Akademia Medyczna w Gdansku

Malgorzata Jarosz

Ocena wybranych czynnikéw odpornosci nieswoistej
u dzieci z ostra bialaczka i chloniakiem nieziarniczym

po zakonczeniu intensywnego leczenia

przeciwnowotworowego

Rozprawa doktorska

Promotor: Prof. dr hab. Jolanta Mysliwska

Zaklad Immunologii

Katedra Histologii i Immunologii Akademii Medycznej w Gdarisku

Praca finansowana ze srodkéw MNiSW - nr grantu 2 POSE 024 28

oraz ze sSrodkéw AMG w ramach Badant Wlasnych - nr W-959

Gdansk 2008



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska SPIS TRESCI

SPIS TRESCI

WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W PRACY........ccceererrerrrreereressessessessessessessesssssssssssssssens 4
T 111 N = 7
1.1. CHARAKTERYSTYKA OSTREJ BIALACZKI U DZIECH cvvvvueneerernneerernneereurneeersssneeeressnsssssnsessssssessanes 7
1.1.1. Etiopatogeneza i diagnostyka OStrej DiatACZKi. ...........ccueeeeeeveeeeeieescieeeesiie e eevaa e 7
1.1.2. Leczenie ostrej biataczki lIMfODIAStYCZNE].........ccccueveeeeeeeeeiiieeiee ettt e sesaaaaa e 10
1.1.3.  Leczenie ostrej DiatACzKi SZPIKOWE] ...........cceecveeeeeciieeeciie et eeeteeeeea et e e e eeteaesaaaessreaanenes 12

1.2. CHLONIAK NIEZIARNICZY U DZIECI.uuuueeeeeeeeerruuuunneseeseeeeressunnaasesssesssnnssessssssssssssnnnesssssesssessnns 14
1.2.1. Cechy kliniczne i diagnoStyKQ NHL ............coocueeeeeeiieeeeeeesceeeeesteeeseea st e e e eaaaessaaesstseanenes 14
1.2.2. LeCZENI@ NHL U UZIECi .......vveeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e e sttt e e e e e s satasaaaaeeessassssees 18

1.3. ZABURZENIA IMMUNOLOGICZNE U CHORYCH Z OSTRA BIALACZKA | CHLONIAKIEM NIEZIARNICZYM

W MOMENCIE ROZPOZNANIA ... ieteetteeeeeeentieteeeesesesaunnnreeeeeteeeseesannnseneeeeesssssnnneeeasesssans 20
1.3.1. Zaburzenia immunologiczne w oStrej BiQtaCZCe ...........uueecveeeeeceeieeseeeesieeeeieeeseeeeesiea e 20
1.3.2. Zaburzenia immunologiczne w chfoniaku nieziarniczym ...............ccccovueeeeeeecivieneeeeeeecirvrvvennnn. 22

1.4. WPLYW LEKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH NA UKLAD IMMUNOLOGICZNY ...ccvvvenerrrrnnerrennnnenns 24

1.5. ODNOWA UKtEADU IMMUNOLOGICZNEGO PO ZAKONCZONYM LECZENIU
PRZECIWNOWOTWOROWYM .euvetniiuntenneenerneerneerneesnsessenesssesssesnsesnsesnsesneesnessssssssesessnessnessns 27

1.6. ROLA UKtADU ODPORNOSCI NIESWOISTEJ W OGRANICZANIU INFEKCJI U PACJENTOW

PO ZAKONCZENIU INTENSYWNEGO LECZENIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO ...uuvirernnreerenneneeerenenns 28
1.6.1. KOMOIKI INK ..ottt ettt sttt ettt ettt et e bt st e st e st asaseesateesateensteenseeenses 30
1.6.1.1.  Komorki NK CD94" (CD3 CD16 CD56 CDIA) ....eoeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeese e ese e ssessesseesone 31
1.6.2. Komorki zerne — Neutrofile i MONOCYLY ........ccveeeeeeueieeeiieeeecteeeeete e ctea e e ctteeestee e esaaaesssseanenes 32
1.6.3. Niespecyficznie supresorowe limfocyty T - CD3 CD8 ™ CD57" .....vvevveereereeseereeseereeseereeseeseeses 33
CELE PRACY ..ciiiiiieiteiiiiieiiteiiaioiesteesiasiantessesssastonsessssssassasssssssssnssassssssnssassassanssnssns 35
MATERIAL | METODY ....cuieiiiciiiiiiitctteteceteteceetantecsscassossssassossscassassscassassncansasnns 36
3. 1. BADANA POPULACIA ...evtieeeteietittteeeee e e sttt e e e e e s s saubeaseeeeeeeessesanreneeeeeesesannrneeeeeessasannnnns 36
3.2 IMIATERIALY «etttttuiieeeeeeettetttuiaeeeeeeeteeatssaaaeessaasssaaassseeessanssssansnsseseesssesssssnnnnesesssssnnnnnsenes 41
2 R 0 o (74 Y/ 1] ]| < PO T OO RPUR 41
3.2.2. BUSOIY i FOZEWOIY ..ooenveee e eeee ettt e eta e ettt e e et e e et a e ettt e e e aaseseessseaaaaessesansnsasesassenasnssenannes 42
3.2.3.  Materiaty jednOrazoWego UZYLKU ...........cccccuueeeeeeeeeeeiiieee e eeeeccittee e eeetecitea e e e ee st e esiaseeaaeesessnsens 42
3.2.4.  PrzeciwCiatd MONOKIONGINE ..........ooceeeeeeeeeeeeee ettt e et e et a et tte e e e sttaaeeeaaaessraeaeeas 43
3.2.5.  POAIOZA NOGAOWIGNE ...ttt e ettt e e e e e et e e e e e e e s et e e e e eesessssees 43
3.2.6.  LiNi€ KOMOIKOWE..........evveeeeee et te ettt et e e ettt e e e sttt e e stta e e e essseaessasasessssanassssenanses 44
I A Vo Yo [ o (1 o [Pt 44
3.2.8.  Programy KOMPULEIOWE..............ceeeeueieeeiueeeaesitieaesittaesitesesitsaessssesesassssssssssssasssssesessssnassssseesans 44
3.3, IVIETODYKA BADAN «..ueieieieee e aaaaaaan s eeeeesesesasasssanssnnnsnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnes 45



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska SPIS TRESCI

3.3.1. Izolacja jednojgdrzastych komorek krwi obwodowe) (PBMC) ..........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeicieeeeiveeennn. 45
3.3.2. lzolacja limfocytow Krwi OBWOAOWES (PBL) ........ccccuveeeeeeeeieeeeee et e eseeeeseaaeeesvaaasseaaeas 45
3.3.3.  Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej kKomorek NK............ccccoueueeeeeeceiiieieeeeeeiciieiieeeeeaeeeciinns 46
3.3.4. Oznaczanie aktywnosci fagocytarnej komorek Zernych .............cccceeeecveeeecveeeesieieeecieeesescenann. 47
3.3.5. Oznaczenia cytometryczne — analiza ekspresji antygendw powierzchniowych......................... 49

3.4, IMIETODY STATYSTYCZNE..eeteeeeeiaiurrereeeeeseaaaannsreeeeesssasannrennsseseeessssasannseneeeeessessanssneaesessannans 50

Q. WYNIKL.....oee et cirtrcetreereceteeeecenrassssansassssassassssassassssassassssassasnssassasnssassasns 51

4.1. WPLYW INTENSYWNEGO LECZENIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO NA PARAMETRY MORFOLOGII
KRWI OBWODOWE] uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i sas s e e st satasasasasaaansssssnsnsnsasasasasasannns 51

4.1.1. Wptyw wieku na rozmaz uktadu biatoKrwinKOWEQGO .............c.ccuueeeeieeeiciiiiieeeeeecciiiiieeeeeceeeccins 54
4.1.2. Badanie wptywu przynaleznosci do grupy ryzyka na sktad ilosciowy uktadu biatokrwinkowego
po zakonriczeniu leczenia U PACIENTOW Z ALL......cccc.eeeeeeeeeeeeeeeieeee ettt e e e ecaaaaa e e eesranes 56
4.1.3. Wplyw radioterapii osrodkowego uktadu nerwowego na sktad ilosciowy uktadu
biatokrwinkowego u dzieci z ostrq biataczkg
PODSUNMOWIANIE .....ooeeeeeeeee ettt s ettt et ettt e et e st e st e st e e saseesabaasaseesateenasaensaesnseesases

4.2. KOMORKI UKEADU BIALOKRWINKOWEGO W OKRESIE 2 LAT PO ZAKONCZENIU LECZENIA
PRZECIWNOWOTWOROWEGO ...euiiuiiniiniineinientettenesesesesesnesnesesnesnsenernsenerssenerssenesssessennenns 60

4.2.1. Komdrki uktadu biatokrwinkowego u pacjentow z ostrq biataczkqg po zakoriczeniu

=LA AL Lol L=do7{=3 1 Lo RS 60
4.2.2. Komdrki uktadu biatokrwinkowego u pacjentéow z chtoniakiem nieziarniczym po zakoriczeniu

=LA L= Lol L=do7{=3 1 Lo A SR 66
PODSUMOWIANIE ..ot ettt ettt e e sttt e s et e e e sttt e s saste e et s aattaesastseassastaaesatenasnassessnasees 70

4.3. STATUS KOMOREK NK PO ZAKONCZENIU INTENSYWNEGO LECZENIA W OSTRYCH BIALACZKACH

IINHL U DZIECT e e e e e 71
4.3.1. Wptyw intensywnego leczenia przeciwnowotworowego na status komorek NK...................... 71
4.3.2. Wptyw przynaleznosci do grupy ryzyka u dzieci z ALL oraz radioterapii OUN na status

KOMOIEK INK ...ttt ettt ettt ettt ettt e e s st e e e st e s s sasta e e satbaaesstesesstaasnsseaeas 74
PODSUNMOWANIE ..ottt ettt ettt sttt satt st ettt e e st e st e st e st bt esaseesabaasaseesateesasaensaesnseesases 77

4.4. ZMIANY STATUSU KOMOREK NK W OKRESIE 2 LAT PO ZAKONCZENIU LECZENIA
PRZECIWNOWOTWOROWEGO ...euiuiineiniineinieneentenesesesesesnesnesssnerntenernsenerssenersseneessessesnenns 78

4.4.1. Zmiany aktywnosci cytotoksycznej komorek NK u dzieci chorych w okresie po zakoriczeniu
intensywnego leczenia przeCiwnOWOLWOIOWEGO ..............uueeeeeeeeciireeeeeeeeesiiesresresaseessisssssasesenins 78
4.4.2. Zmiany odsetka i bezwzglednej liczby komédrek CD3 CD16'CD56" u pacjentéw z ostrg
biataczkg i NHL po zakonczeniu intensywnego 1€CZeNia...............cccueeeeeeeeeevuveeveeeseeeiiiieeeeaeeaans 81
4.4.3.  Zmiany odsetka i bezwzglednej liczby komérek CD3 CD16CD56'CD94" u pacjentéw z ostrg
biataczkg i NHL po zakoriczeniu intensywnego leczenia
PODSUNMOWANIE .....ooeeeeeeeeet ettt ettt et s it e s e et et e et e st e st e st e saseesataasaseesateenasaensaesnseesases

4.5. STATUS KOMOREK CD3"CD8"™°"CD57" U DZIECI Z OSTRA BIALACZKA | CHLONIAKIEM
NIEZIARNICZYM PO ZAKONCZENIU INTENSYWNEGO LECZENIA ....veeveeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseesessessessennes 90
4.5.1. Status komdrek CD3'cD8™"
StoSOWANEQgo 18CZENIA INTENSYWNEGO .......ccccuvereeeeeeeesiieeeecteeesiteaesseaeeeesttsaesisseaesssesessssesesanees 92

CD57" u dzieci z ostrq biataczkq w kontekscie rodzaju



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska SPIS TRESCI

PODSUMOWANIE oo s e s s s s s s s s s e e s e e sssessees s s s s s ss s s ess s 94
4.6. ZMIANY STATUSU KOMOREK CD3"CD8""CD57" W OKRESIE 2 LAT PO ZAKONCZENIU

INTENSYWNEGO LECZENIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO ...vveeveereveereseressssesessesseseessesseessseens 94

PODSUMOWANIE oo s e s s e s s s s s s s s e e s s ssees s s s s ss s s s 98

4.7. AKTYWNOSC FAGOCYTARNA KOMOREK ZERNYCH KRWI OBWODOWEJ PO ZAKONCZENIU
INTENSYWNEJ CHEMIOTERAPII W OSTRYCH BIALACZKACH | NHL U DZIECI vuvvvnvivniiniiniincineennn, 98
4.7.1. Wplyw rodzaju stosowanego leczenia na aktywnos¢ fagocytarng komdrek zernych krwi

obwodowej
PODSUMOWIANIE ...ttt ettt e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaa s

4.8. ZMIANY AKTYWNOSCI FAGOCYTARNEJ KOMOREK ZERNYCH KRWI OBWODOWEJ W OKRESIE 2 LAT
OD ZAKONCZENIA INTENSYWNEJ TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ ..vvvvvvvvvvvrerererererereresereeenes 102

4.8.1. Aktywnosc fagocytarna granulocytow obojetnochtonnych w okresie 2 lat od zakoriczenia

intensywnej terapii PrzeCiwnNOWOTWOIOWE)..........cccceeeeeieeeeeieieiesesesessssissieseeeeeesesesesessssssssssnssns 102
4.8.2. Aktywnos¢ fagocytarna monocytow w okresie 2 lat od zakoriczenia intensywnej terapii

