupy na grupy badawcze.

Rycina 10 Podzial grupy analizowanej na grupy i podgrupy badawcze
Figure 10 The subgroups within analyzed group
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Poniewaz wszystkie analizowane przeszczepienia wykonywano po post¢gpowaniu
przygotowawczym mieloablacyjnym, nie réoznicowano grup w zalezno$ci od schorzenia
podstawowego.

Zatozono zastosowanie dwoch pierwotnych, podstawowych kryteriow oceny:
e Powodzenia transplantacji — okreslanego jako
o brak wznowy,

o brak objawdw rozlegtej postaci cGvHD wymagajacych aktywnego
postgpowania immunosupresyjnego

e Niepowodzenia transplantacji — okreslanego jako:
o wznowa choroby

o aktywna, rozlegta posta¢ cGvHD wymagajaca przewleklego,
ogolnego leczenia immunosupresyjnego

Pacjenci do podgrup badawczych 1 CC i 1 MC, z rutynowymi wskazaniami do
przeszczepienia, byli rekrutowani po oznaczeniu chimeryzmu w dobie 60. po przeszcze-
pieniu. Wigkszo$¢ w obu podgrupach (64,7 i 68% odpowiednio w grupach 1 CC i 1-
MC) stanowili chorzy z ostrymi biataczkami wysokiego ryzyka wznowy. W grupach
poréwnawczych 0 i L odsetek chorych z AL byt podobny i wynosit 50,4% 1 52,1%,
odpowiednio. Srednia wieku we wszystkich grupach miescita si¢ w przedziale miedzy
35 a 40 rokiem zycia. Jedynie w grupie 0 przewazaty biorcy — kobiety. Proporcja prze-
szczepien od dawcow rodzinnych i niespokrewnionych wynosita od 70,6 do 77%, jedy-
nie w podgrupie 1-MC odsetek przeszczepien od dawcow rodzinnych wynosit ponizej
70% (64%). We wszystkich grupach przewazaty przeszczepy pochodzace z krwi obwo-
dowej, zawierajace $rednio 5,3-10° komorek CD34 na kilogram wagi ciata biorcy. Sredni
czas obserwacji we wszystkich grupach i podgrupach wynosit ponad 2 lata. Szczegdtowa
charakterystyke grup badanych przedstawia tabela 19.
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Tabela 19 Charakterystyka badanych grup i podgrup
Table 19  Analyzed subgroups characteristics
Podgrupa
Element charakterystyki 0 1 CC 1 MC L Razem
Liczno$¢ 107 34 25 74 240
Rozpoznanie
AL. 54 22 17 32 125
MDS 8 3 9 22
PNM 35 8 30 76
Inne 10 3 17
dane biorcy
proporcja K : M 52:55 13:21 8:17 24 :50 97 :143
wiek $redni (lata) 39,2 355 38,6 37,5 38,1
zakres warto$ci wieku (16,0-60,6)  (19,3-56,1) (18,7-55,0) (18,4-68,0) (16,0-68,0)
rodzaj kondycjonowania
IAC 3 0 1 1 5
MAC 93 23 18 58 191
MAC_TBI 11 11 6 15 43
typ przeszczepienia
proporcja FAM : MUD 77 : 30 24:10 16:9 57:17 174 : 66
odsetek FAM 72,0% 70,6% 64,0% 77,0% 72,5%
material przeszczepowy
proporcja PB : BM 92:15 27:7 19:6 59:15 197 : 43
odsetek PB 86,0% 79,4% 76,0% 79,7% 82,1%
Ilos¢ komorek CD34
(- 10%kg wagi biorcy)
wartos¢ Srednia 5,2 4.7 4,7 5,9 5,3
zakres warto$ci (1,2-13,0) (1,7-9,8) (1,8-7,3) (1,0-17,5)  (1,0-17.5)
czas obserwacji (miesiace)
wartos¢ $rednia 1892,3 1991,3 1380,5 1802,2 1825,2
zakres warto$ci (4-5737) (59-4064)  (163-2923)  (51-5646) (4-5737)
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3.2.2.2. Grupa badawcza wykorzystana w realizacji drugiego celu
badawczego

W zakresie drugiego celu badawczego grupg badawcza stanowito 193 pacjentow
poddanych transplantacji z mieloablacyjnym post¢gpowaniem przygotowawczym, u kto-
rych przeprowadzono badanie grup krwi zar6wno u biorcy, jak i u dawcy z zastosowa-
niem metod opisanych w kolejnym podrozdziale pracy.

Diagram przedstawia odsetkowy udzial podgrup w calym analizowanym materiale.
W 47 przypadkach (20% grupy analizowanej), grupg krwi oznaczono innymi metodami.
Byli to chorzy poddani transplantacji przed rokiem 1999.

brak oznaczen;

niezgodnosc 47:20%

mala; 41;17%

niezgodnosc
mieszana; 20; 8%

niezgodnosc

duza;35;15%

zgodnosc; 97;
40%

Rycina 11 Podzial opisywanej grupy w zaleznos$ci od oznaczen grupy krwi
w uktadzie ABO u dawcy i biorcy

Figure 11 Division of the described group according to determined blood group in ABO donor’s
and recipient’s system

Uwzgledniajac jedynie uktad ABO zgodno$¢ grup gtownych migdzy dawca a biorca
stwierdzono u 97 par, co stanowito 50,2% grupy badanej. Niezgodno$¢ duza, mieszana i
malg stwierdzono odpowiednio u 18,1%, 10,4% 21,2% par. W podgrupie par zgodnych
w zakresie ABO dominowaty przeszczepienia od dawcow rodzinnych (84,5%). Podobna
sytuacj¢ odnotowano w grupie z niezgodno$cia duza. Grupa ta charakteryzowata sig¢
rowniez najkrétszym $rednim czasem obserwacji, przy czym zakres obserwacji byt zbli-
zony do innych grup. Rozktad rozpoznan, plci i rodzaju kondycjonowania przedstawiat
si¢ podobnie do poprzednich opiséw.

Tabela 20 przedstawia szczegdtowa charakterystyke grupy wykorzystanej w realiza-
cji drugiego celu badawczego.
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Tabela 20 Charakterystyka grupy badanej w zaleznosci od oceny zgodnosci w zakresie grup ABO

Table 20  Analyzed group characteristics depending on compatibility in ABO groups

. Niezgodnos¢
Element charakterystyki Zgodnos¢ Razem
mata mieszana duza
Licznos¢ 97 41 20 35 193
Rozpoznanie
AL. 50 28 12 18 108
MDS 5 5 1 5 16
PNM 33 7 9 56
Inne 9 0 3 13
Dane biorcy
proporcja K : M 43 :54 21:20 6:14 13:22 83:110
wiek $redni (lata) 38,9 36,5 34,7 41,1 38,4
zakres warto$ci wieku (16,0-58,0) (18,2-52,2)  (19,3-55,0) (18,8-68,0) (16,0-68,0)
Rodzaj kondycjonowania
IAC 4 0 0 0 4
MAC 80 32 11 29 152
MAC TBI 13 8 9 6 36
Typ przeszczepienia
proporcja FAM : MUD 82:15 22:19 10:10 24:11 138:55
odsetek FAM 84,5% 53,7% 50,0% 68,6% 71,5%
Materiat przeszczepowy
proporcja PB : BM 79 : 18 34:7 16 : 4 30:5 159:34
odsetek PB 81,4% 82,9% 80,0% 85,7% 82,4%
Czas obserwacji
wartos¢ $rednia 2016,3 1880,9 2001,2 1123,1 1824,0
zakres warto$ci (12-5696)  (12-5282)  (10-4703) (4-5541) (4-5696)
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3.3. Opis stosowanych metod badawczych

3.3.1. Chimeryzm STR

Krew do badania chimeryzmu byla pobierana u biorcy i dawcy przed rozpoczeciem
procedury i przekazywana do dalszych oznaczen w Katedrze i Zakladzie Medycyny
Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Izolacja DNA

Izolacji DNA dokonywano stosujac komercyjne zestawy Blood DNA Prep Plus
(A@A Biotechnology, Gdansk). Do 100 pl $wiezej lub mrozonej krwi dodawano 200 pl
uniwersalnego buforu liofilizujacego LT i 20 pl proteinazy K w stgzeniu 20 mg /ml. Po
wymieszaniu inkubowano w temperaturze 37°C, w tazni wodnej przez 20 minut. Na-
stepnie probke worteksowano przez 20 s i nanoszono na mikrokolumne¢ do oczyszczania
genomowego DNA. Po odwirowaniu (1 minuta przy 10-15 RPM) prébke wraz z mikro-
kolumna wyjmowano i dodawano roztworu ptuczacego Al. Probke ponownie wirowano
(1 min przy 10-15 RPM). Po odwirowaniu mikrokolumng przenoszono do nowej pro-
bowki 2 ml i dodawano 400 pl roztworu ptuczacego Al. Probke ponownie wirowano
przez 2 minuty (10-15 RPM). Do osuszonej mikrokolumny, umieszczonej w nowej pro-
béwcee 1,5 ml dodawano 90 pl buforu TIS.HCI (pH 8,5). Probéwke inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie ponownie wirowano przez 1 min. Mi-
krokolumng usuwano i badano stgzenie oczyszczonego DNA metoda fluorymetryczna.

Amplifikacja DNA

Amplifikacjg otrzymanych probek DNA wykonywano z zastosowaniem metody
multiplex PCR przy uzyciu komercyjnych zestawow Profiler Plus (Perkin-Elmer, USA)
zawierajacych markery 9 loci STR (D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S11,
D5D818, D13S317, D7S820) oraz marker amelogeniny, Procedurg przeprowadzano
zgodnie ze wskazéwkami producenta, przy uzyciu termocyklera 2400 firmy Perkin-
Elmer. Do amplifikacji uzywano jednakowego, optymalnego stezenia DNA — 1,25 ng
/25 ul mieszaniny PCR. Produkty amplifikacji, znakowane fluorescencyjnie analizowa-
no metoda elektroforezy kapilarnej przy uzyciu automatycznego sekwenatora DNA ABI
PRISM 310 (Perkin-Elmer). Produkty rozdzielano w kapilarze o dtugosci 47 cm wypet-
nionej denaturujacym no$nikiem POP4 przez 24 minuty, przy staltym napigciu 15 kV
oraz 9mW i 8 mA. Standardem wewngtrznym wielkosci DNA byt marker ILS 400 zna-
kowany CXR (Promega, USA). Analizg wielkosci fragmentow DNA przeprowadzano
postugujac si¢ tzw, ,,drabing alleli” zawierajaca zsekwencjonowane allele wszystkich
loci wystegpujacych w zestawie.

Ustalanie profilu genetycznego dawcy i biorcy do analiz

U kazdej pary dawca-biorca okreslano locus Iub loci, w ktérych dawcy i biorcy wy-
stepowaly rozne allele. O ile bylo to mozliwe, wybierano takie locus, w ktérym zaré6wno
dawca, jak i biorca byli heterozygotami i zaden z alleli nie mogl by¢ interpretowany jako
Hstutter peak” wzgledem kolejnego. W takim przypadku wynik oceny chimeryzmu,
mierzonego odsetkiem DNA biorcy w probee, uzyskiwano stosujac nastepujaca formute:

%MC = (B1 + B2 /Bl + B2 + DI + D2) x 100%
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gdzie %MC oznacza odsetek DNA biorcy, a Bl i B2 to powierzchnia pola pod pikami
poszczegolnych alleli biorcy, D1 i D2 pola powierzchni pod pikami dawcy.

W przypadku, gdy w danym locus heterozygotyczni dawca i biorca mieli jeden
wspolny allel, oceny chimeryzmu dokonywano w oparciu o wzor:

%MC =B1 /D2 x 100%
gdzie B1 to pole powierzni pod pikiem biorcy, a D2 - dawcy.

W dalszym monitorowaniu oceny chimeryzmu dokonywano zawsze w oparciu o
wybrany locus lub loci.

Catkowity chimeryzm (obecno$¢ wytacznie DNA dawcy) rozpoznawano jedynie w
sytuacji, gdy w badanej probce znaleziono ponizej 1% DNA biorcy. Diagramy przed-
stawiaja obrazy uzyskane w trakcie monitorowania chimeryzmu u jednego z pacjentow.

b s o wesere | B swne M e 207 3005 s

Rycina 12 Badanie chimeryzmu STR przed przeszczepieniem. Gorny panel — biorca, dolny —
dawca
Figure 12 STR analyzis befor transplantation. Upper panel — recipient

Na rycinie 12 przedstawiono wynik badania opisana metoda profilu STR biorcy
(gorny panel) i dawcy (dolny) oznaczonego przed przeszczepieniem. Jako marker chi-
meryzmu wybrano D18S51 pozwalajacy na pelne roznicowanie pary. Kolejna rycina
przedstawia badanie wykonane w dobie 100. po przeszczepieniu. Panel gorny przedsta-
wia badanie krwi obwodowej, dolny — szpiku. Analiza wybranego markera wskazuje na
catkowity chimeryzm we krwi obwodowej i czgSciowy w szpiku.

[ - - et e
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Rycina 13 Badanie chimeryzmu wykonane w dobie 100. po przeszczepieniu. Gorny panel — krew,
dolny — szpik.
Figure 13 Chimerism analysis on day 100 afier transplantation

Kolejna rycina przedstawia wynik badania wykonanego w dobie +180 po prze-
szczepieniu. Analiza markera D18S51 wykazuje czgSciowy chimeryzm we krwi obwo-
dowej i wznowg (autologiczna odnowg) w szpiku.
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Rycina 14 Badanie chimeryzmu w dobie 180 po przeszczepieniu. We krwi obwodowej widoczne
zarowno sekwencje dawcy, jak i biorcy; w szpiku — jedynie sekwencje DNA biorcy:
odnowa autologiczna - wznowa

Figure 14 Chimerism analysis on day 180 after transplantation - relapse

3.3.2. Chimeryzm erytropoetyczny

U zakwalifikowanego do przeszczepienia biorcéw oraz u dawcéw rodzinnych, w
trakcie wizyty przygotowawczej pobierano do oznaczen grupy krwi 4 ml krwi na EDTA
oraz 5 ml krwi na skrzep. Krew niezwlocznie przesytano do Pracowni Konsultacyjnej
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Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Gdansku celem
dalszych badan. W przypadku dawcoéw niespokrewnionych proszono o przekazanie
takiej samej ilosci krwi pobranej od dawcy w trakcie klirensu w os$rodku, ktéry nadzo-
rowatl donacje. Po otrzymaniu probek — zwykle nastgpnego dnia po pobraniu, przekazy-
wano krew do RCKiK.

Badania antygenoéw grupowych wykonywano w RCKiK w Gdansku zgodnie z obo-
wiazujacymi tam standardowymi procedurami operacyjnymi. Oznaczano antygeny ukta-
du ABO i Rh oraz antygeny uktadow Kell, Dufty, Kidd, Ss, MN i P.

W przypadku uktadu ABO i antygenoéw uktadu Rh stosowano metodg probowkowa i
mikroptytkowa. Pozostate antygeny oznaczane byly metoda mikroptytkowa, jedynie w
przypadku antygenow uktadu Kidd stosowano metod¢ probdéwkowa. Monoklonalne
mysie przeciwciata IgM réznych linii komorkowych firmy Bioscot byty stosowane w
oznaczeniu antygenoéw grup: ABO, Rh, Kell, Duffy, Ss, Mn i P. Do oznaczenia antyge-
néw grupowych Duffy stosowano ludzkie przeciwciala poliklonalne firmy ALBSera.

Metoda probowkowa

Do przygotowanej, odpowiednio oznakowanej probowki dodawano 40 pl wiasciwe-
go odczynnika oraz 40 ul 3-5% zawiesiny krwinek badanych w soli fizjologicznej. Roz-
twor mieszano. W przypadku badania antygenow uktadu ABO roztwoér odwirowywano, a
nastepnie po uruchomieniu krwinek oceniano aglutynacj¢ makroskopowo. W przypadku
wyniku o slabszym nasileniu niz oczekiwano zestaw inkubowano przez 1 minutg¢ w
temperaturze pokojowej, a nast¢pnie ponownie odwirowywano. Aglutynacj¢ oceniano
makroskopowo.

Metoda mikroplytkowa

Do wiasciwych studzienek U mikroptytki dodawano dodawano 40 pl wlasciwego
odczynnika oraz 40 ul 3-5% zawiesiny krwinek badanych w soli fizjologicznej. Zawar-
to$¢ mieszano przy uzyciu mieszadla do mikroptytek. Nastgpnie mikroptytki inkubowa-
no w temperaturze pokojowej przez 15-20 minut, odwirowywano z predkoscia 40 rcf
przez 40 sekund i mieszano. Wynik odczytywano makroskopowo.

Testy serologiczne stosowane do oznaczania miana przeciwcial z uktadu ABO.

Miano przeciwciat klasy IgM oznaczano w temperaturze pokojowej, w tescie mi-
krokolumnowym na karcie obojgtnej (bez odczynnika antyglobulinowego), wykonujac
szereg rozcienczen surowicy badanej w roztworze NaCl w postgpie geometrycznym.
Kolumny na karcie opisywano kolejnymi numerami rozcienczen surowicy
(2,4,8,16,...,256 z pozostawieniem mozliwosci dalszego rozcieficzania). Do wszystkich
mikrokolumn dodawano odpowiednia ilo$¢ 0,8% zawiesiny krwinek grupy A lub B w
roztworze LISS (Diluent 2 firmy DiaMed), a nast¢pnie odpowiednia ilo$¢ rozcienczonej
surowicy (zgodnie z metodyka badania zalecona przez producenta uzytej karty). Karty z
mieszaning krwinek i rozcienczen surowicy inkubowano 15 minut w temperaturze poko-
jowej (od 18 do 22°C). Po odwirowaniu kart protokotowano wyniki reakcji.

Mianem przeciwcial IgM okresla si¢ najwyzsze rozcienczenie surowicy, w ktorym
wystepuje reakcja serologiczna z krwinkami odpowiedniej grupy (A lub B), oceniana co
najmniej na 1+. Wynik miana jest liczba bgdaca odwrotno$cia rozcienczenia surowicy
(np. rozcienczenie 1:32, miano okresla si¢ liczba 32).
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3.3.3. Metody analizy statystycznej

Do analizy danych uzyto programu Statistica w wersji 9.0. Charakterystyki grup
przedstawiano przy uzyciu wartosci $redniej oraz zakresu przyjmowanych wartosci.
Wartoséci grupowe porownywano przy pomocy testow nieparametrycznych. Istotnos§é
statystchan réznic w czgstosci wystgpowania badanej cechy oceniano przy pomocy
testu chi”.

Czas przezycia charakteryzowano za pomoca krzywych Kaplana-Meyera a istotnos¢
réznic migdzygrupowych badano przy pomocy testu Gehana.

Wartoscia progowa dla testowania hipotez statystycznych byta warto$¢ 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Chimeryzm STR

4.1.1. Ocena reprezentatywnosci badanej grupy

W celu oceny reprezentatywnosci grup badanych poréwnano krzywe przezycia catej
analizowanej populacji oraz grup badawczych. Ryciny 15 i 16 przedstawiaja je odpo-
wiednio dla calej analizowanej grupy, grup i podgrup badawczych. Prawdopodobien-
stwo 10-letniego przezycia pacjentéw z grupy poddanej analizie wynosito 51,7%.
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Czas przezycia [dni]

Rycina 15 Krzywa przezycia grupy poddanej analizie
Figure 15 Survival curve for the analyzed group
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Rycina 16 Krzywe przezycia dla grup i podgrup badawczych
Figure 16 Survival curves for analyzed subgroups

Stwierdzono istotng statystycznie réoznicg w ogélnym przezyciu dla badanych 4 wy-
znaczonych populacji (test Gehana, p=0,02).

Poniewaz w grupie analizowanej, a takze w grupach badawczych 0 i L, ktorych
krzywe przezycia byly zblizone, znalezli si¢ zarowno chorzy u ktérych wykonywano
badania chimeryzmu, jak i chorzy u ktorych nie dokonywano analiz, w celu oceny réznic
poréwnano grupe chorych, u ktoérych oznaczono chimeryzm (STR60) — w 60. dobie, z
cala grupa analizowana (240 chorych) Analiza uwzgledniata wiek, pte¢, rodzaj prze-
szczepu (dawca FAM lub MUD) oraz podgrupg rozpoznan. Dane przedstawia tabela 21.

Tabela 21 Porownanie charakterystyk podgrup z oraz bez wykonanych oznaczen chimeryzmu w
dobie +60 (STR60)

Table 21 ~ Comparison of subgroups characteristics with and without chimerism marking on day
60 after transplantation

Oznaczenia STR

El t charakterystyki R P
ement charakterystyki Brak Wykonane azem
Liczno$¢ 96 144 240
Rozpoznanie
AL. 55 70 125
MDS 10 12 22
Ns
PNM 23 53 76

Inne 8 9 17



Wyniki 55
Element charakterystyki Oznaczenia STR Razem P
Brak Wykonane
Dane biorcy
proporcja K : M 40 : 56 57:87 97 :143
wiek $redni (lata) 38,3 38,0 38,1 Ns
zakres wartos$ci wieku (16,0-60,6) (16,5-68,0) (16,0-68,0)
Rodzaj kondycjonowania
IAC 1 4 5
MAC 84 108 191 Ns
MAC_TBI 11 32 43
Typ przeszczepienia
proporcja FAM : MUD 64 :32 110:34 174 : 66 N
odsetek FAM 66,7% 76,4% 72,5%
Materiat przeszczepowy
proporcja PB : BM 84:12 113 :31 197 : 43 N
odsetek PB 87,5% 78,5% 82,1%
Ilo$¢ CD34 (-10° /kg masy biorcy)
warto$¢ $rednia 5,7 5,0 5,3 N
zakres wartosci (1,0-16,6) (1,2-17,5) (1,0-17,5)
Czas obserwacji (miesiace)
warto$¢ $rednia 1028,9 2356,1 1825,2 <0,001
zakres wartos$ci (4-5696) (59-5737) (4-5737)

Nie stwierdzono statystycznych réznic dotyczacych wieku, pici, rozpoznania, typu
przeszczepienia i rodzaju zastosowanego materialu przeszczepowego. Grupy rdznily si¢
jedynie czasem obserwacji, ktory w grupie z oznaczonym chimeryzmem byl $rednio
ponad dwa razy dtuzszy, niz w grupie bez oznaczen.

Ze wzgledu na zblizony zakres czasu obserwacji w obu grupach poréwnano ilos¢
zgonow przed doba sze$¢dziesiata po transplantacji. Analiza wykazala istotna réznice
miedzy poréwnywanymi grupami. W grupie bez oznaczen chimeryzmu odsetek zgonow
w okresie pierwszych dwoch miesigcy po przeszczepieniu byt istotnie wyzszy (p<0,001)

(Rycina 17)
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Rycina 17 Rozklad liczby zgonéw w podgrupach z oraz bez wykonanych oznaczen chimeryzmu
Figure 17 Distribution of deaths within subgroups with or without chimerism marking

08 r

06 r

04 r

Prawdopodobienstwo przezycia

02

0’0 " " " " " " "
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Czas przezycia [dni]

Rycina 18 Krzywa przezycia chorych z oznaczonym chimeryzmem w dobie +60
Figure 18 Survival curve for patients with marked chimerism in day +60
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Na rycinie 18 przedstawiono krzywa przezycia dla catej grupy chorych, u ktorych
oznaczono chimeryzm w dobie 60. Grupa eliminuje pacjentow, u ktorych nastapit zgon
przed ta doba. W grupie tej znalezli si¢ zarbwno pacjenci z 2 podgrup badawczych, jak i
pacjenci z grupy 0 i L. Krzywa ta miata podobny przebieg, jak krzywe dla podgrup ba-
dawczych.

4.1.2. Ocena zgodnosci odsetka DNA biorcy wykazanego w badaniach szpiku
i krwi obwodowej

Zgodnie z protokotem, w okresie pierwszego roku po przeszczepieniu oznaczen
chimeryzmu dokonywano w niefrakcjonowanym szpiku i krwi obwodowej. Po uptywie
pierwszego roku, do oznaczen chimeryzmu pobierano jedynie krew obwodowa. W celu
sprawdzenia korelacji oznaczen w obu materiatach porownano wyniki badan szpiku i
krwi obwodowej w dobie 30 i 60 po transplantacji. Wykazano wysoki stopien korelacji
obu oznaczen w ocenianych punktach czasowych (Rycina 19 i 20). Dla doby 30 warto$¢
korelacji Spearmana wynosita r= 0,755, p<0,001, za$ dla porownywanych probek z doby
60 —1=0,970, p<0,001.

40

35 o
Korelacja: r = 0,755 p<0,001 )

30

25

20

15

odsetek wiasnego DNA w krwi obwodowej (doba 30)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
odsetek wlasnego DNA w szpiku kostnym (doba 30)

Rycina 19 Poréwnanie odsetka wlasnego DNA oznaczonego w dobie +30 w szpiku kostnym i
krwi obwodowej

Figure 19 The comparison of recipients DNA percentage marked in day +30 in bone marrow and
peripheral blood
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Rycina 20 Poréwnanie odsetka wlasnego DNA oznaczonego w dobie +60 w szpiku kostnym i
krwi obwodowej

Figure 20 The comparison of recipients DNA percentage marked in day +60 in bone marrow and
peripheral blood
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4.1.3. Ocena czestosci wystepowania postaci chimeryzmu w poszczegdlnych
punktach obserwacji

Utrzymywanie si¢ wtasnego DNA biorcy w hematopoezie szpikowej obserwowano
u 76,6% chorych i w 66% analiz wykonanych z krwi obwodowej w dobie 30. po trans-
plantacji. W kolejnych oznaczeniach odsetek ten wykazywat tendencje spadkowa w obu
badanych materiatach. Odsetek pacjentow z MC w dobie +180 wynosit 43,3% dla ozna-
czen w szpiku i 33,8% dla oznaczen we krwi obwodowej. Dwa lata po przeszczepieniu
mieszany chimeryzm wykazywato nadal odpowiednio w szpiku i krwi obwodowej 25,3 i
21,1% chorych. Odsetek chorych z mieszanym chimeryzmem w szpiku i krwi obwodo-
wej, w kolejnych punktach czasowych przedstawiono w Tabeli 22 i na Rycinie 21.

Tabela 22 Odsetek postaci MC oraz ilo§¢ oznaczen wykonanych w szpiku oraz krwi obwodowe;j
w kolejnych punktach czasowych obserwacji

Table 22 MC types percentage and number of markings carried out in marrow and peripheral
blood throughout following time points

Cuas BM PB
odsetek MC ilo$¢ oznaczen odsetek MC ilo$¢ oznaczen
1-30D 76,6% 141 66,0% 141
260D 59,2% 142 55,6% 144
3-100D 46,0% 139 46,0% 139
4 -180D 43,3% 127 33,8% 130
5_1R 30,4% 115 21,2% 118
6 - IR3M 26,1% 92 19,4% 98
7 -1R6M 21,4% 98 15,0% 100
8 - IROM 34,0% 47 16,7% 72
9-2R 25,3% 87 21,1% 90
10 - 2R3M 71,4% 21 31,6% 38
11 -2R6M 25,4% 67 18,1% 72
12 - 2R9M 40,0% 10 17,4% 23
13-3R 32,2% 59 15,6% 64
14 - 3R3M 23,1% 13 27,3% 22
15 - 3R6M 21,1% 38 21,2% 52
16 - 3ROM 20,0% 5 23,5% 17

Poréwnujac wyniki oznaczen chimeryzmu we krwi obwodowe;j i szpiku znaleziono
Scista korelacj¢ migdzy oznaczeniami w obu materiatach (r=0,52, p<0,05). Korelacj¢
przedstawia Rycina 22.
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Rycina 21 Rozklad czasowy odsetka postaci chimeryzmu mieszanego (MC).
(oznaczenia: d — doba, m — miesiac, r — rok)
Figure 21 Time distribution of percentage of mixed chimerism [MC]
[legend: d-day, m-month, r-year]
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Rycina 22 Zaleznos$¢ pomigdzy odsetkami postaci chimeryzmu stwierdzanymi jednoczasowo na
podstawie badania szpiku kostnego i krwi obwodowej

Figure 22 Correlation between percentage of simultaneously stated chimerism types on basis of
bone marrow and peripheral blood analysis
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4.1.4. Dynamika chimeryzmu STR

Uwzgledniajac opisane wezesniej korelacje, w dalszych analizach wzigto pod uwagg
jedynie wyniki badan chimeryzmu we krwi obwodowej. Analizujac dane grupy chorych,
u ktérych dokonano kompletu oznaczen chimeryzmu od doby +30 do doby +180 po
transplantacji (126 pacjentow) przesledzono szlaki zmiany obu stanéw (MC i CC) ob-
serwowane w kolejnych punktach czasowych oceny. Wyodrebnito to grupe chorych z
wczesnym i stabilnym catkowitym chimeryzmem, grup¢ z utrzymujacym si¢ dlugotrwa-
le chimeryzmem mieszanym oraz grupy, w ktorych dochodzito do zmian obserwowane-
go odsetka wlasnego DNA — badZ w postaci jego eliminacji, badZz powtornej jego detek-
¢ji po wezesniejszym zaniku. Graficzny obraz zmian chimeryzmu przedstawia Rycina
23.

« =

I ——
MC
odsetek MC  66% 55% 45% 33%
30+ 60+ 100+ 180+

Rycina 23 Szlaki zmian chimeryzmu STR w okresie 180 dni
Figure 23 Paths of STR chimerism changes within 180 days
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Tabela 23 Szlaki zmian chimeryzmu STR w okresie 180 dni — zestawienie tabelaryczne
Table 23 STR chimerism changing paths within 180 days — tabular summary

doba 30 doba60 doba 100 doba 180 liczba chorych

CcC cC cc cc 35
cC cC cc MC 3
cc MC cc cc 1
cc MC MC cc 1
cC MC MC MC 2
MC cC CcC CcC 12
MC cc cC MC 2
MC cc MC cC 2
MC cC MC MC 3
MC MC cc cc 15
MC MC cc MC 1
MC MC MC AR 4
MC MC MC cC 15
MC MC MC MC 30
Razem 126

Najwigksza liczebnie grupa byli chorzy ze stabilnym, uzyskanym juz w dobie 30.
CC 1 pacjenci z op6znionym CC - uzyskanym w dobie 60, 100 lub dopiero w 180 dal-
szych — w sumie 62,6% pacjentow. Grupa z utrzymujacym si¢ w okresie analizowanym
MC stanowita 23,8%.

4.1.5. Zaleinos¢ pomigdzy obserwowangq postaciq chimeryzmu a
wystqpieniem zdarzen niekorzystnych

W grupie pacjentow z oznaczonym chimeryzmem przeanalizowano wystgpowanie
zjawisk niepozadanych — ostrej GvHD w stopniu wyzszym lub réwnym 2, przewleklej
GvHD, wznowy choroby oraz zgonéw w odniesieniu do statusu chimeryzmu (CC, MC)
w poszczegodlnych dobach oznaczen.

4.1.5.1. Wystapienie ostrej postaci choroby przeszczep przeciw
gospodarzowi

Odsetek chorych z objawami ostrej GVHD wymagajacych terapii immunosupresyj-
nej (w stopniu 2 lub wyzszym) byt porownywalny w obu analizowanych grupach gru-
pach. Ani osiagnigcie calkowitego chimeryzmu, ani utrzymywanie si¢ wlasnego DNA
(MC) we wszystkich analizowanych punktach czasowych nie korelowalo z wystapie-
niem ostrej GVHD (Tabela 24). Analogicznie stopien osiagnigtego chimeryzmu w do-
bach pdzniejszych (analizowano okres do 2 lat po transplantacji) nie korelowat z faktem
wczesniejszego wystapienia aGvHD i wiaczenia leczenia immunosupresyjnego.
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Tabela 24 Wystgpowanie ostrej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
w stopniu >2 u pacjentdéw z MC i CC w kolejnych dobach po przeszczepieniu

Table 24 Acute graft versus host disease grade II or higher occurrence for patients with MC and
CC in following days after transplant

AGVHD Chimeryzm

cC MC P
Obserwacja Liczba badan aGvHD Liczba badan aGvHD
doba 30 48 16 (33,3%) 93 25(26,9%) 0,424
doba 60 63 19 (30,2%) 80 23 (28,8%) 0,854
doba 100 72 24 (33,3%) 64 17 (26,6%) 0,390
doba 180 82 27 (32,9%) 44 13 (29,5%) 0,697
1 rok 92 28 (30,4%) 25 9(36,0%) 0,596
1 rok 3m 79 24 (30,4%) 19 5(263%) 0,728
1 rok 6m 82 28 (34,1%) 15 3(20,0%) 0,280
1 rok 9m 60 20 (33,3%) 12 3(250%) 0,572
2 lata 70 24 (34,3%) 19 6(31,6%) 0,825
4.1.5.2. Wystapienie przewleklej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi

Tabela 25 Wystgpowanie przewleklej, rozleglej postaci cGvHD u pacjentow z MC i CC
w kolejnych dobach po przeszczepieniu (podano wystgpowanie i odsetek grupy) zaob-
serwowanej cGvHD

Table 25  Extensive cGvHD occurrence in patients with MC and CC after transplant

Chimeryzm
c¢GvHD
CcC MC P
Liczba Liczba

Obserwacja badan cGvHD badan c¢cGvHD

doba 30 48 30 (62,5%) 93 45 (48,4%) 0,112
doba 60 63 37 (58,7%) 80 40 (50,0%) 0,299
doba 100 72 42 (58,3%) 64 34 (53,1%) 0,541
doba 180 82 46 (56,1%) 44 28 (63,6%) 0,413
1 rok 92 52 (56,5%) 25 19 (76,0%) 0,077
1 rok 3m 79 48 (60,8%) 19 11 (57,9%) 0,819
1 rok 6m 82 51 (62,2%) 15 9 (60,0%) 0,872
1 rok 9m 60 38 (63,3%) 12 8 (66,7%) 0,826
2 lata 70 42 (60,0%) 19 13 (68,4%) 0,503

Podobnie jak w przypadku ostrej postaci GVHD nie stwierdzono korelacji miedzy
rodzajem osiagnigtego w kolejnych dobach chimeryzmu a wyst¢gpowaniem przewlektej
GVvHD (tabela 25). Réznica w odsetkach pacjentow, u ktorych wystapita cGvHD migdzy
grupa CC i MC jest najwigksza w obie 30. (62,5 i 48,4%, odpowiednio), jednak rdznica
ta nie ma charakteru istotnosci statystycznej. W kolejnych dobach, przed uptywem 2 lat
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po przeszczepieniu réznice te wynosza ponizej 10% z wigksza czgstoscia cGVHD w
grupie CC. Jedynie w dwa lata po transplantacji odsetek cGVHD jest wyzszy w grupie z
MC.

4.1.5.3. Wystepowanie wznowy choroby w zalezno$ci od stwierdzonego MC i
CC w kolejnych dobach po transplantacji

Tabela 26 przedstawia ilo$¢ zanotowanych wznow choroby w zaleznoS$ci od statusu
chimeryzmu w kolejnych dobach obserwacji. Stwierdzono istotna zalezno$¢ migdzy
wystegpowaniem MC a wznowa choroby dla kazdego punktu badania chimeryzmu poza
badaniem w 18 i 21 miesigcy po przeszczepieniu. Odsetek wznow byt istotnie wyzszy u
pacjentdw bez catkowitej eliminacji wlasnego DNA (grupa MC).

Tabela 26 Wystgpowanie wznowy u pacjentow z MC i CC w kolejnych dobach
po przeszczepieniu
Table 26  Relapse occurrence for patients with MC and CC in following days after transplant

Wanowy Chimeryzm
cc MC P
Liczba Liczba

Obserwacja badan  Wznowy badan Wznowy

doba 30 48 7(14,6%) 93 29 (31,2%) 0,032
doba 60 63 10(15,9%) 80 26 (32,5%) 0,023
doba 100 72 10(13,9%) 64 23 (35,9%) 0,003
doba 180 82 8(9,8%) 44 16 (36,4%) 0,000
1 rok 92 11 (12,0%) 25 7 (28,0%) 0,049
1 rok 3m 79 9 (11,4%) 19 5(26,3%) 0,095
1 rok 6m 82 13 (15,9%) 15 1 (6,7%) 0,352
1 rok 9m 60 10 (16,7%) 12 3(25,0%) 0,493
2 lata 70 5(7,1%) 19  6(31,6%) 0,004
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4.1.54. Zgony

W analizie zgonow po przeszczepieniu nie znaleziono korelacji migdzy statusem
chimeryzmu do 18 miesiaca po transplantacji, a wystgpowaniem zgondw. Zalezno$¢ taka
pojawia si¢ w okresie pozniejszym. Utrzymywanie si¢ MC w oznaczeniach 21 miesigcy
i 2 lata po transplantacji silnie koreluja z odnotowanym zgonem chorego. Stwierdzono
silng korelacje miedzy dtugotrwatym (do 2 lat po przeszczepieniu) utrzymywaniem si¢
wlasnego DNA biorcy a wystapieniem zgonu w dalszej obserwacji.

Tabela 27 Zgony pacjentdw odnotowane w zaleznosci od statusu MC i CC
w kolejnych dobach po przeszczepieniu
Table 27  Deaths recorded, depending on MC and CC status in following days after transplant

Chimeryzm
Zgon
CcC MC P
Liczba Liczba

Obserwacja badan  Zgony badan Zgony

doba 30 48 15 (31,3%) 93 29 (31,2%) 0,993
doba 60 63 20 (31,7%) 80 23 (28,8%) 0,698
doba 100 72 19 (26,4%) 64 19 (29,7%) 0,669
doba 180 82 16 (19,5%) 44 12 (27,3%) 0,318
1 rok 92 16 (17,4%) 25 5(20,0%) 0,763
1 rok 3m 79 11 (13,9%) 19 3 (15,8%) 0,835
1 rok 6m 82 11 (13,4%) 15 1(6,7%) 0,466
1 rok 9m 60 4 (6,7%) 12 4 (33,3%) 0,007
2 lata 70 3 (4,3%) 19 7 (36,8%) 0,000

4.1.6. Wystepowanie wznow w grupie 7 modyfikacjq immunosupresji na
podstawie postaci chimeryzmu w 60 dobie w poréownaniu 7 grupq 7
profilaktykq standardowq oraz grupq chorych leczonych z powodu
aGvHD w 60 dobie

Tabela ponizej przedstawia ilos¢ wznéw zanotowanych w podgrupach badawczych.
Podstawa kwalifikacji do podgrupy 1 MC i 1 _CC byt status chimeryzmu w dobie 60.
Podgrupa 0 uwzglednia pacjentdw z profilaktyka niezalezna od postaci chimeryzmu,
grupa L leczonych w dobie 60 z powodu GvHD. Do dwoch ostatnich podgrup wlaczono
takze pacjentow bez oznaczen chimeryzmu. W podgrupach 1 CC i 1 MC dokonano
opisanej powyzej modyfikacji profilaktyki immunosupresyjnej. W nawiasach podano
liczebnos¢ podgrupy oraz odsetek wznow.
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Tabela 28 Wystgpowanie wznow w trakcie obserwacji w podgrupach badawczych (opis w tek-
scie)
Table 28  Relapse occurrence recorded during observation in research subgroups (see text)

Wznowy Posta¢ chimeryzmu
AR CC MC Brak oznaczenia Razem
0 1 3 11 12 27
(1; 100%) (10; 30%) (32; 34%) (64; 19%) (107; 25%)
6 6
1.cc (34; 18%) (34; 18%)
9 9
1.MC (25; 36%) (25; 36%)
L 1 6 11 18
(19; 5%) (23; 26%) (32; 34%) (74; 24%)

Razem  1(1;100%) 10 (63;16%) 26 (80;33%) 23 (96:24%) 60 (240;25%)

Nie wykazano statystycznie istotnych roéznic w czgstosci obserwowanych wznow
pomigdzy wydzielonymi grupach badawczymi (

Rycina 24). Nie stwierdzono statystycznej réoznicy w wystgpowaniu wznow migdzy
grupal CCil MC.

120
100 -
80 -
60 -
40 -
-
o . [ [ -
1] 1_CC 1_MC L

Rycina 24 Poréwnanie rozktadéw wystgpowania wznowy choroby w grupach badawczych
z uwzglednieniem statusu chimeryzmu w dobie 60

Figure 24 Comparison of occurrence distribution of disease’s relapse within research groups
taking account of chimerism status in day60
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4.1.7. Czestosci rozleglej przewleklej postaci GvHD w grupie 7 modyfikacjq
immunosupresji na podstawie postaci chimeryzmu w 60 dobie w
porownaniu z grupq z profilaktykq standardowq oraz grupq chorych
leczonych 7 powodu aGvHD w 60 dobie

W tabeli 29 oraz na rycinie 25 przedstawiono wystgpowanie przewlektej choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi w postaci rozlegtej w grupach badawczych w gru-
pach badawczych. Nie odnotowano istotnie wyzszego odsetka cGvHD w grupie ze skro-
cong (1-MC) i przedtuzona (1-CC) profilaktyka. W grupie z profilaktyka standardowa
(niezalezna od statusu chimeryzmu) odsetek cGvHD byt wyzszy, niz w grupach z mody-
fikacja profilaktyki immunosupresyjne;.