PIZECIWNOWOLWOIOWE........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeseiesessseseseseeeseseaeaeaaesasasesesesssssssassssssssessesesesessenesssesrererens 106
PODSUMOWIANIE ..ottt ettt e ettt e sttt e e sttt a e e e st e e s staa e s s s staaesastesssnstesessseassassesenns 110

4.9. ZAPADALNOSC NA INFEKCJE W OKRESIE 2 LAT PO ZAKONCZENIU INTENSYWNEGO LECZENIA OSTREJ
BIALACZKI I NHL U DZIECH cvvvviiuuiieneeeeeriiiiiiieneeeeeeeetteenaniesssreenssnnasssseessnnnsnsnssssssssssnennnnns 111

4.9.1. 2Zwiqzek zapadalnosci na infekcje z badanymi parametrami odpornosci nieswoistej u dzieci

z ostrq biataczkq w okresie 2 lat po zakoriczeniu intensywnego leczenia...................cccuuuu... 115
PODSUNMOWANIE .....ooeeeet ettt st sit sttt ettt e e st a s e s ateesateesat e enateessteesseesaessessasaanasessas 120
5. DYSKUSJA. ..ottt teee s ratasseestestastassssssastassasssestassassasssnssante 121

5.1. WPLYW INTENSYWNEGO LECZENIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO NA PARAMETRY ODPOWIEDZI
NTESWVOISTED «evuteunerunernneenneenseensesneesnsesneesnessnsensesnssssssnsssssnsssnsssnsesnsesnsesnsssnsesnsessrneesnns 126

5.1.1. Rola komdérek NK w monitorowaniu progresji i wznowy procesu nowotworowego w ostrej
biataczce i chfoNiQKU NI@ZIAINICZYIM ........cccuveeeeeeeeeeeieeeeeeee e e et e e e e e s e e s sae e e e ertaaesnees 133

5.2. REGENERACIJA UKtADU IMMUNOLOGICZNEGO W CZASIE LECZENIA PODTRZYMUJACEGO REMISJIE
[ PO JEGO ZAKONGCZENIU euvevneseeuneernnsetnseesneeesnesessnsesnsesnsesnsessnseeenesessneeesneseesnseesnsseenns 135

5.3. ZABURZENIA ODPOWIEDZI NIESWOISTEJ A ZAPADALNOSC NA INFEKCJE PO ZAKONCZENIU
INTENSYWNEGO LECZENIA PRZECIWNOWOTWOROWEGO.....cctiiiiiiuiiiiiiniiiiiiiieneieieiinananeaene, 140

L V1110 ] PN 144
7. STRESZCZENIE PRACY...cccuuiiiiimnnniininnnniininnnsiinnensniiineenssississsssessesssssesssssssessssssscss 145
8. PISMIENNICTWO .....ccuireecreeereeeseeseessessessessssssessesssessessessssssessessssssessessessssssessssnes 150



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WYKAZ SKROTOW

WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W PRACY

6-MP - 6-merkaptopuryna

6-TG - 6-tioguanina

ALL - (ang. acute lymphoblastic leukemia) ostra biataczka limfoblastyczna

AML - (ang. acute myeloid leukemia) ostra biataczka mieloblastyczna (szpikowa)

APL - (ang. acute promyelocytic leukemia) ostra biataczka promielocytowa

Ara-C - cytarabina, arabinozyd cytozyny

ATRA - (ang. all-transretinoid acid) kwas transretinowy

BFM - Berlin-Frankfurt-Munster

CD - (ang. cluster of differentiation) antygeny réznicowania

CMV - wirus cytomegalii

CRP - (ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne

DC - (ang. dendritic cells) komérki dendrytyczne

FAB - (ang. French-American-British) klasyfikacja francusko-amerykarnsko-
brytyjska

FCS - (ang. fetal calf serum) ptodowa surowica cieleca

FSS - (ang. forward scatter) rozproszenie czotowe $Swiattfa lasera

G-CSF - (ang. granulocyte colony-stimulating factor) czynnik stymulujgcy

tworzenie kolonii granulocytow

Gy - Gray - jednostka dawki pochtonietej promieniowania

HD - (ang. Hodgkin disease) ziarnica ztosSliwa

HIV - (ang. human immunodeficiency virus) ludzki wirus niedoboru odpornosci
HLA - (ang. human leukocyte antigens) antygeny ludzkich leukocytéw

HR - (ang. high risk) wysokie ryzyko

ICAM - (ang. intercellular adhesion molecule) czgsteczka adhezji

miedzykomorkowej

IFN - interferon

Ig - immunoglobulina

IgA - immunoglobulina klasy A
IgG - immunoglobulina klasy G
IgM - immunoglobulina klasy M
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ITIM

KIRs

LAK

LDH
LGL
LMB
mDC

MHC

MIP-1
MTX
NHL
NK
NKRs
OUN
PBL
PBMC

PBS
pDC

PHA

- interleukina

- receptor interleukiny-2

- (ang. intermediate risk) posrednie ryzyko

- (ang. intrathecal) dooponowy, dokanatowy

- (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) aktywujgce
motywy immunoreceptorowe oparte na tyrozynie

- (ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs) hamujgce motywy
immunoreceptorowe oparte na tyrozynie

- (ang. killer cell immunoglobulin-like receptors) receptory komdrek NK
z nadrodziny czgsteczek immunoglobulinopodobnych

- (ang. lymphokine activated killer) komédrka cytotoksyczna aktywowana
limfoking

- (ang. lactate acid dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa
- (ang. large granular lymphocytes) duze ziarniste limfocyty
- (ang. lymphoma malignancy B) chtoniak ztosliwy z komoérek B

- (ang. myeloid dendritic cells) szpikowa subpopulacja komédrek
dendrytycznych

- (ang. major histocompatibility complex) gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej

- (ang. macrophage inflammatory protein-1) biatko zapalne makrofagéw
- metotreksat

- (ang. non-Hodgkin lymphoma) chtoniak nieziarniczy

- (ang. natural killer) naturalna komérka cytotoksyczna, komorka NK

- (ang. natural killer receptors) — receptory komorek NK

- osrodkowy uktad nerwowy

- (ang. peripheral blood lymphocytes) limfocyty krwi obwodowej

- (ang. peripheral blood mononuclear cells) jednojgdrzaste komérki krwi
obwodowej

- buforowany roztwoér soli fizjologicznej

- (ang. plasmacytoid dendritic cells) subpopulacja komérek dendrytycznych
przypominajacych plazmocyty

- (ang. phytohaemagglutinin) fitohemaglutynina

PPGLBICh - Polska Pediatryczna Grupa ds. Leczenia Biataczek i Chtoniakdéw
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PWM - (ang. pokeweed mitogen) mitogen szkarfatki

RANTES - (ang. regulated on activation normal T cells expressed and secreted) —
regulowany przez aktywacje; ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe
limfocyty T

R.E.A.L - (ang. Revised European-American Lymphoma classification) poprawiona
europejsko-amerykanska klasyfikacja chtoniakow

riL-2 - rekombinowana interleukina-2

RT - radioterapia

SR - (ang. standard risk) standardowe ryzyko

SS - (ang. side scatter) rozproszenie boczne $wiatta lasera

TdT - (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase) koricowa transferaza

deoksynukleotydowa

TGF - (ang. transforming growth factor) transformujgcy czynnik wzrostu
TNF - (ang . tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworéw
WHO - (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. WSTEP

Biataczki naleza do najczestszych nowotworéw wieku rozwojowego,
stanowigc okoto 30% wszystkich nowotworéw u dzieci ponizej 15. roku zycia
[1,2]. Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL; ang. acute lymphoblastic leukemia)
wystepuje okoto 5 razy czesciej niz ostra bialaczka szpikowa (AML; ang. acute
myeloid leukemia) i stanowi okoto % sposréd wszystkich rozpoznan biataczki
u dzieci [2]. Trzecie miejsce (po biataczkach i guzach mézgu) z czestoscig
okolo 5-6% zajmuja chtoniaki nieziarnicze (NHL; ang. non-Hodgkin lymphoma)

[1,3,4].

Cho¢ nadal nowotwory stanowig przyczyne 10% zgonéw dzieci
powyzej 1. roku zycia [5], znacznie poprawil sie wspétczynnik przezycia tych
chorych, ktéry wynosi obecnie 80%, w poréwnaniu z mniej niz 20%
w roku 1970 [5]. W ostatnich latach dokonat sie réwniez olbrzymi postep
w leczeniu biataczek i chioniakéw u dzieci, dzieki ktéremu catkowity

wspotczynnik wyleczalnosci dzieciecej ALL wynosi obecnie okoto 75-80% [6],

NHL - 75% [3], a AML nadal tylko 40-50% [6,7].

1.1. Charakterystyka ostrej bialaczki u dzieci

1.1.1. Etiopatogeneza i diagnostyka ostrej bialaczki

U podstaw rozwoju ostrej bialaczki znajduje sie transformacja
i ekspansja klonalna pojedynczej komorki progenitorowej w szpiku kostnym
lub grasicy [8,9]. W ostrej bialaczce limfoblastycznej (ALL) komorki
biataczkowe przypominaja prekursory linii limfoidalnej, zas w ostrej biataczce
szpikowej (AML) wykazuja cechy charakterystyczne dla jednej
z nie-limfoidalnych linii komérkowych szpiku kostnego [§]. Zdecydowanie
rzadziej komorki biataczkowe moga wykazywac ko-ekspresje obu fenotypoéw

klonéw biataczkowych (ostra biataczka bifenotypowa) [8,10].
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Do objawéw klinicznych zaréwno ostrej biataczki limfoblastycznej,
jak i szpikowej u dzieci nalezy blados¢ skéry i blon sluzowych (wynikajace
z istniejacej niedokrwistosci), objawy skazy krwotocznej, goraczka, ostabienie.
W ALL czesciej niz w AML wystepuje tez powiekszenie watroby i éledziony,
bolesnos¢ kosci i stawéw oraz symetryczne powiekszenie weztéw chionnych,
w tym $rédpiersiowych (,guz Srédpiersia” - ogélnie dos¢ rzadki objaw).
Sporadycznie w ALL obserwuje si¢ nacieczenia $linianek, gruczotéw tzowych,
jader, nerek, osrodkowego ukltadu nerwowego (OUN) czy skéry, za$
w AML - szczegoélnie w typach M4 i M5 (Tabela 1.1.1.2) - charakterystyczne
jest tworzenie zlokalizowanych naciekéow w OUN, przestrzeniach
nadtwardéwkowych, przestrzeni pozagatkowej, kosciach zuchwy i szczeki

oraz skorze [9,11].

Ostateczne rozpoznanie w ostrej biataczce ustala sie na podstawie
badania szpiku kostnego [9]: w ALL - gdy wiecej niz 25% komorek szpiku
stanowiag limfoblasty [11], w AML - gdy w szpiku jest wiecej niz 30%
mieloblastow [9].  Klasyfikacja francusko-amerykansko-brytyjska (FAB),
oparta na morfologii komoérek bialaczkowych, dzieli ALL na 3 podtypy:
L1 (najczestszy, ok. 85%, z najlepszym rokowaniem), L2 (14%) oraz L3 (1-2%,

z najgorszym rokowaniem) [11].

Postepem w diagnostyce jest immunofenotypowanie, ktére opiera sie
na zastosowaniu przeciwcial monoklonalnych specyficznych dla markeréw
powierzchniowych i cytoplazmatycznych poszczegélnych linii komérkowych
z uwzglednieniem etapéw ich dojrzewania. Umozliwia ono klasyfikacje
biataczek do odpowiednich podtypéw [8,12,13] i nastepnie wdrozenie
odpowiedniego, specyficznego leczenia [11]. Takie typowanie w przypadku
ALL wyréznia biataczke B-komoérkowa i T-komérkowa oraz podtypy:
proB-ALL (progenitor B ALL), B-cALL (B-common ALL), preB-ALL i B-ALL
oraz preT-ALL i T-ALL [8] (Tabela 1.1.1.1).
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Tabela 1.1.1.1. Klasyfikacja ostrych biataczek limfoblastycznych (ALL) w oparciu
o immunofenotypowanie (za Russell N. H. i wsp., 1997) [8].

Typ biataczki Marker Marker Jadro
powierzchniowy cytoplazmatyczny komodrkowe

ALL B-komorkowa

proB-ALL CD19 CD22 TdT
common ALL CD19/CD10 CD22 TdT
preB-ALL CD19 vl TdT
B-ALL CD19/CD22

immunoglobuliny

ALL T-komorkowa
preT-ALL CD7 CcD3 TdT
T-ALL CD7/CD2 CD3 TdT

TdT — koricowa transferaza deoksynukleotydowa; u - taricuch ciezki u immunoglobuliny

Podzial na podtypy w ostrej bialaczce szpikowej (AML) opiera sie
przede wszystkim na ocenie morfologicznych i cytochemicznych wtasciwosci
komorek biataczkowych jako kryteriach szeroko stosowanej klasyfikacji FAB
(klasyfikacji French-American-British = francusko-amerykarisko-brytyjskiej)

[14-17] (Tabela 1.1.1.2).

Tabela 1.1.1.2. Klasyfikacja FAB ostrych biataczek mieloblastycznych  (AML)
(za van der Reijden H. J. i wsp., 1983 i Catovsky D. i wsp., 1992) [15,17].