Tabela 29 Wystgpowanie cGVHD u pacjentdw w grupach badawczych
Table 29  c¢GvHD occurrence in research subgroups

cGvHD Posta¢ chimeryzmu
AR CC MC Brak oznaczenia Razem

0 0 6 16 15 37
(1;0%)  (10; 60%) (32; 50%) (64; 23%) (107; 35%)

13 13
1.cc (34; 38%) (34; 38%)

5 5

IMC (25: 20%) (25: 20%)

L 18 19 17 54
(19; 95%) (23; 83%) (325 53%) (74; 73%)

Razem 0 37 40 32 109
(1;0%) (63;58%)  (80;50%) (96;33%) (240;45%)

Nie wykazano korelacji migdzy czestoscia wystgpowaniem cGvHD a modyfikacja
immunosupresji (porownanie grup 1 CC i 1 _MC). Przewlekta posta¢ GvHD wystgpo-
wata istotnie czgsciej u pacjentéw leczonych w dobie 60 z powodu aGvHD w poréwna-
niu z pozostatymi analizowanymi grupami. Wyniki korelacji przedstawiono na ryci-
nie 25.
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Rycina 25 Pordéwnanie rozkltadow wystgpowania cGvHD w grupach badawczych
z uwzglednieniem statusu chimeryzmu w dobie 60.

Figure 25 Comparison of occurrence distribution of GvHD within research groups
taking account of chimerism status in day 60

4.1.8. Dynamika chimeryzmu STR poprzez okreslenie podgrup ze stabilnym
chimeryzmem (STAB), spadkowym (Dec), i wzrostowym (Inc) miedzy
30 a 60, 60 a 100 oraz 100 a 180) w odniesieniu do niepowodzen
terapii

Okreslenie wptywu zmian (dynamiki) chimeryzmu definiowanej poprzez:
e wrzrost odsetka DNA biorcy (dynamika wzrostowa — INC)

e spadek odsetka wlasnego DNA biorcy (dynamika spadkowa — DEC)
e utrzymywanie si¢ statego odsetka DNA biorcy lub jego brak (STAB)

wymagato zawezenia analizowanej grupy do pacjentow u ktérych dysponowano
oznaczeniami chimeryzmu w branych pod uwagge dobach (30, 60, 100 i 180). Grupg taka
stanowito odpowiednio 140 chorych dla poréwnania doby 30 i 60, 139 chorych dla po-
rownania doby 60 i 100 oraz 129 chorych w przypadku porownywania doby 100 i 180.
W tabelach 30, 31,32 i 33 przedstawiono ilo§¢ analizowanych obserwacji (liczba zmian),
ilos¢ (wyrazona wartoscia bezwzgledna i odsetkiem grupy) zanotowanych wznow,
aGvHD i ¢cGVHD i zgondéw w odniesieniu do liczby pacjentow prezentujacych zdefi-
niowane powyzej zmiany chimeryzmu migdzy doba 30 a 60, 60 1 100 oraz 100 i 180.
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4.1.8.1. Dynamika chimeryzmu STR a wystepowanie wznoéw w okresie
obserwacji

Nie zanotowano istotnych réznic w czgstosci wznow w zalezno$ci od zmian odsetka
wlasnego DNA migdzy doba 30 a 60. W grupie ze wzrostowym i spadkowym chimery-
zmem odsetek wznow wynosit 29 1 27% odpowiednio i nie ro6znit si¢ od odsetka wznow
zanotowanych w grupie ze stabilnym chimeryzmem.

Tabela 30 Wystgpowanie wznoéw choroby w podgrupach okreslonych na podstawie poréwnania
postaci chimeryzmu
Table 30  Relapse occurrence in subgroups defined on basis of chimerism type comparison

Okres poréwnania Typ zmiany Liczba zmian Ilo$¢ obserwowanych
chimeryzmu Wwznow
- doba 30160 Razem 140 36 (26%)
DEC 22 6 (27%)
INC 7 2 (29%)
STAB 111 28 (25%)
- doba 60 i 100 Razem 139 36 (26%)
DEC 20 6 (30%)
INC 7 4 (57%)
STAB 112 26 (23%)
- doba 100 i 180 Razem 129 28 (22%)
DEC 22 5 (23%)
INC 8 3 (38%)
STAB 99 20 (20%)

Roznica istotna statystycznie wystapila natomiast przy poréwnaniu dynamiki chime-
ryzmu migdzy dobg 60 a 100. W grupie chorych ze wzrostowym chimeryzmem odnoto-
wano istotnie wyzszy (p<0.05) odsetek wzndéw. Roznica wystgpuje rowniez migdzy
grupami INC, DEC i STAB (38%, 23% 1 20% odpowiednio) po porownaniu doby 100 i
180, nie ma jednak charakteru statystycznego.

4.1.8.2. Dynamika chimeryzmu STR a wystepowanie ostrej choroby przeszczep
przeciw gospodarzowi w stopniu > 2

W grupie ze wzrostowym chimeryzmem migdzy doba 60 a 100 odnotowano nizszy,
bez znamiennos$ci statystycznej odsetek aGvHD.
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Tabela 31 Wystgpowanie aGvHD w podgrupach okreslonych na podstawie poréwnania postaci
chimeryzmu
Table 31  aGvHD occurrence in subgroups defined on basis of chimerism type comparison
Okres poréwnania Typ zmiany Liczba zmian Ilo$¢ obserwowanych
chimeryzmu aGvHD
- doba 30i 60 Razem 140 41 (29%)
DEC 22 5 (23%)
INC 7 2 (29%)
STAB 111 34 (31%)
-doba 60i 100 Razem 139 41 (29%)
DEC 20 6 (30%)
INC 7 1 (14%)
STAB 112 34 (30%)
- doba 100 i 180 Razem 129 40 (31%)
DEC 22 7 (32%)
INC 8 3 (38%)
STAB 99 30 (30%)

4.1.8.3.

Nie odnotowano potencjalnego wptywu zmian odsetka wlasnego DNA pomigdzy
badanymi punktami czasowymi na czgstos¢ wystgpowania cGvHD.

Dynamika chimeryzmu STR a wystepowanie rozleglej postaci cGvHD

Tabela 32 Wystgpowanie cGvHD w podgrupach okre$lonych na podstawie postaci chimeryzmu.

Table 32 ¢GvHD occurrence in subgroups defined on basis of chimerism type comparison
Okres poréwnania Typ zmiany Liczba zmian Ilo$¢ obserwowanych
chimeryzmu cGvHD
- doba 30 i 60 Razem 140 75 (54%)
DEC 22 10 (45%)
INC 7 4 (57%)
STAB 111 61 (55%)
-doba 601100 Razem 139 76 (55%)
DEC 20 7 (35%)
INC 7 2 (29%)
STAB 112 67 (60%)
- doba 100i 180 Razem 129 75 (58%)
DEC 22 11 (50%)
INC 8 6 (75%)
STAB 99 58 (59%)
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4.1.8.4. Dynamika chimeryzmu STR a wystepowanie zgonéw w okresie
obserwacji

U pacjentow ze wzrostowym chimeryzmem migdzy dobami 30 a 60 oraz dalszych
stwierdzono istotnie wyzszy (p<0,05) odsetek zgonow, niz w pozostatych grupach.

Tabela 33 Liczba zgondéw w podgrupach okreslonych na podstawie postaci chimeryzmu
Table 33  Number of deaths in subgroups defined on basis of chimerism type comparison

Okres poréwnania Typ zmiany chime- Liczba zmian Ilo$¢ obserwowanych
ryzmu Zgonow
- doba 30160 Razem 140 43 (31%)
DEC 22 12 (55%)
INC 7 5 (71%)
STAB 111 26 (23%)
- doba 60 i 100 Razem 139 41 (29%)
DEC 20 6 (30%)
INC 7 4 (57%)
STAB 112 31 (28%)
- doba 1001 180 Razem 129 31 (24%)
DEC 22 5 (23%)
INC 8 4 (50%)
STAB 99 22 (22%)

4.1.9. Dynamika chimeryzmu STR (poprzez okreslenie podgrup ze stabilnym
i zmieniajqcym sie statusem) miedzy 30 a 60, 60 a 100 oraz 100 a 180)
w odniesieniu do niepowodzen terapii

W dalszej analizie przesledzono, czy uzyskany stabilny chimeryzm CC, w odniesie-
niu do stabilnego MC i zmieniajacego si¢ statusu chimeryzmu wptywa na wystgpowanie
czterech wymienionych zjawisk niekorzystnych. W tym celu przesledzono szlaki zmian
obserwowane w badanej grupie. W zestawieniach 34-37 przedstawiono zaobserwowane
kombinacje zmian zanotowane u badanych pacjentdow w kolejnych dobach. Pacjentow, u
ktérych jedynie w 30. dobie stwierdzono odmienny, niz w dalszych dobach typ chimery-
zmu zaliczono do grupy z uzyskanym w 60. dobie i utrzymanym rodzajem chimeryzmu.
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4.1.9.1. Dynamika chimeryzmu STR a wystepowanie wznéw w okresie
obserwacji

Tabela 34 Szlaki zmian chimeryzmu w dobach 30 -180 oraz liczba wznéw u chorych z dana
charakterystyka zmian

Table 34  Chimerism changing ways within days 30-180 and number of relapses for patients
with the given change characteristics

Szlakzmian  doba30  doba60  dobal00  dobalgo  icZoa  Liczba
WZnow chorych
€@ CcC cc CC T 3 35
Pozostate* CcC CcC CC MC 1 3
Pozostate* CC MC CcC CcC 0 1
Pozostate* CC MC MC CcC 0 1
MC* CC MC MC MC 1 2
CC= MC cc CcC CC 1 12
Pozostate* MC cC cc MC 1 2
Pozostate* MC CcC MC cC 0 2
Pozostate* MC CcC MC MC 2 3
Pozostate* MC MC CcC CC 3 15
Pozostate* MC MC CcC MC 0 1
Pozostate* MC MC MC AR 4 4
Pozostate* MC MC MC CcC 1 15
MC* MC MC MC MC 10 30
Razem 27 126
4.1.9.2. Dynamika chimeryzmu STR a wystgpowanie ostrej choroby przeszczep

przeciw gospodarzowi w stopniu > 2

Tabela 35 Szlaki zmian chimeryzmu w dobach 30 -180 i wystgpowanie aGvHD
u chorych z dang charakterystyka zmian

Table 35  Chimerism changing ways within days 30-180 and aGvHD occurrence with the given
change characteristics

Szlak zmian doba30  doba60  doba100  doba 180 {;‘GCVZ;’I?) gﬁcofty’ih
CC* CC CcC ccC cC 12 35
Pozostate* CC CcC CC MC 1 3
Pozostate* CC MC CC CcC 1 1
Pozostate* CC MC MC CcC 1 1
MC* CC MC MC MC 0 2
CC* MC CcC cC cC 4 12
Pozostate* MC CcC CC MC 0 2
Pozostate* MC CcC MC CcC 0 2
Pozostate* MC CC MC MC 1 3
Pozostate* MC MC CC CcC 3 15
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. Liczba Liczba
Szlak zmian doba 30 doba 60 doba 100 doba 180 aGvHD chorych
Pozostate* MC MC CcC MC 1 1
Pozostate* MC MC MC AR 0 4
Pozostate* MC MC MC cC 6 15
MC* MC MC MC MC 9 30
Razem 39 126
4.1.9.3. Dynamika chimeryzmu STR a wystegpowanie rozleglej postaci

przewleklej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi

Tabela 36 Szlaki zmian chimeryzmu w dobach 30 -180 oraz wystgpowanie cGVHD
u chorych z dang charakterystyka zmian
Table 36 Chimerism changing ways within days 30-180 and cGvHD occurrence
with the given change characteristics

Szlak zmian doba 30 doba 60 doba 100 doba 180 {;(1;\711—)12]1) Ic“ﬁf;l;zh
CC* cc cc cc cc 23 35
Pozostale* CcC cC cC MC 3 3
Pozostate* cC MC CcC cC 1 1
Pozostate* cC MC MC cC 0 1
MC* cc MC MC MC 2 2
CC* MC CcC cc cC 8 12
Pozostate* MC cc cc MC 0 2
Pozostate* MC cC MC cc 1 2
Pozostate* MC cC MC MC 1 3
Pozostate* MC MC cC CcC 4 15
Pozostate* MC MC CcC MC 1 1
Pozostate* MC MC MC AR 1 4
Pozostate* MC MC MC cC 9 15
MC* MC MC MC MC 19 30
Razem 73 126
4.1.9.4. Dynamika chimeryzmu STR a wystegpowanie zgonéw w okresie

obserwacji

Tabela 37 Szlaki zmian chimeryzmu w dobach 30 -180 oraz liczba zgonéw chorych

z dang charakterystyka zmian

Table 37  Chimerism changing ways within days 30-180 a number of deaths for patients
with the given change characteristics

. Liczba Liczba
Szlak zmian doba 30 doba 60 doba 100 doba 180 aGVHD chorych
cc* cC cCc CC CC 5 35
Pozostate* cC cc cC MC 2 3
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Liczba Liczba

Szlak zmian doba 30 doba 60 doba 100 doba 180 aGvHD e

Pozostate* CcC MC CC CcC 1 1
Pozostate* CcC MC MC CcC 0 1
MC* CcC MC MC MC 1 2
GO MC CcC @ € 6 12
Pozostale* MC CcC CcC MC 1 2
Pozostale* MC CcC MC CcC 1
Pozostale* MC CcC MC MC 1
Pozostate* MC MC CC CcC 2 15
Pozostate* MC MC CcC MC 0 1
Pozostate* MC MC MC AR 3 4
Pozostate* MC MC MC CC 1 15
MC* MC MC MC MC 6 30
Razem 30 126

Monitorowanie szlakow pozwolito na wyodrebnienie podgrup pacjentow:

— z wczesnym i dalej stabilnym (utrzymujacym si¢ przez caly okres badania) — CC
(grupa CC¥)

— zutrzymujacym sig przez caly okres obserwacji stabilnym MC (grupa MC*)

— ze zmianami statusu chimeryzmu w okresie obserwacji (grupa Pozostale*), bez
uwzglednienia wzrostu lub spadku odsetka wtasnego DNA.

Porownanie tak wylonionych grup wykazato istotna réznicg w wystgpowaniu
wznoéw choroby migdzy grupami CC*, MC* i Pozostalymi*. Odsetek wznoéw byt istotnie
nizszy w grupie CC* (p=0,016). Uwzgledniajac dynamike spadkowa i wzrostowa odset-
ka wtasnego DNA biorcy do grupy CC* dotaczono pacjentdw z pojedynczym oznacze-
niem MC jedynie w dobie 30, a nastgpnie prezentujacych CC przez caty okres obserwa-
cji (2 chorych). Analogicznie — grupg MC* powigkszono o 12 pacjentéw z CC jedynie w
dobie 30, nastgpnie pozostajacych w statusie MC. Taka modyfikacja grup jedynie nasili-
fa istotno$¢ réznic w wystgpowaniu wznéw w zaleznos¢ od statusu chimeryzmu. Nie
stwierdzono natomiast réznicy w wystgpowaniu aGvHD, cGvHD i zgonéw w badanych
grupach. Uzyskane wyniki podsumowuje tabela 38 i wykres 26.

Tabela 38 Dynamika chimeryzmu, a czgsto$¢ wystgpowania wznowy choroby, aGvHD, cGvHD i
zgonow w badanych grupach

Table 38  Comparison between chimerism dynamics and relapse occurrence frequency, aGvHD,
cGvHD and deaths in researched groups

Szlak zmian Niepowodzenie terapii

chimeryzmu Wznowa aGvHD cGvHD Zgon
CC* 8,5% 34,0% 66,0% 23,4%
Pozostate* 25,5% 29,8% 44,7% 25,5%

MC* 34,4% 28,1% 65,6% 21,9%
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P=0,016 Ns Ns ns

CC* | pozostale mMC*

wznowa aGvHD cGvHD zgon

Rycina 26 Odsetek wznow, aGvHD, cGvHD i zgonéw w grupach z odnotowana dynamika
chimeryzmu CC*, MC* i Pozostatych*

Figure 26 Percentage of relapses, aGvHD, cGvHD, and deaths in groups with recorded chimer-
ism dynamics CC* MC* and Remaining*

Oceny zmian dynamiki chimeryzmu dokonano roéwniez dla podgrup badawczych z
modyfikacja immunosupresji. Analiza wynikow wykazata, ze w grupie 1 MC uzyskano
wysoki odsetek zmian statusu chimeryzmu w dalszych dobach badania (po modyfikacji
immunosupresji). Natomiast w grupie 0, gdzie nie modyfikowano immunosupresji,
przewazajacy odsetek pacjentdéw pozostawat nadal w grupie stabilnego MC. Zestawienie
wynikow przedstawia tabela 39. Porownanie grup 1-MC i 1 _CC wykazalo statystycznie
istotna réznicg (p<0,001) w zmianie dalszego statusu chimeryzmu pomigdzy grupami.
Pacjenci w grupie | MC zmieniali status chimeryzmu w dalszych dobach istotnie cze-
Sciej, niz pacjenci z grupy 1 CC, ktérzy zachowali stabilng posta¢ CC w przewazajacym
odsetku. Wykresy 27 i 28 pokazuja zmiany chimeryzmu w grupach z modyfikacja im-
munosupresji.

Tabela 39 Okreslenie czgstosci wystgpowania zdefiniowanych szlakow zmian chimeryzmu
w badanych podgrupach

Table 39  Evaluating occurrence frequency of defined chimerism changing paths
in selected groups

Wydzielona podgrupa terapeutyczna

Szlak zmian

chimeryzmu IL 1 MC 1 CC 0
cCc* 16 0 26 5
Pozostate* 14 15 5 13
MC* 9 6 0 17

P<0,001
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1_MC
0; 0%
6;29%
15;71%
MC* pozostate

Rycina 27 Zmiany w statusie chimeryzmu w dalszych dobach obserwacji w grupie 1 _MC
Figure 27 Chimerism status changes in group 1_MC

1_cC

m CC* pozostate

Rycina 28 Zmiany w statusie chimeryzmu w dalszych dobach badania w grupie 1 _CC
Figure 28 Chimerism status changes in group 1_CC
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4.2. Chimeryzm erytropoetyczny

4.2.1. Analiza wspolwystgpowania niezgodnosci w roinych ukladach
grupowych krwi
Analizg niezgodnosci w zakresie antygenow grupowych krwi przeprowadzono na
podstawie wynikow badan uktadu ABO, Rh oraz 6 innych uktadéw. Biorac pod uwage
jedynie uktad ABO w badanym materiale znaleziono 57,3% zgodnych par dawca-biorca,
18,2% z niezgodnoscia mala, 8,4% z niezgodnos$cia mieszana i 16,1% z niezgodno$cia
duza. Odsetek par zgodnych zmniejszyt si¢ do 42% po analizie roznic w zakresie anty-
genow uktadu Rh, a badanie dalszych antygenoéw grupowych pozwolito na wskazanie
jedynie 17,5% par w petni zgodnych w kazdym z badanych uktadow. Wyniki analizy
przedstawiono w tabeli 40.

Tabela 40 Analiza zgodnosci par biorca-dawca w zakresie wielu uktadow grupowych krwi
Table 40  Compatibility analysis in pairs donor-recipient for many blood group systems

Ocena zgodnosci w zakresie uktadu

ABO Rh Pozostate liczba oznaczen
Zgodny 25 (17,5%)
zgodny .
L, Niezgodny 35 (24,5%)
Zgodnosé
. Zgodny --
niezgodny -
Niezgodny 22 (15,3%)
Zgodny 8 (5,6%)
zgodny )
. N Niezgodny 11 (7,7%)
Niezgodnos$¢ mata
. Zgodny --
niezgodny _
Niezgodny 7 (4,9%)
Zgodny 3 (2,1%)
) L, zgodny -
Niezgodnosé Niezgodny 6 (4,2%)
mieszana . Zgodny --
niezgodny -
Niezgodny 3 (2,1%)
Zgodny 9 (6,3%)
zgodny ) o
Niezgodnosé Niezgodny 10 (7,0%)
duza ) Zgodny -
niezgodny ;
Niezgodny 4 (2,8%)
Razem 143

Pozwalalo to na monitorowanie chimeryzmu erytropoetycznego w zakresie przy-
najmniej jednego uktadu grupowego krwi u znacznie wigkszego odsetka chorych niz
wskazywaly niezgodnosci w uktadzie ABO. Rycina 29 wskazuje, jak odsetkowo zwigk-
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szala si¢ mozliwo$¢ znalezienia markera réznicujacego po rozwazeniu niezgodnosci
poza uktadem ABO.