Klasyfikacja FAB . .
Kryteria rozpoznania

- typ biataczki
Mo ostra biataczka mieloblastyczna, z komdrkami o bardzo niskim stopniu
zrdéznicowania, lecz posiadajgcymi antygeny linii mieloidalnej
M1 ostra biataczka mieloblastyczna, bez cech dojrzewania
M2 ostra biataczka mieloblastyczna, z cechami dojrzewania
M3 ostra biataczka promielocytowa
M4 ostra biataczka mielomonocytowa
M5a ostra biataczka monocytowa, stabo zréznicowana
M5b ostra biataczka monocytowa, dobrze zréznicowana
M6 erytroleukemia
M7 ostra biataczka megakarioblastyczna

FAB — klasyfikacja francusko-amerykarisko-brytyjska
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Obok podtypu biataczki wartoé¢ prognostyczng w tych chorobach
majq: wiek i ple¢ pacjenta, wartosci leukocytozy w momencie rozpoznania,
nieprawidlowosci cytogenetyczne oraz odpowiedZ na leczenie indukcyjne
[7,8,18]. Na podstawie istniejacych czynnikéw ryzyka pacjenci z ALL
przydzielani s3 do odpowiednich grup ryzyka. Wiekszos¢ stosowanych
obecnie protokotéw leczniczych kwalifikuje pacjentéw do dwoéch lub trzech
grup ryzyka, tj. odpowiednio standardowego (standard risk - SR) i wysokiego
(high risk - HR) albo SR, HR i posredniego ryzyka (intermediate risk - IR)
[9,19,20]. Kwalifikacja do grup ryzyka w AML (grupy SR i HR) odbywa sie
na podstawie typu biataczki wg klasyfikacji FAB i wstepnej odpowiedzi

na stosowane leczenie indukcyjne [6,7].

1.1.2. Leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej

Wszystkie protokoly terapeutyczne stosowane obecnie w ALL
skladaja sie z czterech faz: indukcji remisji, wczesnej konsolidacji i pdzZnej
intensyfikacji remisji, postepowania zapobiegajacego rozwojowi biataczki
osrodkowego ukladu nerwowego oraz leczenia podtrzymujacego remisje.
Polska Pediatryczna Grupa ds. Leczenia Biataczek i Chloniakéw (PPGLBiCh)
rekomenduje obecnie program leczenia ALL IC BFM 2002 (zataczniki 2 i 8)
[9,21]. Kryteria kwalifikacji do poszczegdlnych grup ryzyka w ostrej biataczce
limfoblastycznej na podstawie wczesnej odpowiedzi na leczenie przedstawia

Tabela 1.1.2.1.

Czes¢ pacjentéw, u ktérych w momencie rozpoznania stwierdza sie
hiperleukocytoze (calkowita liczba krwinek bialych = 100 x 10°/L) [22],
przed rozpoczeciem wlasciwego protokotu leczniczego wymaga terapii
cytoredukcyjnej, ktéra polega na intensywnym dozylnym nawadnianiu
i podazy oksydazy moczanowej lub allopurinolu wraz z dwuweglanami

celem alkalizacji moczu [23,24].
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Leczenie indukujgce remisje, podobne dla wszystkich chorych, polega
na podawaniu prednizonu, winkrystyny, L-asparaginazy, daunorubicyny
i metotreksatu podoponowo (MTX IT), a nastepnie cyklofosfamidu, cytarabiny
(Ara-C), 6-merkaptopuryny i kolejnych dawek MTX IT [9,21]. Po pierwszej
fazie tego protokolu terapeutycznego ocenia sie odpowiedzZ na leczenie, czyli
remisje. Pacjenci z grup nizszego ryzyka, ktérzy nie odpowiadaja na leczenie
indukcyjne, zostaja zakwalifikowani do grupy HR. W leczeniu tej grupy
chorych stosuje sie bardziej intensywna chemioterapie, a niektérych
pacjentow kwalifikuje sie¢ do allogenicznego przeszczepu szpiku kostnego
[9,20]. Sumaryczne dawki lekéw stosowane w poszczegdlnych grupach

ryzyka w ALL przedstawione sa w zataczniku 8.

U pacjentdow najwyzszego ryzyka i u chorych z pierwotnie jawna
biataczka OUN, powyzej 1. roku zycia, stosuje si¢ napromienianie czaszki
w dawkach odpowiednio profilaktycznych i leczniczych oraz dodatkowe

dawki lekéw podawanych podoponowo [9,20,21].

Ostra bialaczka limfoblastyczna jest nowotworem, ktéry wymaga
dlugotrwatego stosowania leczenia [9,20]. Catkowity czas terapii
od rozpoczecia indukcji do zakonczenia leczenia podtrzymujacego
w programie ALL IC BFM 2002 wynosi 24 miesigce dla wszystkich chorych.
Czas intensywnego leczenia r6zni sie w zaleznosci od grupy stratyfikacyjnej
i wplywa na dlugoé¢ leczenia podtrzymujacego, ktére trwa
od 57 do 74 tygodni. W leczeniu podtrzymujacym remisje stosowana
jest 6-merkaptopuryna (6-MP), podawana codziennie (50mg/m?),
z metotreksatem (MTX) w dawkach cotygodniowych (20mg/m?) [9,21].
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Tabela 1.1.2.1. Stratyfikacja dzieci z ostra biataczka limfoblastyczng (ALL).

Grupa standardowego Grupa posredniego Grupa wysokiego
ryzyka (SR) ryzyka (IR) ryzyka (HR)*
dgief, 0 wiek 211 ‘;6lat wiek <1 i 26lat £(9;22) [BCR/ABL]
i wstepna leukocytoza . .
(WBC) <20000/yl i/lub WBC >20000/ul t(4;11) [MLL/AF4]
L blasty = 1000/ul
dzien 8
blasty < 1000/ul blasty < 1000/l (opornoéé na prednizon)
dzieri 15 szpik M1/M2 szpik M1/M2 szpik M1/M2/M3
szpik M3 w grupie SR szpik M3 w grupie IR
pacjenci z grup SRilIR
dzien 33 szpik M1 szpik M1 nieodpowiadajacy

na leczenie
(szpik M2/M3)
SR (standard risk) - niskie ryzyko; IR (intermediate risk)- posrednie ryzyko; HR (high risk) -
- wysokie ryzyko
szpik M1 <5% blastéw; szpik M2 5-25% blastéw; szpik M3 >25% blastéow
* przynajmniej 1 kryterium musi by¢ spetnione

1.1.3. Leczenie ostrej bialaczki szpikowej

Wyniki leczenia dzieciecej ostrej biataczki szpikowej s nadal
niezadowalajace, co zwigzane jest gléwnie z nawrotem choroby, lecz takze
w duzej mierze z toksycznodcia stosowanego leczenia: powiklaniami

w postaci krwawiern, infekcji i uszkodzeri miesnia sercowego [9,18,25,26].

Programy lecznicze AML opieraja si¢ na intensywnej wielolekowej
chemioterapii i odpowiednio dobranym leczeniu wspomagajacym [7,9].
Obecnie, dzigki strategiom terapeutycznym wtlasciwie dobranym do grup
ryzyka, przewiduje sie dalsza poprawe rokowania u pacjentéw z AML [7,27].
W Polsce leczenie AML oparte jest na protokotach BFM - dla grupy
standardowego i wysokiego ryzyka [9]. Stratyfikacje dzieci z ostra bialaczka
szpikowa ujeta w programie leczenia (Zalacznik 3) przedstawiono w Tabeli

1.1.3.1.
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Tabela 1.1.3.1. Stratyfikacja dzieci z ostrg biataczka nielimfoblastyczng (ANLL).

Grupa Grupa
standardowego ryzyka (SR) wysokiego ryzyka (HR)
dzien 0 wg FAB kazdy typ AML poza M5 wg FAB kazde M5
dziefi 15 blasty w szpiku < 5% blasty w szpiku > 5%
dzief 22-29 brak odnowy blastycznej odnowa blastyczna
w szpiku kostnym w szpiku kostnym

SR (standard risk) - niskie ryzyko; HR (high risk) - wysokie ryzyko

U czesci pacjentow, u ktérych istnieja SciSle okreslone wskazania
ze wzgledu na wysoki stopiert zaawansowania choroby, leczenie rozpoczyna
si¢ chemoterapia cytoredukcyjna arabinozydem cytozyny (Ara-C)
i 6-tioguaning (6-TG). Bezposrednio po fazie cytoredukcji wdraza sie leczenie
indukujace remisje (jednakowe dla obu grup ryzyka) zawierajace arabinozyd
cytozyny (Ara-C), idarubicyne, etopozyd i Ara-C dokanatowo (Ara-C IT)
[9,28].

W ostrej biataczce szpikowej, podobnie jak w limfoblastycznej, dalsze
etapy leczenia r6znig sie dla poszczegélnych grup ryzyka - w leczeniu grupy
HR stosuje sie bardziej intensywne leczenie, kwalifikujac niektérych
pacjentow do allo- lub autologicznego przeszczepu szpiku kostnego

po zakoriczeniu blokéw konsolidujacych [7,9].

U wszystkich dzieci z AML stosuje si¢ profilaktyke zmian w OUN
w postaci dokanalowej podazy cytarabiny (Ara-C), a u pacjentéw powyzej
1. roku zycia, po zakoniczeniu intensyfikacji, profilaktycznie napromienia sie
czaszke [9,28]. Leczenie klinicznie jawnej biataczki OUN przeprowadza sie
za pomocy tréjlekowej terapii dokanalowej (Ara-C, MTX, hydrokortyzon)

i leczniczych dawek napromieniania czaszki [28].

W ostrej biataczce promielocytowej (APL, M3 wg klasyfikacji FAB),
poczawszy od leczenia indukcyjnego, stosuje sie kwas transretinowy
(ang. all-transretinoid acid; ATRA) [29]. Dzialanie tego leku polega na indukcji

réznicowania blastow w dojrzatle granulocyty (usuwane nastepnie
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przez histiocyty szpiku kostnego) [30], a dolaczenie go do stosowanych
obecnie programéw terapeutycznych przyczynito sie do uzyskania 80-90%
catkowitej remisji u chorych z APL [29,31].

Leczenie podtrzymujace remisje w programie ANLL-98 trwa do 2 lat
od poczatku leczenia w grupie SR i dokladnie 12 miesiecy w grupie HR.
We wszystkich podtypach AML polega ono na podawaniu 6-tioguaniny
doustnie (40mg/m?) codziennie i arabinozydu cytozyny podskérnie

(40mg/m?) w cyklach 4-dniowych co 4 tygodnie [9,28].

1.2. Chloniak nieziarniczy u dzieci

1.2.1. Cechy kliniczne i diagnostyka NHL

Nieziarnicze  chloniaki zlosliwe (NHL) stanowia  bardzo
niejednorodng grupe nowotworéw ztosliwych wywodzacych sie z uktadu
chtonnego, z komoérek limfoidalnych linii B i T o réznym stopniu
zréznicowania [32]. Klasyfikacja NHL opiera si¢ na badaniu histologicznym,
immunologicznym i cytochemicznym.

Od 1998 roku obowigzuje uaktualniona wersja klasyfikacji R.E.A.L
(Revised European-American Lymphoma classification) [33] w postaci
klasyfikacji WHO (klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia), ktéra dzieli
nowotwory limfoidalne pod wzgledem morfologii i linii komoérkowej, z ktorej
sie wywodza, na 3 gléwne kategorie: nowotwory B-komoérkowe, T/NK-

komoérkowe oraz ziarnice zlosliwa (chorobe Hodgkina) [34].

U dzieci wystepuje 5 spoéréd 23 typow NHL ujetych w klasyfikacji
R.E.A.L. Wszystkie one naleza do chtoniakéw o wysokim stopniu ztosliwosci

[35] (Tabela 1.2.1.1).
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W wieku rozwojowym dominuje nieziarniczy chloniak B-komérkowy (okoto
50%); natomiast NHL T-komoérkowy i anaplastyczny wielkokomoérkowy
stanowia odpowiednio 351 15% [35].

Tabela 1.2.1.1. Podziat chtoniakéw nieziarniczych u dzieci wedtug uaktualnionej klasyfikacji
R.E.A.L. / klasyfikacji WHO (za Harris N. L. i wsp., 2000 oraz Bogustawska-Jaworska J.
i Kowalczyk J.R., 2006) [34,35].

Chtoniaki nieziarnicze B-komoérkowe

NHL z prekursorow komodrek B
Prekursorowy B-komédrkowy limfoblastyczny chtoniak/biataczka (LBL/B-ALL)

NHL dojrzate(obwodowe) B-komdrkowe
Chtoniak Burkitt’a
Chtoniak B-komdrkowy ,,Burkitt like”

Chtoniaki nieziarnicze T/NK-komérkowe

NHL z prekursoréow komaérek T
Prekursorowy T-komérkowy limfoblastyczny chtoniak/biataczka (LBL/T-ALL)

NHL dojrzate(obwodowe) T- i NK-komdrkowe
Chtoniak anaplastyczny wielkokomérkowy K1 (CD30+)

Pacjenci z chtoniakiem nieziarniczym prezentuja czesto poczatkowo
niewiele objawéw.  Kliniczny obraz choroby zalezy od pierwotnego
umiejscowienia i stopnia zaawansowania NHL, a takze koreluje z typem
komorek, z ktoérych jest zbudowany [35]. Najczestsze objawy kliniczne
przedstawiono w Tabeli 1.2.1.2 za Bogustawska-Jaworska J. i Kowalczyk J. R.

[35].
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Tabela 1.2.1.2. Najczestsze objawy chioniakéw nieziarniczych u dzieci (na podstawie
Bogustawska-Jaworska J. i Kowalczyk J. R., 2006) [35].

Typ NHL

Objawy kliniczne

B-NHL

T-NHL

NHL
wielkokomérkowy

szybko rosngcy guz jamy brzusznej (niedroznos$¢ przewodu
pokarmowego, ptyn w jamie brzusznej, bdle brzucha, wymioty,
krwawienia)

guz kosci w obrebie gardta lub szczeki
zajecie szpiku kostnego (zespét leukemia/lymphoma)

zespot ostrej lizy guza

guz Srédpiersia (kaszel, bdl w klatce piersiowej, dusznosé)
wysiek w optucnej i osierdziu

zespot zyty gtdwnej gérnej

rzadkie umiejscowienie pozaweztowe (mdzg, skdra, kosci, ptuca,
tkanki miekkie twarzy)

guz Srédpiersia

guz przewodu pokarmowego

Waznym

czynnikiem prognostycznym, ktéry jest podstawa

klasyfikacji klinicznej NHL wedlug Murphy’ego, jest pierwotna lokalizacja

guza i wielkos¢ jego masy (Tabela 1.2.1.3) [36]. Ten system klasyfikacji

wyodrebnia grupy chorych w I i II stadium (korzystne rokowniczo)

oraz w III i IV stadium (z lokalizacjami niekorzystnymi rokowniczo).

Istotnym czynnikiem rokowniczym w chtoniakach nieziarniczych u dzieci jest

rowniez wstepna aktywno$é dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy

krwi, ktéra koreluje écisle z wielko$cia masy guza pierwotnego [35].
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Tabela 1.2.1.3. Klasyfikacja kliniczna chtoniakéw nieziarniczych u dzieci wedtug Murphy’ego
[36].

Stadium . o
Kliniczne Kryteria klasyfikacji
I Pojedyncza grupa weztowa (z wytgczeniem srddpiersia i jamy brzusznej)
lub pojedynczy guz pozaweztowy.
Dwie lub wiecej grup weztowych po tej samej stronie przepony.
Pojedynczy guz pozaweztowy z zajeciem regionalnych weztéw chfonnych.
I Dwa guzy pozaweztowe po tej samej stronie przepony z jednoczesnym
zajeciem lub bez zajecia regionalnych weztéw chtonnych.
Jeden pierwotny guz przewodu pokarmowego, zwykle w okolicy
krzyzowo-biodrowej, z zajeciem (lub bez) weztéw krezkowych.
Dwie lub wiecej grup weztowych po obu stronach przepony.
Dwa pojedyncze guzy pozaweztowe po obu stronach przepony.
Wszystkie pierwotne guzy w klatce piersiowej (Srddpiersie, optucna,
i grasica).
Wszystkie okotordzeniowe lub nadoponowe guzy.
Rozprzestrzenione guzy pierwotne jamy brzusznej (ktore nie mogg byé
usuniete chirurgicznie).
v Wszystkie guzy weztowe i pozaweztowe przebiegajgce z rownoczesnym

zajeciem szpiku kostnego i/lub osrodkowego uktadu nerwowego.

Chioniaki  nieziarnicze =~ wywodzace si¢ z  komorek B,
jak i T-komorkowe, w ktorych komoérki chioniakowe zajmuja powyzej 25%
ogotu elementéw szpiku kostnego (stadium IV wg klasyfikacji Murphy’ego),
traktowane sa jako biataczki [37]. Zespdl ten, okreSlany jako
»leukemia/lymphoma”, wystepuje z czestoscia 2-5% wszystkich biataczek
i powinien by¢ leczony schematem dla NHL [35,38]. Z zajeciem szpiku
kostnego wspolistnieje czesto wstepne zajecie osrodkowego ukiadu

nerwowego (stadium IV wg klasyfikacji Murphy’ego) [35].

Strategia leczenia NHL u dzieci opiera si¢ na wielolekowej
chemioterapii dobranej do postaci histopatologicznej, immunofenotypowej,
stopnia zaawansowania klinicznego i grupy ryzyka [32].

Stratyfikacje dzieci z NHL B-komoérkowym przedstawia Tabela 1.2.1.4.
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Tabela 1.2.1.4. Stratyfikacja dzieci z chtoniakiem nieziarniczym.

Grupa ryzyka Kryteria klasyfikacji

catkowicie zresekowane stadium |

grupa A (niskiego ryzyka) catkowicie zresekowane stadium Il o lokalizacji brzusznej

pozostate (niecatkowicie zresekowane stadium | i ll; stadium
grupa B

(posredniego ryzyka)

Il o lokalizacji innej niz brzuszna; stadium Ill; stadium IV <25%
blastéw w szpiku kostnym)

stadium IV 225% blastow w szpiku kostnym i/lub zajecie

rupa C (wysokiego ryzyka
grupa C (wy go ryzyka) OUN

1.2.2. Leczenie NHL u dzieci

Leczenie chloniakéw nieziarniczych u dzieci, podobnie jak innych
nowotworéw, ulega modyfikacjom na przestrzeni lat na podstawie obserwacji
dotyczacych skutecznosci leczenia i zwigzanych z nim powiklan. W ciagu
ostatnich 20 lat nastapil znaczny postep w leczeniu NHL dzieki intensyfikacji

stosowanej chemioterapii [32].

Chemioterapia stosowana w NHL sklada si¢ z lekéw skutecznych
rowniez w ostrych biataczkach limfoblastycznych [35]. Obecnie w leczeniu
stosuje sie schematy terapeutyczne rézne dla B- i T-komoérkowego NHL,
a w obrebie tych programéw dzieli sie pacjentow pod wzgledem stopnia
zaawansowania choroby. Wéréd pacjentéow z T-NHL wyrdéznia sie grupe SR,
obejmujaca stadium I i II zaawansowania choroby oraz grupe
HR - dla stadium III i IV [39,40]. Dzieci z B-NHL podlegaja stratyfikacji
na podstawie zakresu resekcji guza, stadium zaawansowania, pierwotnej

lokalizacji oraz wyjéciowej aktywnoséci LDH w surowicy krwi [41,42].

W Polsce w latach 1993-2003 w chiloniakach nieziarniczych
B-komoérkowych u dzieci i mlodziezy stosowano program B-NHL 93
opracowany przez PPGLBiCh na podstawie LMB-89, a od 2003 wprowadzono
B-NHL BFM 04 [32,41,42]. Wiekszoé¢ protokoléw stosowanych obecnie
dla B-NHL (réwniez te wymienione powyzej) opiera si¢ na podawaniu

cyklofosfamidu, ifosfamidu, metotreksatu w wysokich dawkach, cytarabiny,
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winkrystyny, doksorubicyny, etopozydu, prednizonu i deksametazonu. Leki
te podawane sa w réznych kombinacjach i najczesciej w krotkich,
kilkudniowych cyklach [35,41,42]. Leczenie jest tym intensywniejsze, im
wyzszy jest stopient ryzyka. Stopnie te okreSlane sa jako: A (calkowicie
zresekowane stadium I i brzuszna lokalizacja stadium II), B (wszystkie poza A
i C) oraz C (stadium IV, zajecie szpiku i OUN lub zajecie szpiku = 25%)
(Tabela 1.2.1.4) [44].

W leczeniu chtoniakéw B-komoérkowych stosuje sie tez profilaktyke
lub leczenie zajecia OUN za pomoca tréjlekowej terapii dokanatowej (Ara-C,
MTX, prednizolon/hydrokortyzon) i nie stosuje sie leczenia podtrzymujacego

remisje [41,42].

Programy lecznicze dla dzieciecych NHL T-komoérkowych réwniez
ulegly zmianie: w latach 1993-2003 obowigzywal w Polsce - opracowany
przez PPGLBiCh na podstawie NHL-BFM 90 - schemat NB-NHL 93, a od 2003
wprowadzono EURO LB 02 [32,39,40,43]. Programy lecznicze dla T-NHL
zasadniczo sg podobne do protokotéw terapeutycznych stosowanych w ALL
[35,38] - sktadaja sie z leczenia indukujacego remisje, konsolidacji, reindukcji
(dla grupy HR - stadia IIl i IV) oraz leczenia podtrzymujacego remisje.
W profilaktyce zajecia OUN stosuje sie MTX IT, a u pacjentéw z zajeciem
centralnego ukladu nerwowego - dodatkowe dawki MTX IT
oraz napromienianie czaszki [3538-40].  Pacjenci z T-NHL, bedacy
w programie EURO LB 02, podlegaja randomizacji i w zaleznosci od jej
wyniku leczenie podtrzymujace trwa u nich do konca 18. lub 24. miesigca
od poczatku chemioterapii i polega na podawaniu 6-merkaptopuryny (6-MP)
w dawce dobowej 50mg/m? oraz 20mg/m? metotreksatu (MTX) raz

w tygodniu [40].
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1.3. Zaburzenia immunologiczne u chorych z ostra biataczka i chloniakiem
nieziarniczym w momencie rozpoznania

W biataczkach i chloniakach juz w momencie ustalania rozpoznania
obserwowane sa zmiany w ukladzie immunologicznym w postaci zaburzen
dojrzewania, réznicowania i aktywacji poszczegélnych jego sktadowych.
Zwiazane jest to z rozwojem nowotworu w ukladach krwiotwoérczym
i limforetikularnym [45]. Kazdy z nowotworéw cechuje przewaga zaburzen
okreslonego typu odpornosci, jednak - ze wzgledu na wzajemne powigzanie
dziatania réznych typéw odpowiedzi immunologicznej - uposledzenie

funkcjonowania jednego z nich zaburza dzialanie drugiego.

1.3.1. Zaburzenia immunologiczne w ostrej bialaczce

Zaburzenia immunologiczne w ostrych biataczkach limfoblastycznych
i mieloblastycznych sa podobne [45]. Wskutek zajecia szpiku kostnego
przez komoérki nowotworowe dochodzi do zmniejszenia prawidlowej
przestrzeni i sttumienia funkcji tego narzadu, w zwiazku z czym we krwi
obwodowej obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie liczby komoérek ukladu

immunologicznego, czyli granulocyto- i limfopenie.

Hitzig W. H. i wsp., prowadzac badania u dzieci z ostra biataczka
limfoblastyczna, obserwowali obnizona catkowitg liczbe zar6wno limfocytow
B, jak i T [46]. Natomiast Panoskaltsis N. i wsp. zaobserwowali tendencje
do nizszych wartosci bezwzglednej liczby limfocytéw T CD8- oraz komoérek
NK oraz wyzszych wartosci komoérek T CD8* we krwi pacjentow z AML

w poréwnaniu z wartoéciami obserwowanymi w grupie kontrolnej [47].

Wielu autoré6w obserwowalo réwniez istniejace przy rozpoznaniu
zaburzenia czynnosci granulocytéw - uposledzenie zdolnosci migracji
oraz wewnatrzkomérkowego zabijania sfagocytowanych mikroorganizmoéow
[48-50], ktére wracaly do normy po osiggnieciu remisji [48]. Z Kkolei

Powell B.L. i wspolpracownicy, na podstawie badafi prowadzonych
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u pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki przed rozpoczeciem
chemioterapii, wyodrebnili subpopulacje granulocytéw o prawidlowej
i zwigekszonej zdolnosci niszczenia drobnoustrojéw za pomoca mechanizméw
tlenowych [51]. Wedtug Bassge C-F. u pacjentow z ostra bialaczka szpikowa
rozwing! sie mechanizm kompensacji obnizonej ogoélnej zdolnosci Zernej
leukocytéow zapewniany przez liczne niedojrzale i dojrzale leukocyty
biataczkowe [52]. Fagocytoza przez te komoérki byta zalezna od udzialu
dopetniacza i odpowiednich receptoréw na komorkach biataczkowych.
Dzieki temu granulocyty i monocyty izolowane od tych pacjentow miatly

zdolno$¢ zerng zblizong do obserwowanej w grupie kontrolnej [52].

Obok obnizenia liczby limfocytéw i ich subpopulacji u pacjentow
z ostra bialaczka wystepuja tez zaburzenia funkcji tych komorek
obserwowane przez badaczy w postaci znacznie obnizonej odpowiedzi
proliferacyjnej na stosowana in vitro fitohemaglutynine (PHA) [46,53],
obecnosci inhibitoréw proliferacji w surowicy badanych pacjentow
czy bezposredniego uszkodzenia limfocytow [53]. Van den Hove L. E. i wsp.
wykazali natomiast ogélng aktywacje komoérek CD3* w chwili rozpoznania
[54].

Poszukujac przyczyn oslabienia odpowiedzi immunologicznej
~przeciwbialaczkowej”, Maecker B. i wspoétpracownicy badali obecnoéc¢
komoérek dendrytycznych (DC) we krwi obwodowej dzieci z ostra biataczka
limfoblastyczng i wykazali obnizong liczbe ich subpopulacji przypominajacej

plazmocyty (pDC) w stosunku do subpopulacji szpikowej (mDC) [55].

U pacjentéow z bialaczkami prowadzonych jest réwniez wiele prac
badawczych dotyczacych réwnowagi cytokinowej uktadu Th1/Th2 zaréwno
w momencie rozpoznania, w trakcie leczenia, jak i po zakonczeniu
chemioterapii. Zaréwno Zhang X-L. i wsp. [56], jak i Luczyniski W. i wsp. [57]
obserwowali przewage subpopulacji Th2, w postaci wzrostu odsetka

limfocytow CD4* z koekspresja receptora interleukiny 4 (IL-4) w momencie
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rozpoznania ALL u dzieci, a Zhang X-L. i wsp. dodatkowo réwniez obnizenie

odsetka limfocytow z koekspresja receptora interferonu (IFN)-y i IL-2 [56].