83%

58%

43%

ABO ABO + Rh ABO + Rh + Inne

Rycina 29 Mozliwos¢ monitorowania chimeryzmu po uwzglednieniu réznic w wielu uktadach
antygenowych krwi

Figure 29 Possibility of chimerism monitoring after taking into account differences in multiple
blood antigen systems

Oznaczenie dodatkowych antygenow grupowych krwi, poza rutynowo oznaczonym
uktadem ABO i Rh zwigkszyto populacje, u ktorej mozliwe byto monitorowanie chime-
ryzmu do 83% catej populacji, u ktérej dokonano oznaczen. Oznaczenie jedynie antyge-
néw uktadu Kell, co w wielu osrodkach jest standardem, zwigksza odsetek niezgodnosci
do 61%.
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4.2.2. Zaleinosé¢ pomiedzy typem niezgodnosci ABO a niepowodzeniem
terapii

4.2.2.1. Zalezno$¢ pomiedzy typem niezgodnos$ci ABO a wystgpowaniem wznow w
okresie obserwacji
Nie znaleziono zaleznos$ci mi¢dzy zgodnoscia i poszczegdlnymi typami niezgodno-
$ci w zakresie oceny jedynie uktadu ABO, a czgstoscia wystgpowania wznow (P=0,069).
Czas wolny od choroby dla pacjentow poddanych przeszczepieniu od dawcdéw zgodnych
i niezgodnych w ukladzie ABO prezentuje wykres 30.
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Rycina 30 Krzywe przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw poddanych przeszczepieniu od
dawcow zgodnych oraz z niezgodno$cia mala, mieszang i duza w zakresie uktadu ABO

Figure 30 Disease-free survival curves for patients after transplant from corresponding donor’s,
or with small, mixed and large inconsistency in the area of ABO system
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Takze analiza zaleznosci migdzy niezgodnoscia zardéwno w uktadzie ABO, jak i Rh, i
zgodno$cia w obu uktadach nie wykazata istotnych réznic migedzy obiema grupami w
zakresie wystgpowania wzndéw choroby (p=0,812). Krzywe przezycia wolnego od cho-
roby dla pacjentow zgodnych i niezgodnych w zakresie uktadow ABO i Rh prezentuje
wykres 31.

10

— niezgodnos$¢
- zgodnosé

08 1

06 r

04 |

Prawdopodobienstwo przezycia

0,2

0‘0 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Czas do wznowy [dni]

Rycina 31 Krzywe przezycia wolnego od choroby dla pacjentéw zgodnych i niezgodnych w
zakresie uktadoéw ABO i Rh

Figure 31 Disease-free survival curves for patients corresponding and those who do not corre-
spond in the area of ABO and Rh systems
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Czas do wznowy byl natomiast istotnie krotszy dla pacjentow w petni zgodnych
w zakresie wszystkich badanych uktadow grupowych krwi (p=0,049), a wigc w 17-
procentowej populacji wytonionej na podstawie rozszerzonego badania antygenow gru-

powych (rycina 32).
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Rycina 32 Krzywe przezycia wolnego od choroby dla pacjentow w petni zgodnych w zakresie
wszystkich badanych uktadow i z wykazana przynajmniej jedna niezgodnoscia w
antygenach grupowych krwi

Figure 32 Disease-free survival curves for patients completely corresponding in the area of all
systems and with at least one inconsistency in blood group antigen recognized
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4.2.2.2. Zalezno$¢ pomiedzy typem niezgodnosci ABO a odsetkiem zgonow w
okresie obserwacji

Rycina 33 przedstawia krzywe przezycia chorych poddanych przeszczepieniu od
dawcow zgodnych i niezgodnych w zakresie ukladu ABO, bez réznicowania na podtyp
niezgodnosci. Nie wykazano réznic w przezyciu zaleznych od zgodnosci w zakresie
grup ABO (test Gehana, p=0,125).
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Rycina 33 Krzywe przezycia chorych zgodnych z dawca w zakresie grupy krwi ABO
oraz chorych z niezgodnoscia.

Figure 33 Survival curve of patients matching in the area of blood group AB0O with donor,
and patients who do not match

Dhugos¢ przezycia wyrazona ilo$cia zgondw zanotowanych w okresie obserwacji nie
roznita si¢ (p=0,081) dla zadnego z typoéw niezgodnosci i byla niezalezna od ilo$ci
stwierdzonych niezgodnosci (w ABO, Rh i innych uktadach grupowych). Krzywe prze-
zycia ilustrujq wykresy 34, 35, 361 37.
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Rycina 34 Krzywe przezycia pacjentow zgodnych w uktadzie ABO
oraz z trzema typami niezgodnosci

Figure 34 Survival curves for patients corresponding in ABO system
and with 3 types of incompatibilities
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Figure 36
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Krzywe przezycia pacjentow zgodnych i niezgodnych w ABO (p=0,125)
Survival curves for patients corresponding and those who do not correspond in
ABO system [p=0,125]
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Krzywe przezycia pacjentéw zgodnych i niezgodnych w dwoch uktadach grupowych
ABO i Rh (p=0,064)

Survival curves for patients corresponding and those who do not correspond in 2
blood groups antigen: ABO and Rh [p=0,064]
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Rycina 37 Krzywe przezycia dla pacjentéw w pelni zgodnych i niezgodnych w przynajmniej
jednym antygenie grupowym krwi (p=0,846)

Figure 37 Survival curves for patients completely corresponding and those who do not corre-
spond in at least one blood group antigen [p=0,846]

4.2.3. Dynamika zmian chimeryzmu erytropoetycznego

Na rycinie 38 przedstawiono szlaki zmian echimeryzmu u pacjentdéw z co najmniej
jedna niezgodnos$cia w zakresie antygenoéw grupowych krwi, sledzone od doby +30 do
+180 po przeszczepieniu. Odsetek erytrocytow biorcy systematycznie spadat. Populacja
krwinek wiasnych biorcy utrzymywata si¢ jednak u okoto jednej trzeciej pacjentow
takze w dobie 180. U niewielkiego odsetka pacjentdéw zanotowano takze wystgpowanie
do doby 180. jedynie autologicznych erytrocytow. Nie bylo to jednak rownoznaczne ze
wznowa choroby. W tabeli 41 zaprezentowano rodzaje zmian chimeryzmu oraz odsetek
pacjentoéw, u ktérych zanotowano MC.
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Rycina 38 Szlaki zmian chimeryzmu erytropoetycznego w okresie 180 dni
Erythropoietic chimerism changing paths within 180 days

Figure 38

Tabela 41

Szlaki zmian chimeryzmu erytropoetycznego w okresie 180 dni
-przedstawienie tabelaryczne

180+

Table 41  Erythropoietic chimerism changing ways within 180 days — tabular summary
doba 30 doba 60 doba 100  doba 180 liczba chorych
AR AR AR AR 1
AR AR AR cc 1
AR AR MC cc 2
AR AR MC MC 2
AR MC MC MC 1
MC AR AR AR 1
MC CC CC CC 1
MC MC CC CC 30
MC MC CcC MC 2
MC MC MC cc 31
MC MC MC MC 30
Razem 102
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4.2.4. Zaleinos¢ pomiedzy postaciq
prieszczepie a typem niezgodnosci w zakresie ukltadu ABO

Poddano analizie posta¢ chimeryzmu stwierdzona u pacjentow w 180. dobie po
przeszczepieniu i typ niezgodnosci w uktadzie ABO migdzy biorcg i dawca. Wérdd pa-
cjentow zgodnych z dawcami w uktadzie ABO 86,4% osiagnelo CC (oceniane na pod-
stawie innych uktadow grupowych), co stanowilo 49% wszystkich pacjentéw z tym
typem chimeryzmu. W grupie MC dominowali chorzy z niezgodno$cia mata (50% pa-
cjentow z MC). Obecnos$¢ wylacznie populacji erytrocytow biorcy zanotowano jedynie
w przypadku niezgodnos$ci duzej. Liczbe chorych z poszczegdlnymi rodzajami chimery-

zmu w zalezno$ci od zgodnosci lub jej braku w uktadzie ABO przedstawia tabela 42.

Tabela 42 Rozktad postaci chimeryzmu w dobie 180 po transplantacji u chorych zgodnych

i niezgodnych z dawca w uktadzie ABO

Table 42 Chimerism type division in day “180” after transplant for patients compatible
and incompatible in ABO system
Uktad ABO AR CC MC Razem
Zgodnos¢ 32 5 37
Niezgodno$¢ mata 11 18 29
Niezgodnos$¢ mieszana 10 4 14
Niezgodno$¢ duza 2 12 8 22
Razem 2 65 35 102
40
BAR mCC @ MC
30 -
20 -
10
0 T T T -
zgodnos¢ niezgodnosc niezgodnosc niezgodnosc
mata mieszana duza
Rycina 39 Rozktad postaci chimeryzmu w dobie 180 po transplantacji u chorych zgodnych
i niezgodnych z dawca w uktadzie ABO
Figure 39 Distribution of chimerism types in day “180” after transplant for patients

corresponding and those who do not correspond with a donor in ABO system

echimeryzmu w 180 dobie po
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W grupie pacjentéw z niezgodno$cia mata stwierdzono dominacj¢ mieszanego chi-
meryzmu w dobie 180. W przypadku pozostalych niezgodnosci pacjenci z catkowitym
echimeryzmem stanowili przewazajacy odsetek badanych. Odsetek chorych prezentuja-
cych MC, CC i AR w dobie 180 po przeszczepieniu z podzialem na niezgodnosci pre-
zentuje Rycina 39.

Uwzgledniajac jedynie podzial pacjentdow na grupg z pelna zgodnoscia w uktadzie
ABO (i chimeryzmem monitorowanym niezgodnos$ciami w innych uktadach) oraz nie-
zgodnych, przeanalizowano posta¢ osiagnigtego w dobie 180 chimeryzmu. Calkowity
chimeryzm osiagneta potowa pacjentow niezgodnych i 86,4% pacjentow w petni zgod-
nych w uktadzie ABO. W tabeli 43 przedstawiono liczbg chorych z AR, CC i MC, a na
Rycinie 40 zestawienie stwierdzanych rodzajow chimeryzmu w obu grupach.

Tabela 43 Postaci chimeryzmu osiagnig¢tego w dobie 180 po przeszczepieniu przez chorych
w pelni zgodnych i z niezgodno$cia w uktadach grupowych krwi

Table 43 Chimerism type reached in day 180" after transplant for patients fully compatible
and incompatible in blood group systems

Uktad ABO AR CC MC Razem
Zgodnos¢ 32 5 37
Niezgodnos¢ 2 33 30 65
Razem 2 65 35 102
40 +
BAR mCC  MC
30 +
2
]
520 |
&
=
—
10 +
0 T

zgodnosé niezgodnos¢

Rycina 40 Wystgpowanie postaci chimeryzmu w grupie ze zgodnoScia i niezgodnoscia
w uktadzie ABO

Figure 40 Distribution of chimerism type for patients with full consistency and inconsistency in
ABO group antigens
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4.2.5. Zaleinos¢ pomiedzy postaciq echimeryzmu w 180 dobie po
prieszczepie a ocenq niezaleznosci od przetoczen KKCz

Zbadano zwiazek migdzy osiagnigta w dobie 180 postacia echimeryzmu a uzyskana
niezaleznoscia od przetoczen przed i po dobie +30 po transplantacji. Pacjenci z wczesna
(przed doba 30) niezalezno$cia od przetoczen stanowili 86% w grupie osiagajacej CC i
74% w grupie z MC. Nie stwierdzono zaleznosci obu badanych parametrow. Liczebno$é
grup oraz zestawienie postaci chimeryzmu i stanu osiagnigtej niezaleznosci przedstawia

tabela 44 i Rycina 41.

Tabela 44 Osiagnigcie niezaleznosci od przetoczen w grupach chorych z AR, CC i MC

w dobie +180
Table 44  Reached transfusion independencies in groups of patients with AR, CC and MC
in day +180
Niezalezno$¢ od KKCz AR CC MC Razem
Stan nieosiagnigty 2 2
T <30 dni 54 26 80
T >30 dni 2 9 9 20
Suma koncowa 2 65 35 102
BAR mCC © MC
| , : , I |
stan nieosiggniety T <=30 dni T >30 dni

Rycina 41 Rodzaj osiagnigtego chimeryzmu w grupie chorych dtugotrwale zaleznych od
przetoczen oraz niezaleznych przed doba 30 po transplantacji

Figure 41 Chimerism type in the group of patients chronically depended on transfusions, and
those who are independent from transfusions before day 30 after transplantation
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Tabela 45 Czas osiagnigcia niezaleznos$ci od przetoczen w odniesieniu do niezgodnosci
w uktadzie ABO

Table 45  Time to reach transfusion independency from transfusions depending on incompatibil-
ity in ABO system

Niezaleznos¢
ABO od KKCz AR CC MC Razem
stan nieosiagnigty 1 1
Zgodnos¢ T <=30 28 5 33
T>30 3 3
= 8 13 21
Niezgodnos¢ mata T==30
T>30 3 5 8
Niezgodnosé T<=30 9 12
mieszana T>30 1 2
stan nieosiagnigty 1 1
Niezgodnos¢ duza T <= 30 9 14
T>30 2 3 7
Razem 2 65 35 102
HAR mCC = MC
T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T f T f T f T . f i
§ 8 8 $£ 8 £ 3 & 8 2
E o \I} A E A o A ‘T o \l} A
&2 — - Q% - 2 - &2 - —
‘B C 1 O oE G 0
0T £ 0 0 c
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Rycina 42 Czas osiagnigcia niezalezno$ci w typach niezgodnosci a rodzaj chimeryzmu
w dobie 180

Figure 42 Comparison of time required to achieve independency in inconsistency types,
with a chimerism type in day 180
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Tabela 45 przedstawia czas osiagnigcia niezalezno$ci od przetoczen w zaleznosci od
typu niezgodnosci w uktadzie ABO. Wezesna (przed doba 30) niezaleznos¢ od przeto-
czen stwierdzono w najwyzszym odsetku w grupie chorych zgodnych z dawcami w

uktadzie ABO i catkowitym chimeryzmem w dobie +180.

4.2.6. Zaleinosé pomiedzy postaciq echimeryzmu w 180 dobie po
przeszczepieniu a wystgpowaniem niepowodzen terapii

4.2.6.1. Zalezno$¢ pomiedzy postacia echimeryzmu w 180 dobie po
przeszczepieniu a wystgpowanie wznow w okresie obserwacji

Tabela 46 Liczba odnotowanych wznow wezesnych i péznych w zaleznosci od rodzaju
chimeryzmu erytropoetycznego w dobie 180
Table 46 ~ Number of recorded early and late relapses depending on erythropoietic chimerism

type in day 180
Chimeryzm erytropoetyczny doba 180
AR cC MC Razem
Bez wznowy 2 59 27 88
Wznowa 12 9 21
w tym:
- WZnowa wczesna 5 6 11
- wznowa pozna 7 3 10
Razem 2 71 36 109
MAR mCC = MC
bez wznowy winowa

Rycina 43 Wystgpowanie rodzajow chimeryzmu erytropoetycznego w dobie +180
u pacjentow z i bez wznowy choroby

Figure 43  Distribution of erythropoietic chimerism types in day “180” for patients with and
without disease’s relapse
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Rycina 44 Czas do wznowy w grupie chorych z CC i MC erytropoetycznym w dobie 180.
(P=0,194)
Figure 44 Time until relapse for patients with erythropoietic CC and MC in day +180 (P=0,194)

Nie stwierdzono zaleznosci migdzy rodzajem chimeryzmu osiagnigtego w dobie
180. po przeszczepieniu a wystapieniem wznowy (tabela 46, wykres 43 i 44).
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4.2.6.2. Zalezno$¢ pomiedzy postacia echimeryzmu w 180 dobie po
przeszczepieniu a wystepowanie ostrej choroby przeszczep przeciw
gospodarzowi w stopniu > 2

Nie stwierdzono takze zalezno$ci migdzy osiagnigtym rodzajem chimeryzmu a wy-
stapieniem ostrej GVHD (tabela 47 1 wykres 45)

Tabela 47 Zalezno$¢ pomigdzy wystapieniem ostrej GvHD a rodzajem chimeryzmu
erytropoetycznego w dobie 180
Table 47  Correlation between occurrence of acute GvHD and erythropietic chimerism type

in day 180
Chimeryzm erytropoetyczny doba 180
AR cC MC Razem
aGvHD nie wystapito 1 45 26 72
aGvHD wystapito 1 26 10 37
Razem 2 71 36 109
MAR mCC @ MC
aGvHD nie wystapito aGvHD wystgpito

Rycina 45 Rozktad postaci chimeryzmu erytropoetycznego w dobie 180
w grupach z i bez objawow ostrej GVHD

Figure 45 Distribution of erythropoietic chimerism types in day “180” for groups with and with-
out symptoms of acute GvHD
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4.2.6.3. Zaleznos$¢ pomiedzy postacia echimeryzmu w 180. dobie po
przeszczepieniu a wystepowanie rozleglej postaci przewleklej choroby
przeszczep przeciw gospodarzowi

Nie wykazano zaleznosci migdzy osiagni¢gtym w dobie 180 chimeryzmem erytropo-
etycznym a wystgpowaniem cGvHD (tabela 48 i wykres 46)

Tabela 48 Zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem przewleklej GVHD a rodzajem chimeryzmu
erytropoetycznego w dobie 180
Table 48  Correlation between occurrence of chronic GvHD and erythropoietic chimerism type

in day 180
Chimeryzm erytropoetyczny doba 180
AR CC MC Razem
c¢GvHD nie wystapito 29 18 47
c¢GvHD wystapito 2 42 18 62
Razem 2 71 36 109
HAR mCC ' MC
T
cGvHD nie wystapito cGvHD wystapito

Rycina 46 Zaleznos$¢ pomigdzy wystapieniem przewlektej GvHD a rodzajem chimeryzmu
erytropoetycznego w dobie 180

Figure 46 Correlation between occurrence of chronic GvHD and erythropoietic chimerism type
in day 180
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4.2.6.4. Zalezno$¢ pomigdzy postacia echimeryzmu w 180. dobie po
przeszczepieniu a wystgpowanie zgonow w okresie obserwacji

Rodzaj osiagnigtego chimeryzmu erytropoetycznego nie miat wptywu na odsetek
zgonow stwierdzonych w okresie obserwacji (tabela 49, Rycina 47)

Tabela 49  Zalezno$¢ pomigdzy liczba zgondéw a rodzajem chimeryzmu erytropoetycznego
w dobie 180
Table 49  Correlation between number of deaths and erythropoietic chimerism type in day 180

Chimeryzm erytropoetyczny doba 180

AR CC MC Razem
Przezycie 2 58 26 86
Zgon 13 10 23
Razem 2 71 36 109
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Rycina 47 Krzywe przezycia dla podgrup wyznaczonych na podstawie chimeryzmu
erytropoetycznego w dobie +180 (P=0,217)

Figure 47 Survival curves for subgroups appointed on basis of erythropoietic chimerism type in
day +180 [P=0,217]
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4.2.7. Wystepowanie wzinow a zmiany miana przeciwcial skierowanych
przeciwko antygenom na erytrocytach dawcy i biorcy

W przypadku niezgodnosci duzej obserwuje si¢ przetrwanie izoaglutynin (P) lub ich
zanik (Z). W przypadku niezgodnos$ci matej wystegpuje zanik przeciwcial, bez (PP-) lub
z (PP+) ponownym pojawieniem si¢ przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom na
eliminowanych krwinkach biorcy. Najwicksza ilo§¢ wzndéw odnotowano w grupie nie-
zgodnosci duzej przy zaobserwowanym zaniku miana przeciwcial.

Tabela 50 Zestawienie rozkladow wystgpowania postaci chimeryzmu w zaleznosci od
wystgpowania wznowy choroby oraz charakteru zmiany miana przeciwciat

Table 50  Chimerism type occurrence division summary, depending on relapse occurrence and
antigen value change characteristics

. Bez wznowy Wznowa
Charakter zmiany ) ; Rasem
miana przeciwciat Chimeryzm Chimeryzm Z

AR CC MC AR CC MC

P 1 1 1 1 4
z 1 18 7 2 5 33
PP- 4 15 19
PP+ 2 )

Suma koncowa 2 25 23 0 2 6 58
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4.3. Korelacja pomi¢dzy chimeryzmem erytropetycznym a chimeryzmem
STR

100% -
CC mMC

75% 74% 73% 73%
75% - 69%

50% T 42% 7% 44%

36% 37%

25% -

Zgodnosci z chimeryzmem ABO
ocenianymw dobie 180

0%

30 60 100 180 360

doba oceny chimeryzmu STR

Rycina 48 Zgodnos¢ oceny chimeryzmu erytropoetycznego ocenianego w dobie 180
z kolejnymi ocenami wystgpowania postaci chimeryzmu STR

Figure 48 Correspondence between assessment of erythropoietic chimerism in day 180
with further assessments of STR chimerism occurrence

W celu oceny, czy wyniki oznaczen chimeryzmu STR i echimeryzmu sa ze soba
skorelowane porownano obserwacje dokonane w okresie pierwszego roku po transplan-
tacji. W przypadku calkowitego chimeryzmu stwierdzono zgodnos$¢ (CC zaréwno w
metodzie STR, jak i w badaniu grup krwi) w okoto 70% oznaczen (od 75% w dobie 30.
do 69% w dobie 360). W przypadku MC zbiezno$¢ ta wahata si¢ w granicach 36 — 44%,
wykazujac narastanie w kolejnych dobach. Nie stwierdzono korelacji migdzy obu para-

metrami. Osiagganie catkowitego echimeryzmu przebiegalo niezaleznie od chimeryzmu
DNA.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Zgodnie z zalozonymi wstegpnie celami badan, ich o$ koncentrowata si¢ wokot pro-
blemu potransplantacyjnej wznowy choroby. Postrzegajac go jako jedna z najwazniej-
szych przyczyn niepowodzenia transplantacji podjgto probe wykorzystania dobrze opa-
nowanego narzedzia diagnostycznego do przeprowadzenia badan nad ocena ryzyka
wznowy, ale takze nad zastosowaniem oceny chimeryzmu, jako podstawy do dziatan
profilaktycznych. Badania nad chimeryzmem hematopoetycznym rozpoczgto bowiem
w naszym osrodku juz w drugiej potowie lat dziewigcdziesiatych [68, 108]. Podjete
badania miaty przede wszystkim na celu wykazanie, ze ocena chimeryzmu jest uzytecz-
nym narzgdziem w zidentyfikowaniu grupy chorych szczegolnie zagrozonych wznowa.
Dla grupy tej, modyfikacja profilaktyki immunosupresyjnej byta podjeciem $rodkow
zmierzajacych w efekcie odleglym, zapobieganiu wznowie choroby, przy zminimalizo-
waniu ryzyka rozwoju choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Z drugiej strony
stata si¢ konieczna odpowiedZ na pytanie, czy podjgte dziatania w postaci modyfikacji
profilaktyki immunosupresyjnej nie wplyna na zwigkszenie odsetka powiktan ze strony
uktadu immunologicznego. Wybor metod badawczych oraz podejmowanych $rodkow
profilaktycznych byt limitowany mozliwosciami finansowymi. O ile bowiem sama pro-
cedura transplantacyjna do 30 doby po przeszczepieniu jest finansowana odrebnie, to
dtugoterminowa opieka potransplantacyjna i jej specyfika pozostaje do chwili obecnej
nieoszacowana, a co za tym idzie niedoszacowana. Dobdr grupy badanej byt z oczywi-
stych wzgledow losowy.