Panoskaltsis N. i wsp. wykazali natomiast, iz leukocyty pacjentéw
z AML produkuja spontanicznie cytokiny (w przeciwieristwie do leukocytow
grupy kontrolnej). Obserwowali oni wigeksza niz u oséb zdrowych produkcje
IL-10, IL-12 i IFN-y przez prawidlowe limfocyty T oraz zdecydowana
przewage produkcji IFN-y przez blasty [47]. Buggins A.G.
i wspoétpracownicy wykazali, iz nadsacz komoérek AML, nie zawierajacy
zadnych znanych czynnikéw immunosupresyjnych, hamuje aktywacje
komoérek Thl i wytwarzanie cytokin Thl [58]. Za$ prace Chen Y. i wsp.
wskazuja na male stezenie TGF-B (ang. transforming growth factor-f)
w surowicy pacjentow z bialaczka [59], bialtka uznanego za cytokine

o wlasciwosciach immunosupresyjnych [60)].

Najmniej nasilone zmiany w momencie rozpoznania ostrej biataczki
wydaja sie dotyczy¢ odpowiedzi humoralnej - poziom immunoglobulin jest
tylko nieznacznie obnizony, a zdolnoé¢ do pierwotnej i wtérnej odpowiedzi

immunologicznej - zachowana [46].

1.3.2. Zaburzenia immunologiczne w chloniaku nieziarniczym

Obserwowane przez badaczy zaburzenia immunologiczne, istniejace
w momencie rozpoznania chtoniaka nieziarniczego, zaleza czesto od postaci,

typu histologicznego i stopnia zaawansowania choroby [61-64].

W postaci rozsianej NHL obserwowano obnizona catkowita liczbe
limfocytow [61,62] oraz populacji limfocytéw T [61], podczas gdy u pacjentow
z postacia wezlowa chloniaka zaréwno bezwzgledna liczba limfocytéw,
jak i liczba komoérek B i T byla poréwnywalna z warto$ciami w grupie
kontrolnej [61,62]. Caldera L. H. i wspoétpracownicy nie stwierdzili zaburzer

iloéciowych populacji limfocytéw (komoérek CD3+, CD4+, CD8*, CD19*, CD16*
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i CD56*) we krwi obwodowej i szpikowej u pacjentéw z chloniakiem
nieziarniczym w poréwnaniu z osobami zdrowymi [65].

Réznice miedzy postacia rozsiang i weztowa NHL byly obserwowane
rowniez w zakresie odpornosci komoérkowej, mierzonej testem opdzZnionej
nadwrazliwosci skérnej na stosowane antygeny - bardziej uposledzong
reakcje (,anergie skérng”) prezentowaly osoby z postacia rozsiang NHL
[61-63]. Pacjenci ci wykazali si¢ tez obnizong reaktywnoscig limfocytéw
na stosowane mitogeny (fitohemaglutynine - PHA i mitogen szkarlatki -

PWM) [61].

Cze$¢ autoréw obserwowala hipogammaglobulinemie u pacjentéw
z chloniakiem nieziarniczym - obnizony poziom IgG i IgA u 0s6b z postacia
wezlowg oraz obnizony poziom IgA w postaci rozsianej NHL [61,62].
Advani S. H. i wspoélpracownicy wykazali natomiast podwyzszony poziom
IgG przy wspdlistniejacych prawidlowych wartosciach IgA i IgM, niezaleznie
od typu histologicznego i stopnia zaawansowania choroby [63]. Odmienne
obserwacje poczynili Watanabe S. i wsp., opisujac hipergammaglobulinemie

poliklonalng u pacjentéw z chtoniakiem T-komérkowym [66].

W chioniaku nieziarniczym obnizona jest tez aktywnosé
cytotoksyczna komoérek NK [64,65,67]. Caldera L. H. i wspoétpracownicy
obserwowali to zjawisko zaréwno we krwi obwodowej, jak i w szpiku
kostnym [65]. Natomiast zespét Konjevi¢ G. udowodnil, iz obnizona
aktywnosé¢ komorek NK jest zalezna od klinicznego stopnia zaawansowania
choroby i typu histologicznego NHL - im bardziej zaawansowana choroba
i bardziej ztosliwy typ chloniaka, tym nizsza aktywnos¢ komoérek NK, a takze
wyzsza sklonnoé¢ tych komoérek do spontanicznego uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) [64]. Tursz T. i wsp. w badaniach
przeprowadzonych u 37 pacjentéw z NHL réwniez obserwowali obnizong
aktywnoé¢ komorek NK, nie wykazujac jednak istotnych réznic miedzy

grupami chorych z réznym stopniem zaawansowania choroby [67].
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Mimo uposledzonej aktywnosci komoérek NK, skuteczna byla ich
stymulacja za pomoca rekombinowanej interleukiny-2 (rIL-2): we krwi
obwodowej pacjentéw z NHL poréwnywalnie do 0s6b z grupy kontrolnej,
natomiast w szpiku kostnym zdecydowanie bardziej u 0os6b chorych, co moze
swiadczy¢ o wiekszej liczbie prekursoréw komoérek NK niz ich dojrzatych
postaci w szpiku kostnym os6b z NHL [65].

Spoéréd zmian w ukladzie immunologicznym w chioniaku
nieziarniczym stwierdzano takze wysokie stezenie rozpuszczalnego receptora
interleukiny-2 (IL-2R) [68] i rozpuszczalnej formy czasteczki adhezyjnej
ICAM-1 [69] w surowicy os6b chorych oraz wykazano, ze ich stezenie
w surowicy ma warto$¢ prognostyczng i koreluje z przebiegiem choroby

[68,69].

1.4. Wplyw lekow przeciwnowotworowych na uklad immunologiczny

Intensywna chemio- i radioterapia, bedace podstawa wspolczesnej
terapii chloniakéw nieziarniczych i ostrych bialaczek, czasem réwniez
w polaczeniu z megachemioterapia i przeszczepem szpiku kostnego, znacznie
przyczynily sie do poprawy rokowania w tych chorobach.  Jednak
konsekwencja tak agresywnego, skojarzonego leczenia jest jednoczesnie
wystepowanie licznych powiklai zaré6wno ostrych, bedacych bezposrednim
efektem dzialania lekéw, jak i odlegtych. Jednym z gléwnych i statych
objawoéw ubocznych terapii przeciwnowotworowej u dzieci jest mielosupresja
[70] i zwiazane z nig uposledzenie dziatania ukladu immunologicznego, ktore
bylo obserwowane juz w latach siedemdziesigtych XX wieku u pacjentéw

wyleczonych z ostrej biataczki limfoblastycznej [71].

Cytostatyki uszkadzaja aktywnie dzielace sie komorki ukierunkowane
liniowo i prekursorowe, w réznych okresach cyklu komoérkowego [72],
oraz w znacznie mniejszym stopniu komorki macierzyste, a oszczedzaja

zwykle komorki dojrzate [70]. Dzialanie to zalezy od struktury chemicznej

24



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WSTEP

zwigzku, wielkosci dawki i sposobu podawania leku [72,73]. Antymetabolity
uszkadzaja przede wszystkim komorki proliferujace i dojrzewajace, a leki
alkilujace - komorki macierzyste w fazie spoczynkowej cyklu komérkowego
(Go) i w mniejszym stopniu komoérki proliferujace [73].

Weczesnym efektem dzialania toksycznego wiekszosci cytostatykow
na szpik kostny jest uszkodzenie komorek charakteryzujacych sie krétkim
okresem przezycia, czyli limfopenia, granulocytopenia i matoptytkowos¢ [73].
Neutropenia, czyli liczba granulocytéw obojetnochtonnych ponizej 1500/ mm3
[74], zalezy od zastosowanej dawki i rodzaju cytostatyku. Najnizsza liczbe
granulocytéw (ang. nadir) obserwuje sie $rednio po okoto 8-10 dniach
po zastosowanym leku, a odtworzenie tych komérek nastepuje po kolejnych
3-4 tygodniach [70].

Mechanizm dziatania, ogélny efekt mielosupresyjny cytostatykéw
stosowanych w ostrych biataczkach i NHL u dzieci oraz ich wplyw na uktad

biatlokrwinkowy przedstawiono w Tabeli 1.4.1.

Tabela 1.4.1. Srodki stosowane w terapii ostrych biataczek i chtoniakéw nieziarniczych:
mechanizm dziatania i mielotoksyczno$¢ (na podstawie Madej G., 1994, Madej G. i wsp.,
1999, McKenna S. 1996, Danysz A. i wsp., 1998) [11,75-77].

Leukopenia z nadirem

Mechanizm Mielo-
dziatania supresja po (dni):  czas trwania (dni):
Leki alkilujgce
cyklofosfamid uszkodzenie ++ 8-14 7-14
struktury DNA
ifosfamid w wyniku alkilacji 4+ 7-10 ?
Antymetabolity
metotreksat inhibitor reduktazy  ++ 7 ?
dihydrofolianowej
6-merkaptopuryna inhibitory ++ ? ?
aminotransferazy
6-tioguanina fosforybozylopiro- ++ 10-14 ?
fosforanowej
cytarabina inhibitor ++ 5-7 14-21

polimerazy DNA
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Leukopenia z nadirem

Mechanizm Mielo-
dziatania supresja po (dni):  czas trwania (dni):
Antybiotyki
antracyklinowe —
rozszczepienie
daunorubicyna podwadjnego ++ 7-14 14-21
tancucha DNA
doksorubicyna 7 udziatem ++ 10-14 21
. . topoizomerazy Il
idarubicyna ++ ? ?
Alkaloidy roslinne
i ? ?
winblastyna inhibitory +++ ? ?
winkrystyna tworzenia +/- ? ?
windezyna wrzeuona +++ 4-10 ?
mitotycznego
etopozyd ++ 7-14 20
Enzymy opdznienie
. przejscia komérek
L-asparaginaza +/- - -
parag z fazy G, do fazy S /
Hormony limfocytoliza,
prednizon opoz.r,m.eme ) ¥ ¥ ¥
przejscia komorek
deksametazon zfazy G, do fazys  -* ¥ _*

Pochodne witamin  aktywacja procesu

kwas retinowy réznicowania Sk ko _Ex
niedojrzatych
komorek

Promieniowanie cytotoksycznosc

gamma indukowana ++ 7-14 14-21

rodnikami tlenu

+/- - b. rzadko; + - rzadko; ++ - czesto; +++ - b. czesto; * - leukocytoza; ** - b. znaczna leukocytoza;
? - brak danych

Wszystkie cytostatyki i kortykosteroidy stosowane w leczeniu ostrych
biataczek i chloniakéw nieziarniczych wykazuja réznego stopnia dziatanie
immunosupresyjne. Stosowane w wielolekowych programach
terapeutycznych powoduja zaburzenia dotyczace catego systemu: obnizenie
liczby komorek i/lub zaburzenie funkcji limfocytéow, granulocytow,
monocytéw-makrofagéw i innych skladowych ukladu immunologicznego

obserwowane juz w trakcie leczenia przeciwnowotworowego [78-93].
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Programy terapeutyczne wzbogacone o radioterapie indukuja silny
efekt mielosupresyjny, czego konsekwencja jest glteboka i dluzej trwajaca
immunosupresja. Energia jonizujaca uszkadza zar6wno komorki dzielace sie,
jak i pozostajace w spoczynku, uposledza zaré6wno odpowiedz komoérkows,

jak i humoralng [72].

Niektorzy autorzy [72,73], opisujac niekorzystny wplyw chemioterapii
na szpik kostny i skladowe wukladu immunologicznego, podkreélaja
mozliwos¢ wpltywu powtarzanych matych dawek cytostatykéw (zwlaszcza
z grupy antymetabolitow) na utrzymywanie sie i potegowanie
obserwowanych zaburzeri po kolejnych dawkach tych lekéw. Poza okresem
leczenia intensywnego moze to dotyczy¢ leczenia podtrzymujacego remisje, w
czasie ktérego leki - w matych dawkach - podawane sa w sposéb ciagly
(6-MP, 6-TG) lub cyklicznie (MTX, Ara-C), co moze wywiera¢ dluzszy
i silniejszy wplyw immunosupresyjny w poréwnaniu z terapia przerywang

w czasie leczenia intensywnego [72].

1.5. Odnowa ukladu immunologicznego po zakonczonym leczeniu
przeciwnowotworowym

Po zakoriczeniu intensywnej terapii przeciwnowotworowej i w trakcie
leczenia podtrzymujacego remisje dzieci z ostrg bialaczka i chioniakiem
nieziarniczym przebywaja w domu, chodza do szkoly, a wiec narazone sg
na kontakt z pospolitymi czynnikami infekcyjnymi, ktére u 0s6b bez zaburzeri
odpornoéci wywotuja jedynie skapoobjawowe lub bezobjawowe infekcje,

a u tych dzieci moga prowadzi¢ do rozwoju zakazen o ciezszym przebiegu.

Dotychczasowe badania wskazuja, ze stan supresji immunologicznej
moze utrzymywac sie osobniczo réznie dlugo po zakoriczeniu terapii
przeciwnowotworowej. Zdaniem wielu autorow regeneracja ukladu
odpornosciowego nastepuje w ciggu 6-12 miesiecy od zakoriczenia leczenia

przeciwnowotworowego [87,92-94], aczkolwiek niektérzy badacze wykazali
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obnizony stosunek limfocytow CD3*/CD8* do 3 lat po leczeniu [95]
czy zaburzong funkcje komérek NK u pacjentéw z ALL do 2-3 lat po terapii
[78,96]. U niektérych sposréd badanych dzieci z ostra biataczka i NHL
stwierdzono obnizong liczbe limfocytéw B nawet po 10 latach od zakoriczenia
leczenia przeciwnowotworowego [90], a u opisanych w innej pracy pacjentow
z ALL - utrzymujace sie ponad 11 lat zaburzenia wytwarzania i funkcji
interleukiny 2 oraz ekspresji jej receptora [97]. Ponadto Mazur i wsp.
po 12 miesigcach od catkowitego zakoriczenia terapii przeciwnowotworowej
u dzieci z ALL wykazali utrzymujaca sie niska liczbe komoérek CD4* zar6wno
subpopulacji CD45RA*, jak i CD45RO*, co moze $wiadczy¢ o nieznacznie
obnizonym potencjale regeneracyjnym ukladu immunologicznego u tych

pacjentoéw [93].