Poniewaz sktad grupy analizowanej i badanej nie byt wynikiem celowego doboru
lub randomizacji, a konsekwencja planowej dziatalnos$ci transplantacyjnej o$rodka juz
sama analiza danych populacyjnych przynosita szereg informacji i wymagata opracowa-
nia. Trzeba w tym miejscu podkresli¢, ze zasadniczym problemem dotyczacym badania
wznowy poprzeszczepowej jest koniecznos¢ dlugotrwalej, systematycznej obserwa-
cji[92]. Jak wykazano, wigkszos¢ wznow wystgpuje w okresie pierwszych 2 lat po
transplantacji, szczegolnie u chorych z ostrymi bialaczkami. Jednak szczegétowa analiza
wykazuje, ze takze w tej grupie chorych wznowy moga wystgpowaé w okresie pozniej-
szym. Najdhuzszy zanotowany w analizowanej grupie chorych czas do wznowy ostrej
biataczki wynosit 1222 dni. W grupie pacjentéw z przewleklymi nowotworami mielo-
proliferacyjnymi wznowy pozne sa zjawiskiem dominujacym. Badania musza wigc by¢
planowane i obliczane na wiele lat, co wymaga wnikliwej kontroli duzej populacji cho-
rych. Przyjety protokoét badawczy, bedacy jednoczesnie standardowa procedura opera-
cyjna, zaktadal pozostawanie wszystkich chorych pod opieka Poradni Transplantacyjnej
w naszym osrodku przez caty okres obserwacji, co w praktyce oznaczato przejgcie nad-
zoru nad catoscig opieki medycznej. Liczba doniesien w literaturze dotyczacych tego
typu obserwacji jest ograniczona[100, 109, 110], a publikacje opisujace duze, jedno-
rodne grupy pacjentdw ukazuja si¢ w ostatnich latach [111-113]. Wigkszo$¢ doniesien
dotyczy okresu 2-3 lat po transplantacji [ 114]. Analizy przeprowadzane na duzych gru-
pach pacjentow czg¢sto dotycza populacji chorych przekazywanych pod opieke osrodkoéw
macierzystych i jedynie referowanych do os$rodka transplantacyjnego[110]. Tworzac
protokot badawczy opieki potransplantacyjnej zalozono takze, ze nie bedzie on réznico-
wany w zaleznosci od schorzenia podstawowego, poniewaz wczesniejsze obowiazujace
w osrodku postepowanie rowniez nie podlegalo zmianom uzaleznionym od schorzenia
bedacego wskazaniem do transplantacji. Wyjatek stanowili pacjenci poddani przeszcze-
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pieniu w niepelnej lub przy braku remisji choroby. Przypadki te wykluczono z analiz.
Ubiegla dekada przyniosta ponadto radykalna zmiang we wskazaniach do transplantacji.
Od 2005 roku znacznie spadta ilo$¢ przeszczepien w przewleklej biataczce szpikowej, co
dodatkowo zréznicowalo objeta analiza populacje. Ostatecznie wsrdd przeszczepien
dokonanych w naszym os$rodku dominowaly ostre biataczki [39]. Dopiero druga pod
wzgledem liczebnosci grupg stanowili chorzy z CML, u ktérych dokonywano prze-
szczepien gtownie w pierwszym pigcioleciu ubiegltej dekady i wezesniej [29].

Planujac podsumowanie badan zalozono wykonywanie okoto 25-30 przeszczepien
alogenicznych w ciagu roku, co stanowito maksymalne wykorzystanie istniejacego od-
dziatu przeszczepowego i do roku 2006 utrzymywano dziatalno$¢ przeszczepowa na
takim poziomie, wlaczajac do badania wszystkich pacjentéw poddanych transplantacji.
W roku 2007 narastajaca ilo$¢ ciezkich powiktan infekcyjnych (gldwnie grzybiczych)
zmusita do podjecia decyzji o wstrzymaniu dzialalnosci i przeprowadzeniu kapitalnego
remontu urzadzen klimatyzacyjnych. W kolejnych dwoch latach, stopniowo (z powodu
koniecznosci kontroli) powracano do wczesniejszej aktywnosci 1 kontynuowano realiza-
cje protokolu. W sposéb losowy wplyngto to na populacje badang. Od 2010 roku,
z przyczyn proceduralnych, wstrzymano w naszym osrodku oznaczenia chimeryzmu.
Dla uzyskania jednolitej grupy poréwnawczej zdecydowano o powrocie do wczesniej
stosowanej zasady odstawienia profilaktyki immunosupresyjnej od doby setne;.

Ze wzgledu na spadajacy z przyczyn demograficznych odsetek chorych posiadaja-
cych dawcg rodzinnego, od 2001 roku rozpoczgto w osrodku przeszczepianie komorek
krwiotworczych od dawcow niespokrewnionych [115]. Podobnie jak w catej Euro-
pie[1], liczba tego typu przeszczepien wzrastata w kolejnych latach, aby w 2011 roku
przekroczy¢ ilos¢ transplantacji od dawcow rodzinnych. Rodzaj przeszczepienia nie
wplywal na przyjety protokot opieki potransplantacyjnej. Kolejna cecha réznicujaca
badanych chorych byl uzyty material przeszczepowy. Dominujacym materialem byt
przeszczep komoérek progenitorowych pobranych z krwi obwodowe;.

Prawdopodobienstwo dhugotrwatego (10-letniego) przezycia na podstawie krzywej
Kaplana - Meyera dla analizowanej populacji pacjentow poddanych transplantacji, nie-
zaleznie od schorzenia i rodzaju przeszczepu wynosito 51,7%. Porownanie ogdlnego
przezycia biorcow poddanych transplantacji od dawcoéw rodzinnych i niespokrewnio-
nych nie wykazato istotnej réznicy. Analiza materialu pod wzgledem wystgpowania
wznow potwierdzila istotno$¢ kliniczng tego problemu. Prawdopodobienstwo
10-letniego przezycia dla analizowanej populacji wolnej od choroby wzrastata bowiem
do 61%. W grupie poddanych badaniu pacjentow, dla ktorej $redni czas obserwacji wy-
nosit ponad 8 lat (zakres 4-5737 dni) do wznowy choroby doszto u 25% chorych.
W zaleznosci od wskazania dominowaty wznowy wczesne — w ostrych biataczkach lub
pézne — w przewlektych nowotworach mieloproliferacyjnych (gtéwnie przewlektej bia-
taczce szpikowej). Krzywe przezycia pacjentéw, u ktorych doszto do wznowy i pacjen-
tow wolnych od choroby radykalnie si¢ réznia. Prawdopodobienstwo 3-letniego
i 10-letniego przezycia dla populacji wolnej od choroby wynosi odpowiednio 64%
i 61%, dla pacjentow ze wznowa choroby 27% i 17%.

Przeprowadzenie analiz porownawczych w obrgbie zebranego materiatlu obserwa-
cyjnego wymagato ujednolicenia grupy. Zatozono, ze do analizy zostana wlaczeni jedy-
nie chorzy poddani przeszczepieniu z kondycjonowaniem mieloablacyjnym z powodu
rutynowych wskazan do transplantacji. Spowodowato to wykluczenie z dalszych ocen
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80 pacjentow. Do grupy analizowanej wilaczono chorych, u ktérych dokonano prze-
szczepienia przed wprowadzeniem protokotu opieki potransplantacyjnej. Byla to bo-
wiem grupa, ktorej wyniki analizy chimeryzmu metodami molekularnymi staty si¢ jedna
z podstaw protokolu. Wykluczono natomiast pacjentéw, u ktorych dokonano przeszcze-
pienia w pierwszych latach dziatalnos$ci osrodka, uznajac je za lata zdobywania do-
$wiadczenia transplantacyjnego. W kolejnych latach odsetek przeszczepien wykluczo-
nych z analiz nie przekroczyt 30%. Wyjatek stanowig lata 2007-2009. Jak wspomniano
wyzej, byly to lata wygaszenia i wznowienia dziatalnos$ci, co wiazalo si¢ z wykonywa-
niem, w pierwszym okresie powrotu aktywnosci, przede wszystkim procedur ratunko-
wych. Grupa nie réznita si¢ od calej populacji pod wzglgdem wskazan do transplantacji
(poza przewlektymi schorzeniami limfoproliferacyjnymi, gdzie stosowano gtownie kon-
dycjonowanie niemieloablacyjne i wigkszo§¢ chorych zostala wykluczona z analiz),
rodzaju przeszczepu, sredniego wieku biorcow i ich pici, a takze réznic plci dawcy
i biorcy. Prawdopodobienistwo 10-letniego przezycia dla chorych z PNM przekraczato
60%, natomiast dla pozostatych grup schorzen wynosito migdzy 40 a 50%. Rdznica ta
moze wynika¢ m.in. ze skutecznego leczenia wznowy poprzeszczepowej CML z zasto-
sowaniem inhibitorow kinazy tyrozynowej. Wykazane ogdlne przezycie pozostaje
w catkowitej zbieznosci z danymi literaturowymi [30].

Grupa poddana analizie z przytoczonych powyzej wzgledéw nie byta w cato$ci mo-
nitorowana w zakresie oceny chimeryzmu. Przed rokiem 2004 badania te byly wykony-
wane okresowo, podobnie jak po roku 2009. Nie oznaczato to jednak selektywnos$ci
oznaczen. W latach pelnego prowadzenia prac badawczych wszyscy poddani przeszcze-
pieniu chorzy byli monitorowani z zastosowaniem obu metod oceny chimeryzmu i
wszyscy byli wlaczani do procedury badawczej.

Ze wzgledu na etapowa i wielokierunkowa analiz¢ zebranego materiatu do badania
poszczegolnych zagadnien wykorzystywano wybrane z grupy poddanej analizie popula-
cje. W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw MC na rozwo6j powiklan potransplantacyj-
nych — w szczegdlnosci na wystgpowanie GVHD 1 wznowy choroby. Ta czg$¢ analiz
obejmowata wszystkich pacjentow, u ktorych monitorowano chimeryzm. Drugi etap
analiz zogniskowal si¢ na wptywie modyfikacji immunosupresji na dalszy przebieg
potransplantacyjny. Do tej czgsci analiz w celach porownawczych wlaczono takze grupg
chorych, u ktoérych profilaktyka immunosupresyjna byla redukowana po osiagnigciu
doby setnej po transplantacji, niezaleznie statusu chimeryzmu (i niezaleznie od tego, czy
byt on oznaczony) oraz grupg chorych z objawami ostrej GvHD, leczonych zgodnie z
protokotem transplantacyjnym, ktorzy z oczywistych wzgledéw nie mogli by¢ brani pod
uwage w kwalifikacji do modyfikacji immunosupresji. Sprawdzajac warunki poréwny-
walnosci grup przeanalizowano krzywe przezycia dla grupy ze standardowa profilaktyka
i grupy poddanej badaniu. Stwierdzono istotna roznice w prawdopodobienstwie przezy-
cia grup badanych (z modyfikacja immunosupresji) i grup porownawczych (leczona
z powodu GvHD 1 ze standardowa profilaktyka). Roznica migdzy grupa leczona (L)
a pozostatymi wydawala si¢ uzasadniona brakiem skutecznosci leczenia GvHD. Nizsze
prawdopodobienstwo przezycia w grupie ze standardowa immunosupresja stalo sig
przedmiotem dalszych dociekan. Podstawe do wyjasnienia zjawiska dawata analiza
obrazujaca prawdopodobienstwo przezycia chorych, u ktorych wykonano oznaczenie
chimeryzmu w dobie 60. po transplantacji (punkcie decyzyjnym modyfikacji), a wigc
eliminujaca wczesne (przed doba 60.) zgony. Krzywe przezycia pacjentow przezywaja-
cych 60 dni po transplantacji i krzywe przezycia podgrup badawczych nie roznity sig.



Dyskusja 101

Stanowito to réwniez potwierdzenie braku intencyjnej selekcji chorych podczas kwalifi-
kacji do badania. W trzecim etapie analizy chimeryzmu STR, podjgto badanie dynamiki
chimeryzmu i wptywu tego zjawiska na przebieg potransplantacyjny. Ta czgs¢ analiz
obejmowata jedynie populacj¢ pacjentdw, u ktorych dysponowano kolejnymi oznacze-
niami chimeryzmu, co najmniej do doby 180. Wyniki te odniesiono w gtdwnej mierze
do problemu wznowy.

Wybér metody oceny chimeryzmu w oparciu o ktéra podejmowano decyzje terapeu-
tyczne podyktowany byt kilkoma wzglgdami. Pierwszym byla mozliwo$¢ oznaczenia
chimeryzmu we wczesnym okresie potransplantacyjnym, drugim mozliwo$¢ objgcia
badaniami wszystkich poddanych przeszczepieniu pacjentdw, trzecim — ilosciowy (poti-
losciowy) charakter wynikéw. Warunek pierwszy spehnialy zasadniczo wszystkie trzy
metody dostepne w naszym osrodku — analiza molekularna — badanie STR, badanie
antygenow krwinek czerwonych oraz badanie metoda FISH. Ostatnie dwie metody nie
spehialy jednak warunku drugiego. Oparta o badanie chromosomu Y metoda genetycz-
na pozwalata na oceng chimeryzmu jedynie u biorcow, ktorych dawcy roznili sig¢
plcia[116, 117]. W naszym materiale warunek ten spetniato jedynie 42% pacjentow.
Drugiego ze wspomnianych kryteridéw nie spetniato takze oznaczanie antygenoéw krwi-
nek czerwonych. Wprowadzenie we wspotpracy z Regionalnym Centrum Krwiodaw-
stwa 1 Krwiolecznictwa w Gdansku w ubiegtym dziesigcioleciu do rutynowych badan
przedprzeszczepowych, a nastgpnie do protokotu opieki potransplantacyjnej oznaczen
antygenow grupowych krwi rozszerzonych poza uktad ABO znaczne zwigkszylo popula-
cje (do 83%), u ktorej mozliwe byto monitorowanie chimeryzmu erytropoetycznego.
Pozostawato jednak 17% populacji, w ktorej zgodnos¢ dawcey i biorcy w zakresie anty-
genow grupowych krwi byta calkowita. Ponadto, ze wzgledu na fizjologiczny czas prze-
zycia erytrocytow istniata obawa, ze wigkszos¢ pacjentow bedzie prezentowata w dobie
60. mieszany chimeryzm. Badanie echimeryzmu nie spetnialo réwniez warunku iloscio-
wych wynikow. Wszystkie zatozone warunki spekniata jedynie metoda oceny STR. Me-
toda ta stwarzala rowniez mozliwo$¢ oceny polilosciowej, co pozwalalo na okreslenie
dynamiki chimeryzmu. Wybér ten byt zgodny z zaleceniami wydanymi w 2001 roku po
wspolnym spotkaniu roboczym ABMTR i IBMTR (International Bone Marrow Trans-
plant Registry), ktore uznalo oznaczenia STR (VNTR) za ztoty standard w monitorowa-
niu chimeryzmu poprzeszczepowego [ 118]. Ze wzgledu na uzupetnianie si¢ badan (pet-
na ocena hematopoezy) i potrzebe okreslenia znaczenia chimeryzmu erytropoetycznego
W opiece potransplantacyjnej, szczegdlnie oznaczanego w sposob rozszerzony, konty-
nuowano w ramach protokotu badawczego oznaczanie antygenow grupowych krwi.

Decyzje terapeutyczne w grupie badanych pacjentow byly podejmowane w oparciu
o stwierdzony catkowity lub mieszany chimeryzm STR w dobie 60 po transplantacji.
Sposob oceny chimeryzmu byt jednolity dla catej grupy, wykonywany w ciagu calego
badania w jednym osrodku. Poréwnanie wynikéw badania chimeryzmu STR we krwi
obwodowej i szpiku wykazato pelna korelacje obu oznaczen zaréwno we wczesnym, jak
i poznym okresie potransplantacyjnym. Wyniki te sa zgodne z innymi opublikowanymi
danymi [ 118]. Nie wykazano przewagi ktoregokolwiek materiatu. Z nieprezentowanych
wynikow wlasnych wynika, ze w przypadku postgpujacego procesu wznowy choroby, w
okresie bezposrednio ja poprzedzajacym, zmiany statusu chimeryzmu wczesniej mozna
odnotowa¢ w szpiku, niz we krwi obwodowej. Obserwacje to maja jednak charakter
jednostkowy. Do monitorowania chimeryzmu, szczegélnie przy duzej czgstosci badan,
analizy oparte o badanie krwi obwodowej sa wystarczajace.
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Wprowadzenie badan molekularnych [55-57] do oceny chimeryzmu wykazalo, ze
wbrew wczes$niejszym wynikom badan, najczesciej z zastosowaniem innych metod,
odsetek pacjentdw, u ktorych obserwuje si¢ dtugotrwale utrzymywanie si¢ wtasnej he-
matopoezy w koegzystencji z hematopoeza dawcy (MC) jest wigkszy niz pierwotnie
przypuszczano, co wynika z wigkszej czutosci metod opartych o analiz¢ DNA[119].
W badaniach wtasnych wykazano, ze w dobie sze$c¢dziesiatej po przeszczepieniu ponad
potowa pacjentow prezentuje MC, w dobie 100. odsetek ten wynosi 45%. W pdét roku po
transplantacji u jednej trzeciej pacjentow nadal stwierdza si¢ w badaniu STR wiasne
DNA biorcy. Wszyscy badani pacjenci poddani byli kondycjonowaniu mieloablacyjne-
mu. Nie mozna wigc zgodzi¢ si¢ z pogladem, ze badanie chimeryzmu w tego typu prze-
szczepieniach nie jest zasadne [118]. Szczegodlnie, jesli uzasadnieniem takiego pogladu
jest stwierdzenie, ze przeszczepienia mieloablacyjne prowadza do wczesnego catkowite-
go chimeryzmu. Badacze opierajacy analizy o techniki molekularne (VNTR, STR) uzy-
skali wyniki podobne do zaprezentowanych [120]. Mimo ukazania si¢ do chwili obec-
nej wielu raportow dotyczacych roli mieszanego chimeryzmu i jego znaczenia (lub bra-
ku znaczenia) dla wystgpowania powiktan, czasu przezycia i wystgpowania wznowy
kwestie te nie maja dotychczas jednoznacznego rozstrzygnigcia. Zautomatyzowane,
fluorescencyjne metody oceny STR, ktore pozwolily na seryjne wykonywanie oznaczen
zostaty wprowadzone do praktyki klinicznej pod koniec lat 90-tych [54]. Od tego czasu
datuja si¢ podsumowania obejmujace coraz wigksze grupy pacjentow i coraz dtuzszy
czas obserwacji, co pozwala na prawidtowe wnioskowanie o wznowach i wptywie chi-
meryzmu poprzeszczepowego na ogolne przezycie. Ponadto pierwszy okres stosowania
tych metod byt okresem standaryzacji i pordwnan, stad analizy oparte o techniki VNTR
/STR, ktorych warto$¢ jest niepodwazalna datowane sa po roku 2000. Wedtug uzyska-
nych wynikéw badan wilasnych obecnos¢ mieszanego chimeryzmu w kolejnych, punk-
towych dobach badania $cisle korelowata z czgstoScia wystgpowania wzndéw choroby.
Wyniki te pozostaja w sprzecznosci z uzyskanymi przez Mossalam i wsp. [110]. Oce-
niajac retrospektywnie grupg ponad 1000 pacjentéw poddanych transplantacji z kondy-
cjonowaniem mieloablacyjnym, podobnie zréznicowana pod wzgledem wskazan do
transplantacji, rodzaju przeszczepu i typu dawcy jak w prezentowanym badaniu nie
stwierdzili korelacji migdzy wystgpowaniem mieszanego chimeryzmu a wznowa choro-
by i1 dlugoscia przezycia. Czgsto$¢ wystgpowania wznow odniesiono do pojedynczego
oznaczenia chimeryzmu wykonanego migdzy 2 a 6 miesiacem po transplantacji, przed
przekazaniem pacjenta pod opiekg lekarza referujacego. W roznych okresach czasu
stosowano réozne metody do oceny chimeryzmu (FISH, VNTR, STR). W pierwszych
latach analizowanego okres badano wylacznie szpik, od 2004 roku wylacznie krew.
Ponadto autorzy zaznaczaja w opisie, ze czg$¢ obserwacji zostata odcigta na podstawie
daty ostatniego kontaktu, bez informacji o wznowie choroby lub $mierci. Mimo faktu, ze
analizowano grupg ponad tysiaca pacjentdw powyzsze zastrzezenia ograniczaja wartos$é
tego badania. Druga praca pozostajaca w sprzeczno$ci z zaprezentowanymi wynikami
pochodzi z tego samego os$rodka (Seattle) i dotyczy grupy 89 pacjentow z ALL bada-
nych w tym samym schemacie[121]. Podobne do Mossalam i wsp. wyniki uzyskal
takze Choi [114], badajac grupe 30 pacjentdw z ostrymi biataczkami. W badaniu tym
wykonywano oznaczenia w miesigcznych odstepach czasu metodami molekularnymi.
Nie znaleziono korelacji migdzy oznaczeniami w kolejnych dobach w czgstoscia wznow.
Nalezy jednak podkresli¢, ze $redni czas obserwacji w badaniu wynosit 10 miesigcy, a
najdtuzszy 22 miesigce. Nawet biorac pod uwage, ze w prezentowanej przez nas grupie
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wczesne wznowy (do roku po transplantacji) dominowaty u chorych z ostrymi biatacz-
kami, to czas obserwacji w tym badaniu ogranicza warto$¢ wnioskowania. Obserwacje
zbiezne z naszymi opublikowali natomiast Barrios i wsp. [100] na podstawie badania
grupy 133 pacjentéw z ostrymi bialaczkami. Sredni czas obserwacji w tym badaniu
wynosit 44,8 miesigcy, co czyni bardziej wiarygodnym ocen¢ wystgpowania wznowy
choroby. Lamba i wsp. [99] opisali korelacj¢ migdzy mieszanym chimeryzmem w dobie
dziewigCdziesiatej po transplantacji a czgstoscia wznow, badajac 80 pacjentow o podob-
nie zr6znicowanych rozpoznaniach, jak w naszej grupie, przy medianie czasu obserwacji
wynoszacym 24 miesigce. Populacja pacjentow z ostra biataczka szpikowa poddanych
przeszczepieniu z cze$ciowa deplecja limfocytow T (96 chorych) byta badana przez
Huisman i wsp. [111]. Oznaczen dokonywano odrgbnie w limfocytach T i pozostatych
komorkach. Stwierdzono, ze utrzymywanie si¢ stabilnego 1 wzrastajacego MC jest silnie
skorelowane z wystapieniem wznowy. Korelacja nie zalezala od badanej subpopulacji
komorkowej. Wyniki badania Huisman sa catkowicie zbiezne z naszymi analizami prze-
prowadzonymi na populacji zréznicowanej co do rozpoznan. Wiele doniesien potwier-
dzajacych zwiazek mieszanego chimeryzmu i zwigkszonego ryzyka wznowy pochodzi z
osrodkow pediatrycznych [122-126]. Czgs$¢ badaczy sugeruje jednak roznicg w mecha-
nizmach immunologicznych wznowy u dzieci i dorostych [127].

Innym czynnikiem mogacym wplywac na korelacje miedzy MC a wznowa choroby
wykazana w naszym badaniu jest stosunkowo duza grupa chorych z CML wlaczona do
analizy. CML jest typowym przyktadem schorzenia w ktorym efekt transplantacyjny
GvL odgrywa istotna rolg [28], potwierdzony wysoka skutecznos$cia DLI w przypadku
wznowy [ 128, 129]. Mieszany chimeryzm moze wptywa¢ na rozwdj tolerancji immu-
nologicznej, a tym samym redukowac efekt GvL [130]. Hipotezg t¢ potwierdzaja bada-
nia Badera i wsp. [131]. Wykazali oni, ze we wczesnym okresie po transplantacji mie-
szany chimeryzm jest spowodowany gltownie obecnoscia prawidtowej hematopoezy
biorcy. Daje to przestanke do wnioskowania o aloreaktywnos$ci lub indukcji tolerancji
przeszczepu i wzmacnia hipotezg, ze mieszany chimeryzm redukuje efekt GvL, a tym
samym jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym wznowy. Odnotowujac powyzsze
trzeba jednak zauwazy¢, ze grupa pacjentow z PNM (gltéwnie z CML) nie byta najlicz-
niejsza w naszym badaniu grupa, a czgstos¢ wznoéw nie przekraczata odnotowanej w
grupie ostrych biataczek. Zdecydowanie wigcej doniesien dotyczy analiz chimeryzmu i
jego korelacji z powiktaniami immunologicznymi i wznowa (progresja) choroby w prze-
szczepieniach niemieloablacyjnych i o zredukowanej toksyczno$ci[98, 132-136]. W
wyniku zastosowanego kondycjonowania dochodzi tam do ograniczonej eliminacji he-
matopoezy biorcy, a efekt terapeutyczny jest zalezny od uzyskanej reakcji GvL. W prze-
szczepieniach tego typu, mieszany chimeryzm we wczesnym okresie po transplantacji
jest zjawiskiem typowym i zwykle dluzej utrzymujacym sig, niz w przeszczepieniach
mieloablacyjnych. Monitorowanie jego dynamiki jest warunkiem podejmowania dziatan
indukujacych efekt GvL. Mickelson 1 wsp. [98], nie stwierdzili jednak istotnych korela-
¢ji miedzy réznymi typami kondycjonowania (mielo- i niemieloablacyjnym) a tempem
osiggania CC i wystgpowaniem powiklan. Przyjete przez nich kryterium podziatu mig-
dzy grupa CC, a MC (powyzej i ponizej 90% DNA dawcy) wydaje si¢ jednak zbyt mato
precyzyjne, przy ogoélnie przyjetym okresleniu czutosci metody STR metody na 1-5%.
Wyciaganie wnioskéw na podstawie uwspdlniania obserwacji dotyczacych transplantacji
mieloablacyjnych i o zredukowanej toksyczno$ci nie jest wystarczajaco uzasadnione.
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Wychodzac z tego zatozenia z analizowanej przez nas grupy wykluczylismy pacjentow,
u ktérych zastosowano kondycjonowanie niemieloablacyjne.

Innym aspektem badawczym byta czgstos¢é wystgpowania ostrej i przewlektej posta-
ci GvHD w zaleznosci od stwierdzonego statusu chimeryzmu. W catej grupie badawczej
odnotowano jedynie trend, bez istotnosci statystycznej do wigkszej czgstosci wystepo-
wania przewleklej, rozlegtej (umiarkowanej i cigzkiej) GvHD u pacjentdw z wczesnym,
uzyskanym juz w 30 dobie CC. Tym samym nie potwierdzono wstgpnych wynikow
badan opublikowanych w 2005 roku [ 108], ktére na znacznie mniejszej grupie analizo-
wanych pacjentéw wykazaty zaleznos¢ statystyczna. Trzeba jednak podkresli¢, ze przy-
gotowujac material do obecnej analizy zaktualizowano wcze$niejsze obserwacje. W
przypadku ¢cGvHD oznaczato to rowniez weryfikacjg¢ dotyczaca ostatecznego rozpozna-
nia postaci umiarkowanej i cigzkiej zgodnie z kryteriami przyjgtymi w 2005 roku [44] .
W aktualnej analizie uwzgledniono jedynie posta¢ cGvHD wymagajaca przewlektego
(co najmniej trzymiesigcznego), systemowego leczenia immunosupresyjnego. Odpowia-
dato to postaci umiarkowanej i cigzkiej wedtug nowej klasyfikacji i w podjgtej analizie
byto uznane za jedna z przyczyn niepowodzen. Obserwacja ta wskazuje rowniez na
konieczno$¢ formutowania wnioskow dotyczacych przewleklego GvHD na podstawie
dlugoterminowych obserwacji. Sredni czas obserwacji w poprzednio opublikowanych
badaniach wynosit 2 lata. Inni badacze stwierdzili korelacj¢ miedzy CC okreslonym w
subpopulacji limfocytow T (CD3) w dobie 30, a czgstoscia wystepowania cGvVHD [98].
Badania opublikowane przez Rupa-Matysek i wsp.[137] obejmuja podobny do po-
przednio uwzglednionego przez nas okres obserwacji, co moze $wiadczy¢ o bardziej
informatywnym, co do GvHD, charakterze chimeryzmu oznaczanego w subpopulacjach
limfocytéw. Sugeruja to rowniez inne doniesienia [ 132, 138-140]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze badanie subpopulacji czyni oznaczenia chimeryzmu znacznie bardziej czaso-
chtonnymi i kosztochtonnymi. Badanie moze by¢ przeprowadzane jedynie w laborato-
riach wyposazonych w wysokiej klasy sortery. Z tego powodu wydaje sig, ze tego typu
analiz nie mozna uzna¢ za rutynowe, do zastosowania w praktyce klinicznej. Ponadto
badania Svenber i wsp. [ 141] dotyczace pacjentéw poddanych przeszczepieniu z powo-
du schorzen nieonkologicznych i obejmujace znacznie dluzszy czas obserwacji odnoto-
wujace zwiazek migdzy cGvHD, a wezesnym CC, nie potwierdzaja istotnych réznic w
chimeryzmie ocenianym w populacjach i w krwi niefrakcjonowanej, poza kilkoma przy-
padkami anemii Fanconiego. Podobne wyniki uzyskano w badaniu Huisman i
wsp. [1117.

Ani mieszany, ani catkowity chimeryzm osiagany w kolejnych badaniach od doby
30. do setnej nie stanowil czynnika prognostycznego dla wystgpowania ostrej GvHD.
Nie wykonywano jednak oznaczen przed uptywem miesiaca po transplantacji. Jaksch i
wsp. [ 138] sugeruja warto$¢ prognostyczna mieszanego chimeryzmu w badaniu pomig-
dzy doba 7. a 10. po przeszczepieniu dla p6zniejszego wystgpowania aGvHD.

Nie stwierdzono zaleznosci migdzy wystgpowaniem mieszanego chimeryzmu do
doby 180, a wystgpowaniem zgonow w dalszej obserwacji. Zalezno$¢ taka pojawia si¢
dopiero migdzy MC stwierdzonym w 18 miesigcy i 2 lata po przeszczepieniu. Nie znale-
ziono w literaturze podobnych obserwacji. Moga one wynika¢ z faktu, ze $redni czas do
wznowy w analizowanej populacji wynosit 553 dni. Mieszany chimeryzm w tak p6znym
okresie potransplantacyjnym jest zapewne wynikiem utraty kontroli immunologicznej i
wigkszego zagrozenia wznowa choroby.



Dyskusja 105

Kluczowym zagadnieniem branym pod uwage przy konstrukcji protokotu badaw-
czego w opiece potransplantacyjnej byta modyfikacja profilaktyki immunosupresyjnej,
akceptowalna z punktu widzenia zalecanych przez EBMT standardow. Jedynym dostep-
nym lekiem do stosowania w profilaktyce po przeszczepieniu szpiku byta w Polsce cy-
klosporyna. Kwestia czasu i tempa redukowania dawek tego leku stosowanego w profi-
laktyce nie byta w pi$miennictwie dostatecznie sprecyzowana i znacznie roznita si¢
migdzy osrodkami zrzeszonymi w EBMT, co obrazuje badanie ankietowe Ruutu [45].
Doniesienia poréwnujace wpltyw czasu profilaktyki na czgstos¢ wystgpowania GvHD
takze nie byly jednoznaczne [45, 142, 143] i pozostaja takie nadal [ 144, 145]. Prezen-
tuja one skrajnie odmienne wyniki badan. Od korzysci wynikajacych z wydhuzenia profi-
laktyki, do negatywnego wpltywu przedluzonego stosowania immunosupresji. Badania
poréwnawcze grup z réznym czasem trwania profilaktyki byly oparte o arbitralne decy-
zje randomizacyjne, a nie przestanki oceny ryzyka powiktan immunologicznych lub
wznowy. Problem ten nie znalazt rozwiazania do chwili obecnej, co wykazat Pidala i
wsp. [46] przeprowadzajac w 2011 badania ankietowe wsrdd lekarzy osrodkoéw trans-
plantacyjnych, cztonkéw amerykanskiego Towarzystwa Przeszczepiania Krwi i Szpiku
(ABMTR - American Society for Blood and Marrow Transplantation). Na ankietg¢ odpo-
wiedziato 1100 transplantologéw. Jednym z pytan byl czas rozpoczgcia odstawiania
profilaktyki immunosupresyjnej u zaprezentowanego w ankiecie hipotetycznego chorego
poddanego przeszczepieniu. Badani wskazali az 9 zakreséw czasowych rozpoczecia
redukcji dawki cyklosporyny: od ponizej 50 dni po transplantacji do powyzej 350 dni.
Najwieksza grupa wskazala okres migdzy setna a 149 doba. Najwczesniej, bo przed
uplywem dwoch miesigcy chetniej rozpoczynali redukcje dawek pediatrzy, kolejny in-
terwat czasowy wskazywali nieliczni lekarze opierajacy swoja decyzje o oceng ryzyka
wznowy choroby.

Poszukujac uwarunkowan i podstaw dla decyzji o czasie trwania profilaktyki immu-
nosupresyjnej zwrécono uwage na doniesienia dotyczace badan chimeryzmu, a w szcze-
gblnosci roli mieszanego chimeryzmu w prognozowania wznowy i innych powiktan oraz
zastosowania adoptywnej immunosupresji w przypadku mieszanego chimery-
zmu. [105, 106, 114,123,124, 146]. W tym czasie podsumowano wstgpna czgs¢ ba-
dan nad chimeryzmem przeprowadzonych w naszym osrodku od 1999 roku, ktére wyka-
zaly, ze wczesne wystgpowanie (w dobie 30 lub 60 po transplantacji) catkowitego chi-
meryzmu hematopoetycznego wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem wystapienia
cGvHD [147]. Jednoczesnie, zatozono w oparciu o dane z literatury [ 148-150] oraz
niepublikowane obserwacje wilasne, ze mieszany chimeryzm, szczegélnie narastajacy
moze by¢ czynnikiem prognostycznym dla potencjalnej wznowy choroby. W oparciu o
powyzsze przestanki zaproponowano w protokole uzaleznienie dlugosci profilaktyki i
czasu rozpoczegcia odstawienia cyklosporyny od wyniku badania chimeryzmu w dobie
60 po transplantacji, a wigc w okresie, kiedy spada ryzyko wystapienia aGvHD [34].
We wilasnych obserwacjach aGvHD wystepowalo po 60 dobie u 11 z 92 pacjentdw
(11%), u ktorych to powiktanie zaobserwowano. Zamierzona w badaniu interwencja w
profilaktyke immunosupresyjna nie obejmowata dziatan niestandardowych. Oznaczata
jedynie wcze$niejsze, ale nadal stopniowe odstawianie cyklosporyny. Wyniki analizy nie
wykazaly istotnego zmniejszenia odsetka wznow w grupie badanych z MC i weze$niej-
szym, ale powolnym odstawianiem cyklosporyny. Nalezy jednak zauwazy¢, ze odsetek
wznow w tej grupie nie przewyzszyt odsetka wznow u pacjentow z CC, czego mozna by
oczekiwaé, gdyby modyfikacja nie miata zadnego wplywu. Ponadto w grupie 1 MC
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wykazano wigkszy odsetek zmian statusu chimeryzmu z nast¢pcza redukcja odsetka
wlasnego DNA. Moze to $wiadczy¢ o koniecznosci radykalizacji dziatan w celu uzyska-
nia szybszej konwersji chimeryzmu. W 1999 roku Bader i wsp.[146] opublikowali
pierwszy raport wykazujacy korzy$¢ w postaci zmniejszenia odsetka wznow choroby po
transplantacji w wyniku podejmowanej interwencji opartej o badanie chimeryzmu. In-
terwencja polegata na odstawieniu immunosupresji u chorych z MC, z nastgpczym po-
daniem DLI w przypadku wzrostowej tendencji MC. W kolejnych latach badania takie
podejmowano w wielu o$rodkach, gtownie pediatrycznych [ 124, 151-153], ale takze u
dorostych u wybranych grup pacjentdw [ 154, 155]. W kazdym przypadku interwencje
te polegaly na radykalnym zmniejszeniu immunosupresji lub zwigkszeniu efektu GvL
przez podanie DLI. W najmniej radykalnym badaniu Horn i wsp. [ 152] immunosupresj¢
(dawke leku) zmniejszano o 50% w przypadku wzrostowej tendencji MC. W naszym
badaniu redukcja ta wynosita 25% dawki CsA w przypadku stwierdzenia MC w 60.
dobie po transplantacji. Wigkszo$¢ badan wykazata korzysci ptynace z takiego postepo-
wania. W dwodch badaniach przeprowadzonych u dorostych chorych modyfikacja réw-
niez polegata na profilaktycznym podaniu DLI. W badaniu Schaap i wsp. [155] proto-
kot taki obowiazywal po zastosowaniu przeszczepu z czg¢sciowa deplecja limfocytow T
w zroznicowanej pod wzgledem rozpoznan grupie pacjentow. Lutz i wsp. [154] badali
pacjentéw z ALL po tradycyjnym postepowaniu kondycjonujacym, przy standardowej
profilaktyce GVHD (CsA i Mtx). Wykazali, ze stosujac profilaktycznie DLI u pacjentow
z mieszanym chimeryzmem uzyskano trwaty CC i niski odsetek wznow choroby.

Uzyskane wyniki wlasne wykazaty rowniez, ze wczesniejsze odstawienie immuno-
supresji nie wiaze si¢ ze statystycznie wyzszym ryzykiem wystapienia GVHD zaréwno
w postaci ostrej jak i przewleklej, co potwierdza bezpieczenstwo takiej modyfikacji.
Daje to istotne przestanki do dalszej rekonstrukcji protokolu potransplantacyjnego.
Szczegdlnie wobec faktu, Ze najnowsza edycja The EBMT Handbook z 2012 réwniez
nie zawiera standardu redukcji immunosupresji w przeszczepieniach mieloablacyjnych.