Wiekszoé¢ autoréw, podejmujacych badania w grupach dzieci
z ré6znymi schorzeniami nowotworowymi, jest zgodna, iz u chorych z ostrg
biataczka supresja ukladu immunologicznego jest glebsza i utrzymuje sie
dluzej niz u pacjentéw z guzami litymi [78,92,96]. Jednakze jak dotad
nie zdefiniowano jednoznacznie zjawisk immunologicznych wazkich
dla przedtuzajacego si¢ okresu obnizenia sprawnosci funkci ukladu

immunologicznego po zakoriczonej terapii przeciwnowotworowe;j.

1.6. Rola wukladu odpornosci nieswoistej w ograniczaniu infekcji
u pacjentow po zakoniczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego

Jak podano wczeéniej, leczenie immunosupresyjne, w tym réwniez
przeciwnowotworowe, prowadzi do zaburzei odpornosci humoralnej
i komorkowe;. Zakres tych specyficznych odpowiedzi zalezy
przede wszystkim od aktywnosci ukladu odpornosci nieswoistej, ktory jest
modulatorem odpowiedzi swoistej [98]. Uklad ten pelni role w zapewnieniu
gotowosci obronnej organizmu, zanim dojdzie do inwazji drobnoustrojow,

rowniez w postaci bariery skornej i blon §luzowych. Do jego zadan nalezy tez
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zapobieganie rozprzestrzenianiu sie zakazenia, szczegdlnie w jego wczesnym
okresie (0-5. dziern)). = W wielu przypadkach prawidtowa aktywnosc¢
mechanizméw nieswoistych jest tak skuteczna, ze nie dochodzi w ogoble
do zaangazowania limfocytéw T i B [99]. Upodledzenie dzialania tych
mechanizméw w wyniku leczenia przeciwnowotworowego moze mie¢ istotny
wplyw na rodzaj i przebieg infekcji u pacjentow w okresie po zakonczeniu
terapii, zwlaszcza iz dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym infekcjom
u pacjentow poddanych chemioterapii jest uszkodzenie naturalnych barier
ochronnych organizmu, czyli skéry i blon §luzowych, ktére stanowig gléwna
droge penetracji czynnikéw zakaznych. Spowodowane jest to stosowaniem
cytostatykow (zluszczajace dzialanie na komoérki nablonka przewodu
pokarmowego i ukladu oddechowego), czesta antybiotykoterapia
(wyjalowienie przewodu pokarmowego), a takze licznymi zabiegami
wykonywanymi u tych chorych w trakcie leczenia (stale wklucia dozylne,

czeste iniekcje, sondy, cewniki).

Jakkolwiek tematowi zaburzefi odpornosci swoistej poswiecono
wiele prac, nadal niewiele jest wiadomo na temat zaburzen i rekonstrukcji

ukladu odpornosci nieswoistej po leczeniu przeciwnowotworowym.

Trzonem odpowiedzi nieswoistej sa komoérki, z ktoérych
najwazniejsze to komoérki NK (ang. natural killer) i komorki zerne (zwlaszcza
granulocyty obojetnochtonne i monocyty/makrofagi). Nieswoistym
dzialaniem charakteryzuja si¢ roéwniez niespecyficznie supresorowe

i cytotoksyczne limfocyty T CD3*CD8highCD57+.
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1.6.1. Komérki NK

Komérki NK morfologicznie charakteryzowane sa jako duze
ziarniste limfocyty (LGL; ang. large granular lymphocytes), fenotypowo jako
komérki CD3-CD16*CD56*/-, ktére stanowig $rednio 5-10% limfocytéw krwi
obwodowej [100]. Komorki te biora udzial we wczesnej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko ré6znym patologicznym mikroorganizmom [101],
a ich gléwna funkcja jest zwigzana ze zdolnoscia do spontanicznego
niszczenia komorek zainfekowanych wirusem i transformowanych
nowotworowo [98-102], w spos6éb niespecyficzny, bez wczeéniejszej
immunizacji [100,103] i niezalezny od ekspresji MHC na komorkach
docelowych [104]. Gléwnym i najefektywniejszym mechanizmem lizy
komoérek docelowych przez komoérki NK jest cytotoksycznosé zalezna
od perforyn zawartych w ziarnistoSciach [104]. Ich funkcja jest réwniez
wydzielanie réznych cytokin i chemokin: gtéwnie interferonu-y, ale takze

TNF-a, GM-CSF, IL-5, IL-13, MIP-1 i RANTES (CCL5) [104-107].

Efekt cytotoksyczny komérek NK w mechanizmie bezposrednim
regulowany jest przez dwa rodzaje sygnatéw: aktywujacych i hamujacych,
przekazywanych przez odpowiednie receptory (NKRs; ang. natural killer
receptors) znajdujace sie na ich powierzchni [108]. WS&réd nich wyréznia sie
receptory z nadrodziny czasteczek immunoglobulinopodobnych (KIRs;
ang. killer cell immunoglobulin-like receptors) [108-110] oraz receptory lektynowe
(heterodimer CD94/NKG2) [108,109,111,112]. Kazdy z typéw receptoréw
posiada formy hamujace i aktywujace. Receptory hamujace charakteryzuja sie
obecnoscia jednej lub wiecej cytoplazmatycznej sekwencji ITIM
(ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs), za$ receptory aktywujace
zwiazane sa z sekwencja ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation

motifs) [108].
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1.6.1.1. Komérki NK CD94* (CD3-CD16*CD56*CD94+)

Czasteczka CD94, glikoproteina nalezaca do nadrodziny lektyn, jest
opisywana na wiekszosci komoérek NK i czesci subpopulacji limfocytow T
(glownie Tyd) [113,114]. Na niewielu komoérkach NK czasteczka ta wystepuje
samodzielnie [109], wiadomo jednak réwniez, ze ze wzgledu na brak domeny
cytoplazmatycznej, zdolnos¢ do przekazania sygnatlu zyskuje dopiero
po utworzeniu kompleksu z inng czasteczka z nadrodziny lektyn - NKG2
[115-117] i z tego wigzania (w zaleznosci od izoformy NKG2) wynika
réznorodnosc¢ jej funkcji [111,112,116,118,119]. Kompleksy czasteczki CD94
z NKG2A (dominujacy receptor komérek NK CD94+) [109] hamuja aktywnosc¢
cytotoksyczna komoérek NK, a kompleksy z NKG2C i NKG2E petnia funkcje
aktywujaca [111,120,121]. Utrzymanie odpowiedniego poziomu kompleksow
CD94/NKG2A na powierzchni komoérek NK, podobnie jak innych receptoréw
hamujacych, jest wymagane do supresji stalej stymulacji tych komorek
przez powiazania receptoréw aktywujacych [122,123], co pozwala na regulacje

odpowiedzi immunologicznej [117].

Dotychczas nie ma w literaturze Swiatowej doniesienn dotyczacych
ewentualnej supresji ukladu komoérek NK, oslabienia ich funkcji
cytotoksycznej i zwiekszenia zapadalnosci na infekcje w przypadku
zwiekszonej liczby komoérek NK CD94+/NKG2A*. Brak jest tez
w piSmiennictwie danych dotyczacych ekspresji receptoré6w hamujacych
na komoérkach NK po leczeniu przeciwnowotworowym u dzieci i jej
ewentualnej korelacji z czestoscia i przebiegiem zakazen po zakonczeniu

leczenia.

Wiadomo natomiast, Ze agresywna chemioterapia upos$ledza
aktywnos$¢ komoérek NK znacznie bardziej i na dluzej niz wynikaloby to
z obserwowanej liczby tych komoérek we krwi obwodowej, ktora szybciej
wraca do wartosci prawidlowych [78,87,96,124,125]. Roéwniez stosowanie

energii jonizujacej w leczeniu biataczek i chtoniakéw nieziarniczych wywiera
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dzialanie immunosupresyjne [72], cho¢ wedlug Yamada S. moze nawet
wywolywaé efekt odwrotny w stosunku do komoérek NK - zwieksza¢ ich

aktywnosc [126].

Jakkolwiek wiele jest prac dotyczacych zwiekszonej podatnosci
na nawracajace infekcje wirusowe i bakteryjne chorych z wrodzonym
defektem komoérek NK [127,128] czy tez z wuposledzona ich funkcja
u noworodkéw, zwlaszcza urodzonych przedwczesnie [129] lub os6b
w wieku podeszltym [130], brak jest w literaturze Swiatowej korelacji wynikéw
badan stanu komoérek NK z przebiegiem klinicznym zakazeri po zakonczeniu

intensywnego leczenia przeciwnowotworowego.

1.6.2. Komoérki zerne - neutrofile i monocyty

Zdolnos¢ fagocytarna komorek zernych krwi obwodowej, gléwnie
granulocytéw obojetnochlonnych i monocytéw, odgrywa wazna role
w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej. Wigze sie ona z pochlanianiem
i wewnatrzkomoérkowym zabijaniem réznych patogenéw, zwlaszcza bakterii
i grzybéw, a takze usuwaniem komoérek uszkodzonych, starzejacych sie
i apoptotycznych, a nawet pozostalosci innych nieczynnych czastek, jak
lateksu czy ttuszczu [131]. Fagocyty uczestnicza réwniez w rozwoju reakcji
zapalnej, aktywowane wydzielaja cytokiny, a takze wzmagaja aktywnosc
przeciwnowotworowa ukladu immunologicznego [131,132].

Prawidlowa funkcja fagocytow wspierana jest przez réznorodne
czynniki surowicze, do ktérych nalezag immunoglobuliny, cytokiny, sktadowe
dopelniacza (C3) oraz biatka ostrej fazy - miedzy innymi biatko C-reaktywne
(CRP) [131-135]. Niszczenie wchlonietego patogenu wymaga degranulacji
wewnatrzkomorkowej i uruchomienia mechanizméw tlenowych, zaleznych

od aktywnych zwiazkéw tlenu, i mechanizméw pozatlenowych [131,136].

Uposledzenie fagocytarnej funkcji komoérek zernych znaczaco

wplywa na obrone i walke organizmu z zakazeniami. Niektérzy badacze
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obserwowali uposledzonga zdolnos$¢ pochlaniania bakterii przez neutrofile
jeszcze przed rozpoczeciem leczenia ostrej biataczki [137], inni - zaburzenia
zdolnosci fagocytarnej dotyczace gtéwnie monocytéw i w niewielkim stopniu
granulocytéw obojetnochtonnych w ostrej fazie choroby [138]. Wiekszos¢
autor6w opisuje natomiast wyrazny, negatywny wplyw chemioterapii
na liczbe komorek zernych, a takze na ich zdolno$¢ do pochlaniania
i wewnatrzkomoérkowego zabijania drobnoustrojow [72,80,81,138-141].
Dodatkowo zaburzenia te poglebiane sa przez stosowanie radioterapii

w protokotach leczniczych [72,138,142].

Problem zwiekszonej podatnosci na ciezkie, skapoobjawowe i trudno
poddajace sie leczeniu infekcje u pacjentéw z ciezka neutropenia, czyli liczba
granulocytow obojetnochlonnych obnizong ponizej 0,5 x 10°/L, jest
powszechnie znany [81,139,140,143]. Nie ma natomiast wielu prac
dotyczacych uposledzenia funkcji komoérek zernych po zakonczonym leczeniu
przeciwnowotworowym i jednoznacznych obserwacji ich powrotu do stanu
prawidlowego wraz z korelacja stopnia tych zaburzen z zapadalnoscig

na infekcje u pacjentéw w okresie remisji.

1.6.3. Niespecyficznie supresorowe limfocyty T - CD3+CD8hishCD57+

Limfocyty T cytotoksyczne, o fenotypie CD3*CD8*, biora udzial
w dalszych etapach odpowiedzi immunologicznej - odpowiedzi nabytej.
Charakteryzuja sie zdolnoscia do niszczenia komoérek zainfekowanych
wirusem w  reakcji cytotoksycznej oraz regulacja odpowiedzi
immunologicznej poprzez wydzielanie cytokin. Badania nad fenotypem
limfocytow T CD8* ujawnily istnienie populacji charakteryzujacej sie wysoka
ekspresja czasteczki CD8 i obecnoécig czagsteczki CD57 (CD3+*CD8hishCD57+)
[144]. Komorki te wykazuja niespecyficzne wlasciwosci cytotoksyczne
i immunosupresyjne [144-146], wywieraja hamujacy wplyw na procesy
cytotoksyczne i proliferacje komorek T, a takze proliferacje i réznicowanie

komérek NK i LAK (ang. lymphokine activated killer) [146]. Komorki
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CD3*CD8highCD57+ wydaja sie mie¢ réwniez supresyjny wplyw na limfocyty
B [147]. Wykazano ich zwiekszong liczbe w stanach chorobowych
przebiegajacych z immunosupresja: w przetrwalej i nawracajgcej infekcji
wirusem cytomegalii (CMV) [144,148] czy w infekcji wirusem HIV
(ang. human immunodeficiency virus) [149,150], a takze u pacjentéw z choroba
nowotworowa: rakiem nerki [151], czerniakiem [152], szpiczakiem mnogim
[153] oraz po przeszczepach narzadoéw: nerek [154], serca [155] i szpiku
kostnego [146,150,156]. Mozna przypuszczaé, ze obserwowane w tych stanach
obnizenie odpowiedzi immunologicznej moze by¢ zalezne od zwiekszonej

liczby i aktywnosci limfocytéw CD3*CD8highCD57+.