Badania dotyczace MC, interwencji w uktad immunologicznych i wystgpowania
wznowy wprowadzaty do oceny chimeryzmu nowe obserwacje swiadczace o konieczno-
$ci monitorowania jego dynamiki. Okreslenie trendu — wzrastajacego lub obnizajacego
si¢ odsetka wtasnego DNA biorcy moze w sposob bardziej jednoznaczny identyfikowac
grupe wysokiego ryzyka wznowy. We wlasnym materiale przesledzono szlaki zmiany
chimeryzmu u pacjentdow z kompletnymi oznaczeniami do 6 miesigcy po przeszczepie-
niu. Ocena przebiegu zmian wykazata, ze odsetek chorych z MC zmniejsza si¢ w kolej-
nych dobach obserwacji. Odnotowano takze, podobnie, jak Huisman i wsp., Ze autolo-
giczna odnowa hematopoezy (AR), rownoznaczna ze wznowa choroby, zaobserwowana
u 4 pacjentéw miata miejsce jedynie w szlaku utrzymujacego si¢ (i wzrostowego) mie-
szanego chimeryzmu. Dalsze analizy pozwolity na stwierdzenie, ze najwyzszy odsetek
wznow (ponad 50%) stwierdza si¢ w grupie pacjentdw ze wzrostowym mieszanym chi-
meryzmem pomig¢dzy doba 60. a setna po przeszczepieniu. Odsetek ten jest istotnie
wyzszy od odsetka wznow obserwowanych w przypadku stabilnego i spadkowego mie-
szanego chimeryzmu. Zaleznos$ci takiej nie zanotowano dla zmian mi¢dzy dobami 30. a
60. oraz migdzy setna a 180. Okres migdzy doba sze$édziesiata a setna i zachodzace w
tym okresie zmiany w postaci eliminacji lub wzrostu ilosci wtasnego DNA biorcy wyda-
ja si¢ kluczowe dla dalszego przebiegu poprzeszczepowego, a w szczegdlnosci wysta-
pienia wznowy. Moze mie¢ to zwiazek z postgpujaca w tym okresie rekonstytucja im-
munokompetentnych komoérek dawcy i ich stopniem aktywacji. Nie mozna wykluczy¢,
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ze w tym okresie dochodzi do wyzwolenia efektu GvL, a tym samym eradykacji choroby
resztkowej. W badaniach wlasnych wykazano réwniez, ze jedynie stabilny CC wiaze si¢
z niskim ryzykiem wznowy. Grupa pacjentow ze stabilnym CC byta istotnie mniej za-
grozona wznowa choroby, niz pozostate dwie grupy. Wzrostowa tendencja MC migdzy
doba 60. a 100. wiazata si¢ rowniez z nizszym odsetkiem ostrej GVHD (cho¢ bez istot-
no$ci statystycznej), co moze potwierdzaé zwiazek migdzy procesami GvH i GvL.
Wazrastajacy mieszany chimeryzm mig¢dzy doba 30. a 60. wiazat si¢ z istotnie wyzszym
odsetkiem zgonéw w grupie pacjentow prezentujacych ten typ dynamiki. Analiza dyna-
miki chimeryzmu nie wykazata wptywu zmian odsetka wtasnego DNA biorcy na rozwdj
przewlektej GVHD w zadnym z analizowanych okresow. Analizujac wyniki w grupach
z modyfikacja immunosupresji stwierdzono, ze podj¢te dziatania miaty istotny wplyw na
szlak zmian chimeryzmu. W grupie pacjentoéw z MC w dobie sze$¢dziesiatej, u ktorych
rozpoczynano redukcj¢ dawek CsA wczesniej, uzyskiwano zmiang statusu chimeryzmu
istotnie czesciej, niz w grupie z CC. Podobny okres potransplantacyjny analizowali
Mossalam i wsp. [ 110]. Dokonywali oni pojedynczego oznaczenia chimeryzmu migdzy
2 a 6 miesiacem po przeszczepieniu, jednak bez sprecyzowania doby badania. Nie zna-
lezli zaleznosci migdzy pojedynczym oznaczeniem chimeryzmu a czgstoscia wznow.
Grupa badana sktadala si¢ z bardzo zréznicowanej pod wzgledem czasu od przeszcze-
pienia (migdzy 60. a 180. doba) populacji, co moglo zawazy¢ na wyniku. Pojedyncze
oznaczenie nie dawato réwniez zadnych podstaw do analizy dynamiki chimeryzmu.
Jednocze$nie, w badaniu tym wykazano zwiazek przetrwatego mieszanego chimeryzmu
i nizszej czestosci wystepowania cGvHD. Nie uwzglednienie dynamiki przy stosunkowo
krétkim okresie obserwacji populacji badanej mogto by¢ takze w badaniu Choi i
wsp. [114] elementem maskujacym rzeczywisty wptyw MC na dalszy przebieg prze-
szczepienia. Badanie dynamiki chimeryzmu w okresie pierwszych 6 miesigcy po trans-
plantacji przeprowadzili Huisman i wsp. [111] znajdujac korelacj¢ miedzy stabilnym i
wzrostowym MC w tym okresie a czgstoscia wznow. Lamba i wsp. [99] wskazali dobg
90 jako kluczowa w ocenie dalszego ryzyka wznowy. Badania te stanowia kontrapunkt
dla tezy wysunigtej w rekomendacjach przez Antin i wsp [118]. W dziale po$wigconym
transplantacjom mieloablacyjnym stwierdzono tam, ze przewazajaca wigkszo$¢ pacjen-
tow osigga wczesny catkowity chimeryzm, co warunkuje brak uzytecznosci klinicznej
oznaczen chimeryzmu po zastosowaniu tego typu kondycjonowania. Tezie tej przecza
zaprezentowane wyniki wlasne i innych grup badaczy. Wiaze sig to przede wszystkim z
wigksza czuloscia metody. Antin i wsp. rekomenduja monitorowanie chimeryzmu w
przeszczepieniach mieloablacyjnych jedynie w przypadku zmian w kondycjonowaniu
lub w trybie immunosupresji. Nasz protokot spetnial wige warunki rekomendacji. Nie
mniej jednak, ograniczenie badan tylko do takich sytuacji w $wietle uzyskanych, wta-
snych wynikow 1 zaprezentowanych danych z literatury wydaje si¢ nieuzasadnione.
Ponad potowa analizowanych przez nas pacjentow bylta leczona tradycyjnym, niezalez-
nym od oceny chimeryzmu protokotem. Rowniez w tej grupie stwierdzilismy zalezno$¢
migdzy wystgpowaniem stabilnego MC i zmian statusu chimeryzmu na czgsto$¢ wyste-
powania wznowy. Oznacza to, ze monitorowanie chimeryzmu poprzeszczepowego ma
uzasadnienie u wszystkich pacjentow. Niezaleznie od uznania jego precyzyjnej wartosci
prognostycznej wytania on grupg pacjentow, u ktéorych monitorowanie choroby resztko-
wej bardziej specyficznymi dla okreslonego schorzenia metodami lub jednoczesnym
monitorowaniu kilkoma metodami [ 156] powinno by¢ zdecydowanie bardziej restryk-
cyjne i wykonywane w mniejszych interwatach czasowych. Taka opinia pozostaje w
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zgodzie z innymi podsumowaniami [53, 64,95, 119] oraz doniesieniami dotyczacymi
specyfiki chimeryzmu w okreslonych jednostkach chorobowych[112, 157]. Aktualiza-
cji rekomendacji i standaryzacji metod mozna obecnie oczekiwac po inicjatywie okresl-
nej jako EuroChimerism [ 158].

Reasumujac ta cze$¢ wynikow badan mozna stwierdzié, ze przyjgte zatozenia ba-
dawcze znalazly istotne potwierdzenie w przeprowadzonej analizie. Badanie chimery-
zmu, szczegdlnie miedzy doba 30. a 100. po transplantacji pozwala na wskazanie grupy
szczegblnie zagrozonej wznowa choroby. Podjecie proby modyfikacji immunosupresji w
celu indukcji efektu GvL u pacjentow z MC w tym okresie, byto uzasadnione zwigkszo-
nym ryzykiem wznowy, szczeg6lnie wysokim przy wzrostowej dynamice mieszanego
chimeryzmu. Jednoczes$nie nie zwigkszyto ryzyka powiktan immunologicznych w posta-
ci indukeji cGvHD. Modyfikacja profilaktyki wplywata istotnie na zmiang statusu chi-
meryzmu z MC na CC, co przetozylo si¢ na porownywalny w obu grupach odsetek
wznéw, co byto oczekiwanym efektem. Analiza pozwolita rdéwniez na wskazanie okresu
miedzy 60 a 100. doba po przeszczepieniu jako kluczowego zarowno w zakresie monito-
rowania dynamiki chimeryzmu w celach prognostycznych, jak i okresu na podejmowa-
nie dziatan zapobiegawczych.

Jedna z przestanek do badan nad chimeryzmem erytropoetycznym i jego znacze-
niem w opiece potransplantacyjnej byta publikacja wloskiej grupy roboczej ds. trans-
plantacji szpiku (GITMO — Gruppo Italiano Trapianto di Midollo Osseo) z 2004 ro-
ku[159]. Prezentowata ona wyniki ankiety przeprowadzonej we wiloskich osrodkach
transplantacyjnych, dotyczacej zagadnien polityki transfuzyjnej i monitorowania nie-
zgodnosci. Juz na etapie przedtransplantacyjnym zarysowaty si¢ duze rozbiezno$ci mig-
dzy protokotami osrodkow. Dotyczyly one badania grupy krwi dawcy niespokrewnione-
go w osrodku transplantacyjnym, oznaczania miana izoaglutynin, ilosci badanych anty-
gendw grupowych oraz ich monitorowania po transplantacji. Poza stwierdzeniem
ogromnej réznorodnosci zasad postgpowania w osrodkach zrzeszonych w GITMO i
koniecznos$ci ujednolicenia praktyki, autorzy dokonali przegladu pismiennictwa nie
znajdujac jednolitych zalecen. Podkredlili takze réznice w ocenie niezgodnosci, jako
czynnika ryzyka powiklan transplantacyjnych.

Geny kodujace glikoproteiny antygenoéw uktadu ABO, zlokalizowane na chromoso-
mie széstym (6q24), dziedzicza si¢ niezaleznie od antygenow HLA. Dawca w pelni
HLA-zgodny z biorca, moze mie¢ rézna grupg krwi w zakresie wielu antygendéw grupo-
wych. Ani niezgodno$¢ w uktadzie ABO, ani w innych uktadach nie stanowi przeciw-
wskazania do transplantacji komorek progenitorowych uktadu krwiotworczego. Inaczej
sytuacja przedstawia si¢ w przeszczepach narzadowych, gdzie niezgodno$¢ grup gltow-
nych krwi jest istotnym czynnikiem ryzyka odrzucenia przeszczepu w mechanizmie
humoralnym. Nie oznacza to jednak, Zze niezgodnosci w uktadzie ABO pozostaja bez
wplywu na przebieg transplantacji szpiku, komorek pobranych z krwi obwodowej Iub
pepowinowej. Wplyw ten byl w ostatnim dziesigcioleciu przedmiotem badan w wielu
osrodkach. Brano pod uwagg zarowno okres przedtransplantacyjny, badajac czynniki
ryzyka powiktan, okres okototransplantacyjny — z okresleniem optymalnej polityki prze-
toczeniowej oraz okres potransplantacyjny z ocena zalezno$ci od przetoczen, zmian
miana przeciwciat i chimeryzmu erytropoetycznego. Nie byto dotad kompleksowej oce-
ny w zakresie wielu parametrow i ich potencjalnego zwiazku z wystgpowaniem powi-
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ktan. Druga ptaszczyzna badan na niezgodnos$ciami byla ocena ewolucji naturalnych
izoaglutynin biorcy, jak i dawey [91, 103].

W zakresie oceny chimeryzmu erytropoetycznego badania wykonano u 193 pacjen-
tow 1 ich dawcow, co stanowito 80% grupy poddanej analizie. Brak oznaczen wynikat z
wlaczenia do grupy analizowanych 240 biorcow, takze chorych z lat poprzedzajacych
wprowadzenie jednolitego protokotu badawczego. Biorac pod uwage niezgodnosci jedy-
nie w uktadzie ABO wsrod 193 biorcow z wykonanymi oznaczeniami brak mozliwos$ci
badania chimeryzmu, uwarunkowany zgodno$cia w tym uktadzie migdzy biorca i dawca,
stwierdzono u 50% pacjentow. Niezgodno$¢ duza wystgpowata u 18% par, mala i mie-
szana odpowiednio u 21% i 11%. Biorcy w grupach z niezgodnos$ciami i zgodni z dawca
w uktadzie ABO nie r6znili si¢ w zakresie ocenianych parametréw zwiazanych z proce-
dura. Nie wykazano réwniez réznicy w prawdopodobienstwie przezycia migdzy grupa
biorcéw zgodnych i niezgodnych w uktadzie ABO z dawcami. Dane w literaturze doty-
czace wplywu niezgodnosci na dtugo$¢ przezycia sa niejednoznaczne — zarowno zgodne
z naszymi obserwacjami [ 83, 101, 105, 160, 1611, jak i sprzeczne [ 104, 106, 162].

W konstrukcji badan wtasnych zatozono monitorowanie rozszerzonego panelu anty-
genow erytrocytarnych celem zwigkszenia mozliwos$ci monitorowania chimeryzmu oraz
oznaczenie miana przeciwcial. Analize wynikow zaplanowano dwukierunkowo. Z jedne;j
strony zamierzano oceni¢ wptyw wyjsciowej niezgodnosci i jej rodzaju na proces prze-
szczepienia, z drugiej — zbadac czy stopien eliminacji wlasnej erytropoezy, a wigc chi-
meryzm erytropoetyczny moze oddzialywa¢ na przebieg potransplantacyjny, a tym sa-
mym ustali¢ wlasne, ostateczne zalecenia protokotéw — transplantacyjnego i opieki po-
transplantacyjne;.

Wykonujac oznaczenia w panelu rozszerzonym o 6 tzw. mniejszych antygenow
grupowych i antygeny ukladu Rh stwierdzono, ze stopien zgodnosci grupowej miedzy
dawca a biorca w analizowanej populacji nie przekracza 20%, co pozwala na znacznie
szersze monitorowanie eliminacji wlasnej erytropoezy, niz badanie wyltacznie uktadu
ABO. Analizujac ostatni uktad znaleziono 57,3% par zgodnych, oznaczenie antygenow
uktadu Rh zmniejszylo ten odsetek do 42%. Podobne wyniki uzyskali inni bada-
cze[163,164]. W grupie naszych pacjentdow nie wykazano wplywu niezgodnosci na
ogolne przezycie i wystgpowanie aGvHD i cGvHD, zaréwno dla niezgodnosci w ukta-
dzie ABO, jak i w innych uktadach. Odnotowano jednak istotnie krotszy (ze znamienno-
Scig statystyczna) czas do wznowy u pacjentéow, u ktorych stwierdzono petng zgodnosé
w zakresie wszystkich badanych uktadéw (réwniez Rh i pozostatych ,,mniejszych” anty-
genow). Dane dotyczace uktadu ABO pozostaja zgodne z wynikami duzego badania,
dotyczacego ponad 1000 pacjentéw, opublikowanego w 2005 roku przez Seebach i
wsp. [101]. Badania mniejszych, zwykle niejednorodnych grup wskazywaty na wptyw
niezgodnoéci w tym ukladzie na czgstos¢ wzndéw i przezycie po transplanta-
cji[106, 1657, wystgpowanie GvHD[166,167] lub nie stwierdzaty takiego wpty-
wu[105, 160, 168]. W badaniu Yildirim i wsp. [163], wykorzystano ,,mniejsze” anty-
geny grupowe jedynie do monitorowania wszczepienia. Nie odniesiono si¢ do wptywu
niezgodnosci w tych uktadach na inne aspekty transplantacji. Dotychczas nie opubliko-
wano innych badan nad wptywem ,,rozszerzonej” zgodno$ci w antygenach grupowych
krwi. Wyzszy odsetek wzndw w grupie pacjentow z pelng zgodno$cia w zakresie rozsze-
rzonego panelu badanych grup krwi moze dowodzi¢ posrednio braku lub nisko wyrazo-
nej aktywno$ci GvL, analogicznie do przeszczepien syngenicznych. Uzyskane wyniki
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pozwalaja na stwierdzenie, ze rozszerzenie oznaczen antygenow grupowych moze byé
kolejna przestanka wskazujaca grupg pacjentdw o wyzszym ryzyku wznowy po-
przeszczepowej.

Analiza chimeryzmu erytropoetycznego wykazata znacznie wyzszy odsetek pacjen-
tow w naszej grupie, ktorzy prezentowali obecnos¢ erytrocytow biorcy w 30. i 60. dobie
po transplantacji, niz wykazali to inni badacze. Yildirim i wsp. wykazali eMC u 65%
pacjentow w 30. dobie (vs 93% w badaniach wtasnych) i 100% pacjentow z eCC (vs
35%) w 6 miesigcy po transplantacji. Ciekawa informacja wynikajaca z przesledzenia
szlakow chimeryzmu erytropoetycznego byto utrzymywanie si¢ jedynie wiasnych ery-
trocytow przez pierwsze pot roku (do 14 miesiaca) po przeszczepieniu, mimo CC w
badaniu metoda PCR i braku cech wznowy choroby. Fizjologiczny czas przezycia ery-
trocytow warunkuje obecnos¢ krwinek czerwonych biorcy do okoto 3 miesigcy. Jednak
u ponad 30% pacjentéw erytrocyty biorcy utrzymuja si¢ ponad 6 miesigcy. Analiza tych
danych pod katem niezgodno$ci ABO wykazata, ze najwigkszy odsetek utrzymujacej si¢
erytropoezy biorcy przypada na niezgodno$¢ mata. Wyniki te sa odmienne od uzyska-
nych przez Lee i wsp. [ 1691, ktorzy badajac grupg 36 pacjentow z niezgodnoscia mata
stwierdzili, ze erytrocyty biorcy zanikaja u nich pordwnywalnie — mediana 97 dni, za-
kres 8-157 dni z pacjentami z niezgodnos$cia duza — mediana 89 dni, zakres 25-449 dni.
Jednoczes$nie, badajac miano przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom krwinko-
wym biorcy wykazali, ze jedynie u 5 chorych w badanej grupie z niezgodnoscia mata
przejsciowo pojawialy si¢ izoaglutyniny skierowane przeciwko antygenom krwinkowym
biorcy. Prawdopodobienstwo pojawienia si¢ przeciwcial w pierwszym roku po trans-
plantacji autorzy okreslili na 17,5%. W obserwowanej przez nas grupie pojawienie si¢
przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom krwinkowym biorcy zanotowaliSmy
jedynie u 2 sposrdd 21 badanych pacjentdéw. W obu przypadkach do pojawienia si¢ prze-
ciwcial doszto powyzej roku po transplantacji i w okresie pelnego chimeryzmu erytro-
poetycznego.

W zatozonym protokole pierwsze oznaczenie chimeryzmu i miana przeciwciat po
transplantacji wyznaczyliSmy na dobg 30. Opisy masywnej hemolizy w przypadku nie-
zgodno$ci malej dotycza okresu wcezesniejszego — przed doba trzydziesta, zwykle mig-
dzy 7 a 14 dniem po przeszczepieniu [82, 170]. Wystapienie hemolizy wiaze si¢ z tzw.
zespotem limfocytow pasazerskich, przetoczonych wraz z materiatem przeszczepowym
i podejmujacych produkcjg izoaglutynin. W badanym materiale nie obserwowali$my
klinicznie istotnie wyrazonej hemolizy. W 5 przypadkach przejsciowy wzrost bilirubiny,
niezalezny od innych powiktan i toksycznos$ci mogt odpowiadaé przejsciowej, fagodne;j
hemolizie. W Zzadnym z powyzszych przypadkéw nie stwierdzono dodatniego odczynu
antyglobulinowego, nie oznaczano réwniez miana przeciwciat. Podobnie jak autorom
opracowan opublikowanych w ostatnich 2 latach [72, 85], oznaczanie miana izoagluty-
nin we wczesnym okresie potransplantacyjnym nie wydaje si¢ uzasadnione. W przypad-
ku niezgodnosci duzej oznaczenie miana izoaglutynin w dobie 30 moze mie¢ znaczenie
prognostyczne dla rozwoju PRCA. Brak redukcji wyjSciowego miana przeciwcial,
szczegblnie w przypadkach izoaglutynin anty A, gdy bylo ono wyjsciowo wysokie,
moze zapowiada¢ rozwoj tego powiktania. Wnioski te wymagaja jednak potwierdzenia
na wigkszej grupie pacjentow. Obserwacje dotyczace zmiany miana przeciwcial u pa-
cjentdw z niezgodnoscia duza wykazaly, ze u przewazajacej wigkszosci badanych do-
chodzi do stopniowego (zréznicowanego co do tempa) zaniku miana przeciwcial natu-
ralnych. Wedtug Mielcarka i wsp. [80] moze to dowodzi¢ reakcji przeszczep przeciwko



Dyskusja 111

plazmocytom, a posrednio wystgpowania reakcji GvL. W badaniach wtasnych wykazano
jednak, ze w grupie pacjentow z eliminacja przeciwcial naturalnych biorcy odsetek
wznow jest najwigkszy i dotyczy glownie pacjentdw z utrzymujacym si¢ eMC. Zanik
przeciwcial naturalnych i zanik wlasnej erytropoezy nie byty u tych pacjentéw procesem
rownoleglym. Takze te obserwacje wymagaja potwierdzenia na wigkszej grupie pacjen-
tow.

Podsumowujac badania poréwnano wyniki oznaczen chimeryzmu metoda oznaczen
rozszerzonego panelu grup krwi (echimeryzmu) oraz oznaczen STR, dotyczacych krwi-
nek jadrzastych (badania DNA). Stwierdzono, ze eliminacja erytropoezy biorcy i osiaga-
nie catkowitego chimeryzmu erytropoetycznego przebiega odmiennym torem, niz pozo-
statych uktadoéw. Zgodnos$¢ oznaczen w 180 dobie, kiedy mozna oczekiwaé petnego
zaniku przetrwatych erytrocytoéw biorcy wynosita 73% dla CC i 47% dla MC. Metody te
mozna wigc uznaé za uzupetniajace sig, ale nie porownywalne. Jednak badanie antyge-
noéw grupowych w panelu rozszerzonym pozwala na wyltonienie grupy pacjentow z wy-
sokim stopniem zgodnosci w zakresie wszystkich badanych uktadéw. Populacja ta po-
winna by¢ dotaczona do grupy pacjentow szczegdlnie zagrozonych wznowa, u ktorych
uzasadnione jest wnikliwe monitorowanie chimeryzmu metoda STR, modyfikowanie
immunosupresji 1 $ciste monitorowanie parametrow choroby resztkowej, tam gdzie taka
mozliwo$¢ istnieje. Osiggany rodzaj echimeryzmu w kolejnych dobach monitorowania
nie ma istotnego zwiazku z wystepowaniem powiktan o charakterze immunologicznym.



112

6. WNIOSKI

1. Mieszany chimeryzm oznaczony metodami molekularnymi (STR) jest
czynnikiem prognostycznym wznowy choroby. Monitorowanie dyna-
miki chimeryzmu pozwala na wskazanie grupy pacjentow szczegdlnie
zagrozonych wznowa, u ktorych nalezy podjac¢ dziatania profilaktycz-
ne.