Zasadne wiec wydaje sie¢ réwniez podjecie badar tej populacji
komoérek u pacjentéw z ostra bialaczka i chloniakiem nieziarniczym
po zakonczonym leczeniu przeciwnowotworowym, gdy istnieje stan
immunosupresji. Dotychczas nie opisywano w literaturze polskiej

ani $wiatowej wynikéw takich badar u podobnych pacjentéw.
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2. CELE PRACY

1. Okres$lenie rodzaju zaburzefi immunologicznych z zakresu odpornosci
nieswoistej po zakoriczeniu agresywnego leczenia
przeciwnowotworowego u dzieci z ostra biataczka i chloniakiem

nieziarniczym.

2. Obserwacja powrotu badanych parametréw do stanu prawidlowego

w okresie leczenia podtrzymujacego remisje i po jego zakonczeniu.

3. Wykazanie czy stan supresji w zakresie odpornosci nieswoistej wplywa
na czestos¢ i rodzaj zakazen u badanych dzieci po zakoriczeniu

intensywnego leczenia przeciwnowotworowego.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Badana populacja

Do badan zakwalifikowano wstepnie 36 dzieci w wieku od 3 do 16 lat
(Srednia wieku 8,33 lat) z ostra biataczka (limfoblastyczna - ALL i szpikowa -
- AML) oraz chloniakiem nieziarniczym (NHL) leczonych w Klinice Pediatrii,
Hematologii, Onkologii i Endokrynologii Akademii Medycznej w Gdansku
(kierownik: prof. dr hab. Anna Balcerska) (Tabela 3.1.1).

Tabela 3.1.1. Liczebnos$¢ pacjentéw w analizowanej grupie podzielonej pod wzgledem
rozpoznania i ptci.

ALL AML NHL b2
Chtopcy 14 0 5 19
Dziewczynki 11 3 3 17
z 25 3 8 36

Do badan kwalifikowano pacjentéw pozostajagcych w remisji choroby
podstawowej ~w  momencie  zakoniczenia  intensywnej  terapii
przeciwnowotworowej. Material do badari pobierano od dzieci podczas
wizyt kontrolnych co 3 miesigce, poczawszy od dnia przypadajacego
po 2 tygodniach od zakoficzenia leczenia intensywnego, a u pacjentow
otrzymujacych leczenie podtrzymujace remisje - od pierwszego dnia terapii.
Sposréd wszystkich pacjentéw, zakwalifikowanych wstepnie do badan,
wykluczono nastepnie troje dzieci ze wzgledu na stwierdzenie u nich
aktywnego procesu nowotworowego w okresie pierwszych 3 miesiecy
po wlaczeniu do projektu (pacjenci nr 5, 17 i 24 z Tabeli 3.1.3). Wynikéw

badarn pochodzacych od tych pacjentéw nie uwzgledniano w dalszej analizie.

Material do badan stanowila krew zylna obwodowa pobierana
do probéwek z heparyna (do oznaczefi cytometrycznych, Phagotestu®

i badania aktywnoéci komoérek NK) - 8 ml.
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Wiekszoé¢ pacjentow miata zalozone cewniki do zyl centralnych (katetery)
i przez nie pobierano krew do badan, pozostali pacjenci wymagali naktucia

zyly obwodowej (przy okazji rutynowych badan kontrolnych).

Schemat przebiegu przeprowadzonych badarn oraz liczebnos¢

pacjentow w poszczegdlnych jego fazach przedstawiono w Tabeli 3.1.2.

Tabela 3.1.2. Liczebno$¢ pacjentéw z analizowanej grupy w poszczegélnych fazach badania.

] Badanie Ponowne pobranie krwi po:
Rozpoznanie "
wstgpne™ 3 mies. 6mies. 9mies. 12 mies. 15 mies. 18 mies. 24 mies.

ALL 23 22 20 17 11 10 8 3
AML 3 3 3 2 2 2 1
NHL 7 7 7 6 4 4 1 1
WSZYSCY 33 32 30 25 17 16 10 5

* z wytqgczeniem pacjentéw zdyskwalifikowanych z projektu
ALL - ostra biataczka limfoblastyczna, AML - ostra biataczka szpikowa, NHL - chtoniak
nieziarniczy

Jak  wynika z  powyzszej tabeli, liczebnos¢  pacjentow
w poszczegoblnych etapach badania byta rézna, co miato zwigzek z krétszym
okresem obserwacji u pacjentow stopniowo dolaczanych do projektu,
rezygnacja z dalszego udzialu w badaniach w trakcie jego trwania
w przypadku kilku pacjentéw, z przerwami w obserwacjach z powodu
niezgloszenia si¢ na badania w wyznaczonym wczedniej terminie,
jak réwniez - w przypadku jednej pacjentki z AML - wylaczeniem z projektu
ze wzgledu na decyzje o przeprowadzeniu autologicznego przeszczepu

szpiku kostnego po 8 miesiacach obserwaciji.

Grupe kontrolng stanowilo 15 zdrowych dzieci, w tym 9 (60%)
dziewczynek, w wieku od 3 do 16 lat (Srednia wieku 9,67 lat) bez objawéw
zaburzeri immunologicznych i bez cech klinicznych ostrej lub przewlektej
infekcji w dniu badania. Podstawa oceny ich stanu zdrowia byt wywiad

lekarski i badanie fizykalne.
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Wszyscy pacjenci i ich opiekunowie prawni (rodzice) zostali
poinformowani o celach i przebiegu badann oraz wyrazili pisemna zgode
na udzial w projekcie (rodzice oraz dzieci powyzej 16. roku zycia). Projekt
badania zostal zaakceptowany przez Niezalezng Komisje Bioetyczng

do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdarsku.

Dane kliniczne zbierane byly przed wilaczeniem chorego do projektu
w dwoéch etapach: podczas wywiadu lekarskiego opartego na specjalnie
do tego celu przygotowanej ankiecie (Zalacznik 1) oraz na podstawie historii
choréb prowadzonych w czasie hospitalizacji pacjentéw w Klinice Pediatrii,
Hematologii, Onkologii i Endokrynologii AMG. Zbierano dane dotyczace
rozpoznania, programu terapeutycznego i czasu trwania zastosowanego
leczenia przeciwnowotworowego, powiklan infekcyjnych oraz istotnych
incydentéw neutropenii, wymagajacej podazy czynnika stymulujacego
tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF; ang. granulocyte colony-stimulating
factor), powodujacych istotne przerwy w terapii, a takze dane oceniajgce
status ~ immunologiczny = chorych  przed rozpoznaniem  choroby
nowotworowej: rodzaj, czestos¢ i przebieg zachorowan infekcyjnych, rodzaje
stosowanych szczepienn ochronnych, wystepowanie alergii oraz wywiad
rodzinny ukierunkowany na zaburzenia immunologiczne. Charakterystyke
kliniczng dzieci z grupy badanej z uwzglednieniem okresu follow-up

po zakoriczeniu projektu przedstawiono w Tabeli 3.1.3.

Wywiad lekarski przeprowadzany kazdorazowo przed pobraniem
krwi do badan ukierunkowany byt w szczegélnosci na zachorowania
infekcyjne (rodzaj, przebieg, wyniki badarn laboratoryjnych) oraz rodzaj

stosowanej terapii w okresie miedzy badaniami.
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Tabela 3.1.3. Charakterystyka kliniczna dzieci z grupy badanej wraz z follow-up (stan na dzien
1.07.2008%).

Grupa RT OUN Przyczyna Czas po
Lp Pacjent Rozpoznanie Schemat leczenia P (dawka  niepowodzenia  zakoriczeniu LP
ryzyka . . &
w Gy) terapii (mies.)
ALL IC BFM
1 C.D. ALL 2002 SR-1 37
2 N.M* NHL-Tcell NB-NHL 93 HR - - 50
ALL IC BFM
* - - -
3 Bl ALL 2002 SR-2 34
ALL IC BFM
4 BA ALL 2002 IR-1 35
ALL IC BFM
; i ) : : i
5 PJ. ALL 2002 IR-1 Miesak Ewinga
6 LM* AML-M3 ANLL-98 SR 24 - 22
7 LN NHL-Bcell B-NHL 93 SR - - 44
8 KA* NHL-Bcell B-NHL 93 SR - - 42
ALL IC BFM
9 KM ALL 2002 IR-1 25
10 O.E* AML-M2 ANLL-98 SR 18 - -
ALL IC BFM
11 DA ALL 2002 SR-1 23
ALL IC BFM
12 KM. ALL 2002 IR-1 43
ALL IC BFM
* _ -
13 UK ALL 2002 HR-2B 12 26
14 LW.* AML-M3 ANLL-98 SR 18 - 15
ALL IC BFM
15 KT. ALL 2002 IR-2 23
16 GW.* ALL SULIG Y HR-2B 12 wznowa -
2002
NHL- wznowa/
+ - - -
17 SK Beell /HD B-NHL BFM 04 HR progresja?
ALL IC BFM
18 N.W. ALL 2002 IR-1 22
ALL IC BFM
19 CA. ALL 2002 HR-2B 22
ALL IC BFM
20 O.A. ALL 2002 SR-1 45
ALL IC BFM
# - - -
21 KK ALL 2002 SR-1 wznowa
22 KG.* NHL-Bcell B-NHL 93 SR - - 47
ALL IC BFM
23 S.B. ALL 2002 SR-1 27
ALL IC BFM
t - - - -
24 B.W. ALL 2002 IR-1 AML-MO
25 SB.t NHL-Bcell B-NHL BFM 04 HR - wznowa -
26 B.K* NHL-Bcell B-NHL BFM 04 SR - - 30
ALL IC BFM
27 AL ALL 2002 SR-1 13
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Grupa RT OUN Przyczyna Czas po
Lp Pacjent Rozpoznanie Schemat leczenia P (dawka  niepowodzenia  zakoriczeniu LP
ryzyka . . &
w Gy) terapii (mies.)
ALL IC BFM
28 LA*X - - -
L.A ALL 2002 SR-1 17
ALL IC BFM
* - - -
29 MK ALL 2002 SR-2 17
ALL IC BFM
# - - -
30 C.W. ALL 2002 IR-1 wznowa
ALL IC BFM
f - - -
31 KB. ALL 2002 IR-1 wznowa
ALL IC BFM
* - -
32 M. ALL 2002 SR-1 18 11
ALL IC BFM
* - - -
33 M.M. ALL 2002 IR-2 15
ALL IC BFM
* - - -
34 SR ALL 2002 IR-2 3

zgon w przebiegu
35 LM.t NHL-Tcell EURO LB 02 SR - ospy wietrznej -
w trakcie LP
ALL IC BFM

36 M.K.* ALL 2002 IR-1 18 = w trakcie

*- pacjenci pozostajqcy pod opiekq Poradni Hematologicznej Dzieciecej przy Samodzielnym
Publicznym Szpitalu Klinicznym Nr1 w Gdarisku;

#. pacjenci w trakcie leczenia wznowy choroby podstawowej w Klinice Pediatrii, Hematologii,
Onkologii i Endokrynologii AMG lub w osrodkach zagranicznych;

1 - pacjenci zmarli

** -pacjentka poddana autologicznemu przeszczepowi szpiku kostnego 8 miesiecy po zakoriczeniu
intensywnego leczenia

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna (B-komdérkowa); AML-M0, AML-M2, AML-M3 - ostra biataczka
szpikowa (klasyfikacja FAB w Tabeli 1.1.1.2); NHL-Tcell/Bcell - chtoniak nieziarniczy
T-/B-komorkowy; HD -ziarnica ztosliwa

RT OUN - radioterapia osrodkowego uktadu nerwowego; HR (high risk) - grupa wysokiego ryzyka;
SR (standard risk) - grupa niskiego ryzyka; IR (intermediate risk) - grupa posredniego ryzyka

& - stan na dzien 1.07.2008

W leczeniu pacjentow stosowano rézne schematy terapeutyczne
w zaleznosci od rozpoznania oraz wieku dziecka i stopnia zaawansowania
klinicznego choroby.

Wszystkie dzieci z ostrg bialaczka limfoblastyczng byly leczone
wedlug programu ALL IC BFM 2002 (Zalacznik 2), w tym 12 z nich
zakwalifikowano do grupy standardowego ryzyka (SKR), 10 - do grupy
poséredniego ryzyka (IR), a troje otrzymalo terapie dla grupy wysokiego
ryzyka (HR). Pacjentki z ostra biataczka szpikowq otrzymaty chemioterapie
wedlug protokotu ANLL-98 (Zalacznik 3), dwie z nich, z ostra bialaczka
promielocytowa (APL, AML-M3), przyjmowaly dodatkowo kwas
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transretinowy w schemacie leczenia intensywnego i podtrzymujacego remisje.
Kryteria kwalifikacji do poszczegélnych grup ryzyka w ostrej bialaczce
limfoblastycznej na podstawie wczesnej odpowiedzi na leczenie
przedstawiono w Tabeli 1.1.2.1 w Rozdziale 1.1.2. Stratyfikacje dzieci z ostrg
biataczka szpikowq ujeto w programie leczenia (Zatacznik 3) i przedstawiono
w Tabeli 1.1.3.1.