2. Modyfikacja profilaktyki immunosupresyjnej polegajaca na skroceniu
okresu stosowania cyklosporyny:

a. powoduje istotne zmiany w obserwowanym rozktadzie posta-
ci chimeryzmu (MC,CC) w poréwnaniu do profilaktyki stan-
dardowej, a tym samym moze zmniejszac¢ ryzyko wznowy

b. nie wplywa na czgsto§¢ wystepowania ostrej i przewleklej
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi

3. U pacjentow ze wzrostowa dynamika chimeryzmu miedzy doba 30
i 60 (szczegblnie z ostrymi biataczkami), przy braku cech GvHD, na-
lezy rozpocza¢ odstawianie immunosupresji w dobie 60. i dokonad
modyfikacji protokotu opieki potransplantacyjnej polegajacej na:

a. zwigkszeniu czgstotliwosci kontroli po dobie 100

b. $cistym monitorowaniu choroby resztkowej, tam gdzie jest to
mozliwe

c. rozwazeniu bardziej radykalnej modyfikacji profilaktyki im-
munosupresyjnej (odstawienie immunosupres;ji)

4. Badanie chimeryzmu erytropoetycznego nie pozwala na prognozowa-
nie przebiegu potransplantacyjnego w zakresie GVHD i wznowy cho-
roby. Jednak oznaczanie rozszerzonego (ponad uktad ABO i Rh) pane-
lu grup krwi przed przeszczepieniem jest wysoce uzasadnione. Pelna
zgodnos¢ jest czynnikiem ryzyka wznowy choroby.
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8. STRESZCZENIE

Mieszany chimeryzm (MC), czyli dlugotrwate wspotwystepowanie hematopoezy
biorcy i dawcy po przeszezepieniu komorek krwiotworczych jest mimo wielu lat badan
przedmiotem zywego zainteresowania. Znaczenie kliniczne tego zjawiska wzbudza
kontrowersje. Wprowadzenie nowych metod oceny chimeryzmu hematopoetycznego,
opartych o techniki molekularne pozwolito na stwierdzenie, ze MC jest zjawiskiem
czgstszym, niz opisywaly to wcezesniej stosowane metody badania. Techniki z zastoso-
waniem hiperzmiennych sekwencji DNA zburzyly rowniez poglad, ze przeszczepienie
po kondycjonowaniu mieloablacyjnym prowadzi do wczesnego, calkowitego zastapienia
hematopoezy biorcy uktadem krwiotworczym dawcy (catkowitego chimeryzmu — CC).
Efektem fenomenu MC moze by¢ rozwdj mechanizméw tolerancji immunologicznej
prowadzacy do ostabienia kluczowego w transplantacji efektu przeszczep przeciwko
biataczce, a tym samym do wzrostu ryzyka niepowodzenia terapii, czyli wznowy choro-
by. Drugim elementem mogacym wptywaé na pozadany efekt immunologiczny prze-
szczepienia jest profilaktyka immunosupresyjna stosowana w celu zapobiegania choro-
bie przeszczep przeciwko gospodarzowi. Jak wykazano w badaniach ankietowych inten-
sywnos¢ 1 czasokres stosowania cyklosporyny sa najczgsciej zalezne od arbitralnych
decyzji transplantologa. Zalozenia schematu profilaktyki opieraja si¢ na historycznych
podstawach uznajacych okres pierwszych stu dni po transplantacji za czas najwigkszego
zagrozenia powiktaniami zaleznymi od aktywacji uktadu immunologicznego. Brak jest
obiektywnych przestanek pozwalajacych na podjecie decyzji o skrdceniu, wydtuzeniu
lub odstawieniu profilaktyki immunosupresyjnej u pacjentow wolnych od objawow
klinicznych GvHD. Wtasciwa ocene wpltywu czasu immunosupresji i statusu chimery-
zmu utrudnia konieczno$¢ dlugotrwatego monitorowania pacjentow celem oceny skut-
kéw odleghych, jakim moze by¢ wznowa. Wymaga to zapewnienia wieloletniej, stalej
opieki potransplantacyjnej badanym pacjentom.

Uwzgledniajac powyzsze przestanki za cele pracy badawczej postawiono oceng zna-
czenia chimeryzmu hematopoetycznego, jako czynnika prognostycznego w zakresie
glownych powiktan stanowigcych o niepowodzeniu transplantacji: umiarkowanej i cigz-
kiej postaci przewlektej GVHD oraz wznowy choroby, a takze oceng uzytecznosci oceny
chimeryzmu, jako obiektywnego wyznacznika czasu utrzymywania profilaktyki immu-
nosupresyjnej. Podjgto badania majace na celu oceng dwoch stosowanych standardow
profilaktyki: wczesnego, rozpoczetego w trzecim miesiacu po transplantacji odstawiania
cyklosporyny i pdznego — rozpoczynanego po dobie setnej. Decyzje o czasie trwania
terapii podejmowano na podstawie wyniku badania chimeryzmu w dobie sze$¢dziesiatej.
U pacjentéw z MC profilaktyke skracano, u tych z CC utrzymywano do doby setnej.
Podstawa decyzji byt status chimeryzmu oznaczany metoda oceny krotkich tandemo-
wych powtérzen DNA (STR). Metoda ta uwazana obecnie za tzw. ztoty standard oceny
chimeryzmu byla stosowana niezmiennie od 1998 roku. Celem pelnej oceny chimery-
zmu podjeto takze badania nad chimeryzmem erytropoetycznym wynikajacym z nie-
zgodnos$ci w zakresie grup krwi migedzy dawca a biorca. Ostatecznym celem badawczym
byto stworzenie podstaw do konstrukcji protokotu opieki potransplantacyjnej zapewnia-
jacego minimalizacj¢ ryzyka potransplantacjnej wznowy choroby oraz wyst¢gpowania
przewlektej GvHD.

Protokoét badania byt jednoczesnie wersja robocza protokotu opieki potransplanta-
cyjnej. Zgodnie z protokotem oznaczenia chimeryzmu wykonywano do doby setnej co
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miesiac, do 2 roku po przeszczepieniu co 3 miesiace, a nastgpnie co pot roku. W pierw-
szych dwoch latach badano szpik i krew obwodowa, nastgpnie jedynie krew.

Chimeryzm oznaczano badajac amplifikowane DNA biorcy. Produkty amplifikacji,
znakowane fluorescencyjnie analizowano metoda elektroforezy kapilarnej przy uzyciu
automatycznego sekwenatora DNA ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer). Celem oceny poti-
losciowej okreslano pole pod krzywa wybranych réznicujacych pikéw w co najmniej 1
loci. Materiat od dawcy i biorcy pobierano do oznaczen w okresie przedprzeszczepo-
wym we wstepnej analizie wskazujac roznicujace loci. Badania chimeryzmu erytropoet-
ycznego prowadzono dokonujac analiz grup ABO, antygendéw uktadu Rh oraz 6 tzw.
mniejszych antygenoéw grupowych. Oznaczano rowniez miano izoaglutynin.

Grupg poddana wstgpnej analizie stanowili wszyscy chorzy (320), u ktorych doko-
nano przeszczepienia komorek krwiotworczych w osrodku transplantacyjnym w latach
1994-2011. Ze wzgledu na duze zréznicowanie grupy do dalszych analiz przyjgto 240
pacjentdw poddanych przeszczepieniu po kondycjonowaniu mieloablacyjnym z powodu
rutynowych wskazan. Przyczynami wykluczenia byto: kondycjonowanie niemieloabla-
cyjne lub o zredukowanej toksycznosci, przeszczepienie w trybie ratunkowym, synge-
niczne lub wykonane w pierwszych trzech latach dzialalnosci osrodka. Poréwnanie catej
populacji poddanych transplantacji i grupy pacjentow przyjetych do analiz nie wykazato
istotnych réznic. Celem analiz porownawczych w zakresie profilaktyki immunosupre-
syjnej do badanej grupy wiaczono zaréwno pacjentow z wykonanymi, systematycznymi
oznaczeniami chimeryzmu, jak i chorych bez oznaczen. Porownanie obu podgrup nie
wykazato roznic poza dtugoscia czasu obserwacji i czgstoscia zgonéw wezesnych.

Ze wzgledu na rodzaj profilaktyki immunosupresyjnej zalezny od statusu chimery-
zmu w dobie sze$cdziesiatej wyodrebniono 2 podgrupy badawcze: z MC i wczesna re-
dukcja immunosupresji (29 pacjentdw) i z CC 1 opdzniong redukcja immunosupresji.
Grupy poréwnano z podgrupa chorych, u ktérych profilaktyka byla prowadzona nieza-
leznie od oznaczen chimeryzmu oraz z grupa leczonych w dobie 60-tej z powodu ostrej
GvHD.

Przeanalizowano wyniki oznaczen chimeryzmu we krwi obwodowej i szpiku
stwierdzajac istotng statystycznie korelacj¢ wykonanych badan. W dalszych poréwna-
niach ograniczono si¢ do wynikéw badan krwi obwodowe;j.

Analiza wynikoéw oznaczen chimeryzmu wykazata istotna korelacje miedzy miesza-
nym chimeryzmem stwierdzanym w kolejnych dobach oznaczen, a czgsto$cia wznoéw
choroby w badanej grupie. Nie stwierdzono wptywu postaci uzyskiwanego chimeryzmu
w zadnym z punktéw czasowych na czgsto$¢ wystgpowania ostrej i przewlektej GvHD
oraz ogodlne przezycie pacjentow. Pordwnanie podgrup badawczych wytonionych na
podstawie oznaczen chimeryzmu i podgrup kontrolnych nie wykazato réznic migdzy
grupami w zakresie czgstosci wznow. Nie odnotowano réwniez istotnego wzrostu czg¢-
stosci ostrej GVHD w Zadnej z podgrup. Istotnie wyzszy odsetek przewlektej GvHD
stwierdzono jedynie w podgrupie, ktora w dobie szescdziesiatej byta leczona z powodu
ostrej GVHD. Przesledzenie szlakow zmian chimeryzmu i jego dynamiki potwierdzito,
ze jedynie stabilny CC koreluje z niskim ryzykiem wznowy. W podgrupie pacjentow z
MC w dobie 60 stwierdzono istotny statystycznie réznice w zmianie postaci chimeryzmu
w poréwnaniu z grupy z CC.

Analiza danych dotyczacych niezgodnosci w zakresie grup krwi nie wykazata

.....
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stwierdzonych niezgodnosci nie korelowata z czgstoscia wznow, wystgpowania ostrej
i przewlektej] GvHD i ogoélnym przezyciem potransplantacyjnym. Badanie chimeryzmu
erytropoetycznego mozliwe bylo u 85% pacjentdw, po oznaczeniu tzw. mniejszych
antygenow grupowych. Status chimeryzmu w zadnym z punktow czasowych badania nie
korelowat istotnie z opisanymi wyzej powiktaniami. Rowniez dtugotrwata odnowa auto-
logiczna erytropoezy nie oznaczala wigkszego ryzyka wznowy. Status chimeryzmu
osiagnigtego w pot roku po transplantacji (w czasie zblizonym do fizjologicznego prze-
zycia erytrocytow) nie korelowat z uzyskiwaniem niezaleznosci od przetoczen. Zbadano
takze dynamike zmian chimeryzmu erytropoetycznego oraz miana izoaglutynin, ponow-
nie nie stwierdzajac wptywu tych zjawisk na czgsto$¢ wznow choroby. Rodzaj niezgod-
noS$ci nie wptywat istotnie na eliminacj¢ wlasnej erytropoezy.

Nie stwierdzono rowniez istotnej zaleznos$ci miedzy wynikami oznaczen chimery-
zmu metoda oceny STR i analizy niezgodno$ci grup krwi. Szlaki eliminacji wlasnych
erytrocytow przebiegal niezaleznie od eliminacji krwinek jadrzastych.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja istotne klinicznie znaczenie monito-
rowania chimeryzmu poprzeszczepowego metodami molekularnymi. Status chimeryzmu
osiaganego w dobie szesc¢dziesiatej 1 pozniejszych jest niezaleznym czynnikiem progno-
stycznym w przewidywaniu wznowy. Szczegoblne znaczenie ma monitorowanie dynami-
ki chimeryzmu. Pozwala na wylonienie grupy pacjentdéw szczegodlnie zagrozonych
wznowa. Skrocenie okresu profilaktyki immunosupresyjnej u pacjentow wolnych od
GVvHD jest bezpieczne, gdyz nie wplywa na wigksza czgstos¢ jego wystgpowania po
redukcji immunosupresji. Stopien redukcji i tempo odstawiania terapii moga mieé
wplyw na ograniczenie odsetka wznow. Okreslenie optymalnego schematu profilaktyki
immunosupresyjnej wymaga jednak dalszych badan.

Oznaczenia chimeryzmu erytropoetycznego nie wykazuja wartosci prognostyczne;j
w zakresie badanych powiktan potransplantacyjnych. Nie stwierdzono roéwniez korelacji
migdzy rodzajem niezgodno$ci a wystgpowaniem niepowodzen transplantacji. Uzyskane
wyniki wskazuja jednak, ze monitorowanie miana przeciwcial moze mie¢ znaczenie u
pacjentow z niezgodnos$cia duza.

Wyniki przeprowadzonych badan upowazniaja do sformutowania wnioskow doty-
czacych modyfikacji protokotu opieki potransplantacyjnej u pacjentow z ostrymi bia-
taczkami i wzrostowa dynamika chimeryzmu w dobie 30, 60 i 100. Pacjenci z tej grupy
wymagaja zwigkszenia czgstotliwosci kontroli po dobie 100 oraz $cistego monitorowa-
nia choroby resztkowe;j.
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9. SUMMARY

Long-term coexistence of donor’s and recipient’s hematopoiesis after transplantation
of blood-producing cells (mixed chimerism — MC), despite continuous research, is still a
subject of great concern. Clinical meaning of such phenomenon is controversial. Intro-
ducing new methods of evaluating hematopoietic chimerism, based on molecular tech-
nics of much greater sensitivity, allowed to create a hypothesis, that MC is more fre-
quent, then the previously used methods reported. What is more, using hypervariable
sequences of DNA overthrew the view, that transplantation after myeloablative condi-
tioning leads to early, complete replacement of recipient’s hematopoiesis by donor’s one
(complete chimerism — CC). The first effect of MC phenomenon may be a development
of immunological tolerance mechanisms, leading to weakening of key effect graft versus
leukemia, and thereby increasing the risk of treatment failure, disease’s relapse. The
second element that can contribute to achieve the desired immunological effect of trans-
plantation is immunosuppressive prophylaxis, used to prevent the graft versus host dis-
case (GvHD). As surveys showed, intensity and duration of cyclosporine usage most
frequently depend on arbitral decision of transplantologist. Assumptions of prophylaxis
scheme are based on historical knowledge, that first 100 days after transplantation, is the
time of greatest danger of complications occurrence, depending on activation of immu-
nological system. There is a lack of evidences, that allow to make a decision of shorten-
ing, prolonging, or canceling immunosuppressing prophylaxis in treatment of patients
free of clinical symptoms of GvHD. The proper assessment of impact created by time of
immunosuppressing, and chimerism status is hindered by necessity of patient’s long-
term monitoring until distant effects. Therefore it requires long-term, constant post-
transplantation care of examined patients.

Considering previously mentioned premises, the aim of this research is to assess the
meaning of hematopoietic chimerism as a prognostic factor in the area of main compli-
cations, leading to transplant failure: mild and severe kind of chronic GvHD and dis-
ease’s relapse, and to evaluate the utility of chimerism’s assessment as an objective
determinant of immunosuppressing prophylaxis’ maintaining. Researches have been
carried out to assess two mainly used prophylaxis standards: early - initiated during third
month after transplantation, which is cyclosporine withdrawal, and late — initiated after
day +100. Decision concerning the length of therapy, was made based on the outcome of
chimerism test carried out in day +60. Prophylaxis was shortened for patients with MC,
while remained the same for CC patients until day +100. The decision has been taken on
basis of chimerism status, marked by method of assessing short, tandem repeat of DNA
(STR). Described method was used in present form since 1998 and nowadays is consid-
ered a “gold standard” in assessment of chimerism.

In order to fully assess chimerism, researches have been carried out on erythropoiet-
ic chimerism, which is a result of ABO incompatibility between the donor and recipient.
The ultimate aim was to create from the ground up a protocol of post-transplant care,
ensuring minimal post-transplant risk of disease’s relapse and occurrence of chronic
GvHD.

The research protocol was simultaneously a draft of post-transplant care protocol.
According to this protocol, chimerism marking was carried out monthly until day +100,
once every 3 months until second year after transplant, after that once every 6 months.
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Chimerism has been marked by studying amplificated recipient’s DNA. Amplifica-
tion products, marked with fluorescent agents, have been analyzed with capillar electro-
phoresis method using automatic sequencer DNA ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer).
In order create the semi-quantitative assessment, an area has been defined under the
curve of chosen, differentiating files, in at least 1 loci. Donor’s and recipient’s material
has been collected for marking, in pre-transplant period, in early analysis, pointing out
the differentiating loci. The chimerism research has been carried out on ABO blood
group, Rh antigens, and 6 “smaller” group antigens.

The initially analysed group consisted of 320 patients with transplanted hematopoi-
etic cells in the facility throughout 1994-2011. Because of great diversity of the group,
for farther analysis 240 patients were taken. The main reasons for rejection were: non-
myeloablative conditioning or with reduced toxicity, emergency transplant, syngenic or
performed in first 3 years of the center’s activity. Comparison of the selected group with
whole population didn’t show any key differences. In order to carry out a comparative
analysis in the area of immunosuppressing prophylaxis, the group consisted of patients
with performed, systematic marking of chimerism, as well as those without them. Com-
parison of those 2 groups didn’t show any significant differences, except length of ob-
servation, and the number of early deaths.

On “60” day, 2 subgroups has been created on basis of the immunosuppressing
prophylaxis type: first — patients with MC and early reduction of immunosuppression
(29 patients), and the second — patients with CC and delayed reduction of immunosup-
pression. Subgroups have been compared with the group of patients whose prophylaxis
was conducted regardless to chimerism status, and with the group of patients treated for
severe GVHD on day “60”.

The chimerism marking results from marrow and peripheral blood has been ana-
lysed, allowing to state a strong correlation not depending on the day of peripheral blood
analysis.

The chimerism asessment analysis pointed a strong correlation between MC stated
throughout following days of marking, and group’s frequency of disease’s relapse. The
influence of the stated chimerism type on frequency of severe, chronic GvHD occur-
rence and overall patients’ survival has not been stated. Comparison of the research
subgroups created on basis of chimerism marking, and control subgroups did not state
any differences regarding frequency of disease’s relapse. Any substantial increase in
frequency of acute GvHD has not been noted. A relevant percent of chronic GvHD has
been stated only in a subgroup, which in day “60” was treated because of severe GvHD.
Investigating routes of chimerism changes and its dynamics confirmed, that only a sta-
bile CC is correlating with a low possibility of a relapse. In a subgroup of patients with
MC in day “60” a relevant statistical difference in chimerism type change has been stat-
ed, in comparison to a group with CC.

Analysis of data concerning incompatibility in the area of blood groups did not state
any influence of such incompatibility and its type on later post-transplant procedure.
Any of the stated incompatibility did not correlate with the frequency of disease’s re-
lapse, occurrence of chronic and severe GvHD and overall post-transplant survival.
Erythropoietic chimerism research was possible to be carried out in 85% of patients,
after marking “smaller group antigen”. Chimerism status in none of the time points did
not correlate significantly with previously described complications. Long-term autolo-
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gous regeneration did not result in greater risk of relapse as well. The status has been
reached in 6 months after transplant (in a time of potential, physiological-related time of
erythrocytes survival time of their complete elimination) did not correlate with achieving
independency from transfusions. The dynamics of changes in erythropoietic chimerism
has also been researched, as well as value of isoagglutinin, again, with no stated influ-
ence of such phenomenon on frequency of disease’s relapse. The type of inconsistency
did not have any relevant influence on elimination of own erythropoiesis.

A relevant correlation between chimerism marking results using STR assessment
method, and blood group inconsistency analysis has not been stated as well. Routes of
elimination own erythrocytes proceeded irrespectively to elimination of the nucleated
cells.

Results of the carried out researches confirm clinically significant meaning of moni-
toring post-transplant chimerism with molecular methods. Reaching chimerism status in
day “60” and next, is an independent prognostic factor in predicting a relapse. Monitor-
ing chimerism dynamics has a crucial meaning, as it allows selecting patients endan-
gered by a substantial chance of relapse. Shortening of immunosuppressing prophylaxis
for patients free of GvHD is safe, and has no influence on increasing frequency of its
occurrence after reduction of immunosuppression. The extent of reduction and therapy
discontinuing rate may have a potential impact on limiting percent of relapses, however
it requires further research.

Erythropoietic chimerism marking do not demonstrate a prognostic value in the area
of researched post-transplant complications. What is more, a correlation between incon-
sistency type and occurrence of researched complications has not been stated. Monitor-
ing changes of antybodies may have a crucial meaning for patients with massive incon-
sistency.

Presented results empower continuous modification of post-transplant care protocol
with modification of immunosuppressive prophilaxis.