Wieksze zréznicowanie stosowanej terapii bylo wsréd pacjentéw
z chloniakiem nieziarniczym: troje pacjentow z NHL B-komérkowym leczono
wedlug programu B-NHL 93 (grupa B) i troje - B-NHL BFM 04 (grupy R21i R3
oraz grupa dla chloniakéw B-komoérkowych o lokalizacji pierwotnie
srodpiersiowej [med-B-NHL]). Sposréd pacjentow z NHL T-komérkowym
jeden byl leczony protokotem NB-NHL 93, a drugi - EURO LB 02
Stratyfikacje dzieci z NHL B-komérkowym przedstawiono w Rozdziale 1.2.1.
w Tabeli 1.2.1.4.

3.2. Materialy

3.2.1. Odczynniki

2-merkaptoetanol (2-ME) (POH, Warszawa)
alkohol etylowy absolutny (POCh, Polska)
plodowa surowica cieleca (FCS) (Gibco BRL, USA)
EDTA (Sigma, USA)

Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia, Szwecja)
L-glutamina (POH, Warszawa)

penicylina (Polpharma, Starogard Gdariski)
pirogronian sodowy (POH, Warszawa)

RPMI 1640 (BioMed, Polska)

streptomycyna (Polpharma, Starogard Gdarnski)
Uropolina (POCh, Polska)

TRITON X- 100 (Sigma, Niemcy)

woda redestylowana wolna od nukleaz (Promega Corp., USA)
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3.2.2. Bufory i roztwory

Bufor PBS bez Ca?*i Mg?* do barwieni cytometrycznych

NaCl 8,59¢g
NaHPO4 1,25¢
NaN3 0,98¢g
EDTA (dwusodowy) 3,7g
Woda redestylowana 1000ml

Ustali¢ pH 7,4, autoklawowa¢, przechowywac w 4°C w ciemno$ci

Mieszanina Ficoll/Uropolina, gestos¢ 1,007g/cm3

24 czesci 9% w /v Ficoll
10 czesci 33,9% w/v Uropolina

Roztwory do lizowania i utrwalania petnej krwi do barwieni cytometrycznych
antygenéw powierzchniowych:

Roztwor A - lizujacy (600p1/50p1 krwi)

Kwas mréowkowy 0,6ml
Woda destylowana do 500ml

Roztwér B - stabilizujacy btony komoérkowe leukocytéw (240pl/50pl krwi)

Weglan sodu 1,5¢g
Chlorek sodu 3,63¢g
Siarczan sodu 7,83¢g
Woda destylowana 250ml

Roztwor C - utrwalajacy komorki (100pl/50p1 krwi)

Paraformaldehyd 1g
Woda destylowana 100ml

3.2.3. Materialy jednorazowego uzytku

Butelki do hodowli komérkowych (NUNC, Dania)
Koncéwki do pipet (Medlab, Polska)
Pipety jednorazowe typu balonik (pasterowskie) (Sigma, USA)
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Ptytki 24-dotkowe (NUNC, Dania; Medlab, Polska)

Ptytki 96-dotkowe okraglodenne (NUNC, Dania; Medlab, Polska)
Ptytki 96-dotkowe plaskodenne (NUNC, Dania; Medlab, Polska)
Probéwki do cytometru (Medlab, Polska; Falcon, USA)

Probéwki typu Eppendorf 1,5ml (Medlab, Polska)

Szalki do hodowli (Petriego) (NUNC, Dania)

3.2.4. Przeciwciala monoklonalne

CD3 ECD, klon HIT3a, mysie IgGaa, x (Beckman Coulter, USA)

CD8 PE, klon RPA-T8, mysie IgG1, x (BD Pharmingen, USA)

CD16 PE, klon 3G8, mysie IgGi, x (BD Pharmingen, USA)

CD56 PE-Cy5, klon B159, mysie IgGi, x (BD Pharmingen, USA)

CD57 FITC, klon NK-1, mysie IgM, x (BD Pharmingen, USA)

CD9%4 FITC, klon HP-3D9, mysie IgG1, x (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotopowa FITC, klon MOPC-21, mysie IgGi, x (BD Pharmingen,

USA)

Kontrola izotopowa PE, klon MOPC-21, mysie IgGi, x (BD Pharmingen,
USA)

Kontrola izotopowa PE-Cy5, klon MOPC-21, mysie IgGi, x (BD
Pharmingen, USA)

Kontrola izotopowa ECD, klon 679,1Mc7, mysie IgGi (Immunotech,
Beckman Coulter, Francja)

3.2.5. Podloza hodowlane

Podtoze do hodowli PBMC:
RPMI 1640 z 5% FCS, L-glutaming, pirogronianem sodowym
Podtoze do hodowli komorek linii K562:
RPMI 1640 z 3% FCS, 20pM 2-merkaptoetanolu (2-ME), L-glutamina,

pirogronianem sodowym, penicyling, streptomycyna
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3.2.6. Linie komoérkowe

K562 - linia ciggla komoérek ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej (Instytut

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw)

3.2.7. Aparatura

aparat do pomiaru absorbancji Labsystem Multiscan MCC/340
cytometr przeptywowy Epics XL (Coulter, USA)

cytometr przeptywowy LSRII (BD, USA)

inkubator z regulowanym przeplywem CO; (Heraeus, Niemcy)
komora laminarna (Heraeus, Niemcy)

taZznia wodna (GFL, Niemcy)

mieszadetko magnetyczne (IKA, Niemcy)

mikroskop $wietlny Studer

pH-metr uniwersalny ® 32 (Becman, USA)

pipety (Medlab, Polska; Buch&Holm, Niemcy) o zakresach: 0,5-10 pl;
2-20 pl; 10-100 pl; 50-200 pl; 100-1000 pl

urzadzenie do lizy i utrwalania komoérek Qprep Epics Immunology
Workstation (Coulter, USA)

votrex (IKA, Niemcy)

waga elektroniczna (Rad-Wag, Polska)

wiréwka 3K15 (Sigma, USA)

wytrzasarka (VEB MLW typ 5411, Niemcy)
zamrazarka -80°C Polar 550H (AS Biomedica, Wtochy)

3.2.8. Programy komputerowe

BD Cytometric Bead Array Software (BD, USA) - analiza danych CBA

FacsDiva (BD, USA) - system zarzadzajacy cytometrem przeplywowym
LSRII (BD, USA)

STATISTICA wersja 7.1 (StatSoft Inc., USA) - analiza statystyczna wynikow
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System II 3.0 (Coulter, USA) - system zarzadzajacy cytometrem
przeptywowym Epics XL (Coulter, USA)

WinMDI 2.8 - analiza wynikéw badan cytometrycznych, program
stworzony przez Josepha Trottera, dostepny pod adresem:
http:/ /facs.scripps.edu/software.html

3.3. Metodyka badan

3.3.1. Izolacja jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC)

Jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (PBMC; ang. peripheral blood
mononuclear cells) uzyskiwano droga wirowania pelnej krwi obwodowej
w gradiencie stezeri mieszaniny Ficollu i Uropoliny o gestosci 1,077 g/ml.
Krew obwodowga pobrang do sterylnych probéwek z heparyna sodowa (8 ml)
rozciennczano w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) w stosunku
1:1 i nawarstwiano na mieszanine Ficollu i Uropoliny. Probéwki wirowano
przez 15 minut przy predkosci 2500 obrotéw/min., a nastepnie za pomoca
pipety pasterowskiej delikatnie $ciaggano interfaze zawierajaca obloczek
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (PBMC). Uzyskane komorki
dwukrotnie ptukano w PBS, a nastepnie zawieszano w pozywce RPMI 1640

z dodatkiem 5% plodowej surowicy cielecej (FCS).

3.3.2. Izolacja limfocytéw krwi obwodowej (PBL)

W  celu wyizolowania limfocytow krwi obwodowej (PBL;
ang. peripheral blood lymphocytes) PBMC zawieszone w pozywce RPMI 1640
z dodatkiem 5% FCS inkubowano na plastikowej szalce Petriego
przez 30 minut w temperaturze 37°C z ciaglym przeptywem 5% COa.
Po inkubacji zbierano komorki nieprzylegajace do plastiku (PBL)

i wykonywano test aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK.
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3.3.3. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej komérek NK

Aktywnosé¢ cytotoksyczng komoérek NK oznaczano za pomocy
zestawu Cytotoxicity Detection Kit (LDH)® (Roche, Niemcy) z uzyciem
komorek biataczkowych linii K562 jako komérek docelowych.

Na 96-dotkowej okraglodennej ptytce zakladano nastepujace proby:

1/ préby spontaniczne - zawierajagce 2x105 komoérek K562

zawieszonych w 200 pl RPMI 1640 - proby zalozone w 3 powtérzeniach;
2/ proby maksymalne - =zawierajace 2x10° komorek K562
zawieszonych w 100 pl RPMI 1640 z dodatkiem 100 pl TRITONu X-100 -

proby zalozone w 3 powtérzeniach;

3/ proby badane - zawierajace 2x10* komoérek NK i 2x10° komorek

K562 zawieszonych w 200 pl RPMI 1640 - proby zatozone w 6 powtérzeniach
dla kazdego pacjenta.

Przygotowane w taki sposob testy inkubowano przez 4 godziny
w temperaturze 37°C z cigglym przeplywem 5% CO.. Po inkubacji préby
wirowano przez 10 minut przy predkosci 1200 obrotéw/min., a nastepnie
z kazdego dolka delikatnie zbierano po 100 pl nadsaczu i przenoszono
do dotkéw 96-dotkowej plytki ptaskodennej. Do kazdego dotka, zgodnie
z instrukcja zestawu Cytotoxicity Detection Kit, dodawano po 100 pl
mieszaniny reaktywnej (Reaction mixture), a nastepnie préby inkubowano
do 30 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatla. Absorbancje
préb mierzono przy dlugosci fali 492 nm w aparacie Labsystem Multiscan
MCC/340.

Do obliczenia procentu cytotoksycznosci stosowano nastepujacy wzor:

Ex - Sp
% cytotoksycznosci = —  x 100
MR - Sp
gdzie: Ex - absorbancja préby badanej (Experimental)
Sp - absorbancja préby spontanicznej (Spontaneous Release)
MR - absorbancja proby maksymalnej (Maximum Release)
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3.3.4. Oznaczanie aktywnosci fagocytarnej komorek zernych

Aktywnosé¢ fagocytarna komorek zernych krwi obwodowej
oznaczano za pomoca zestawu Phagotest® (ORPEGEN Pharma, Niemcy).
Test pozwala na iloSciowe okreslenie fagocytozy leukocytow i monocytéow
w pelnej krwi pobranej na heparyne poprzez pomiar stopnia pochloniecia
oznakowanych fluorochromem (FITC) bakterii Escherichia coli. Test pozwala
na oznaczenie zdolnosci fagocytozy zaréwno calej populacji komoérek
tagocytujacych, jak i oznaczenie ich aktywnosci jednostkowej poprzez pomiar

liczby pochtonietych bakterii na jedng komoérke.

Wukonanie testu:

Heparynizowana krew pelna przed wykonaniem testu zostala
schlodzona do temperatury 0°C, a nastepnie dokladnie wymieszana.
Do 2 probéwek cytometrycznych dodano po 100 pl schtodzonej krwi,
a nastepnie probki poddano inkubacji w temperaturze lodu przez 10 minut.
Po inkubacji do kazdej z probek dodano po 20 pl ochtodzonej do temperatury
0°C i wymieszanej zawiesiny bakterii E. coli. Wszystkie probki zostaly
ponownie wymieszane. Probke kontrolng (kontrola negatywna)
pozostawiono w lodzie, a probke badana inkubowano przez 10 minut w tazni
wodnej o temperaturze 37°C. Dokladnie po 10 minutach inkubacji prébke
badang przeniesiono do lodu i do kazdej z probek dodano po 100 pl
uprzednio schltodzonego roztworu hamujacego reakcje (QUENCHING
SOLUTION), po czym proébki ponownie wymieszano. Po 2 minutach
do kazdej probki dodano po 3 ml roztworu pluczacego (WASHING
SOLUTION), wymieszano i wirowano przez 5 minut z predkoscia 250xg
w temperaturze 4°C. Nastepnie oddzielono supernatant od pozostalej na dnie
probéwek zawiesiny komorkowej. Czynno$¢ plukania i wirowania
powtoérzono. Po oddzieleniu supernatantu do kazdej z préobowek dodano
po 2 ml roztworu lizujacego (LYSING SOLUTION) o temperaturze pokojowej,
probki wymieszano i poddano 20-minutowej inkubacji w temperaturze

pokojowej bez dostepu Swiatla. Po zakoriczeniu inkubacji prébki wirowano

47



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska MATERIAL I METODY

przez 5 minut z predkodcia 250xg w temperaturze 4°C, a nastepnie,
po usunieciu supernatantu, ptukano przy uzyciu 3ml roztworu pluczacego
(WASHING SOLUTION) i ponownie wirowano. Po oddzieleniu
supernatantu do osadu krwinek dodano po 200 pl roztworu barwigcego DNA
(DNA STAINING SOLUTION) w celu wybarwienia badanych komorek.
Probki inkubowano przez 10 minut w temperaturze lodu bez dostepu $wiatla.
Po zakonczeniu inkubacji badane probki analizowano w cytometrze

przeptywowym.

Analiza cytometryczna:

Komérki wprowadzano do cytometru przeptywowego COULTER®
EPICS® XL, rejestrujagc 30.000 leukocytéw na probke. Bramke ustawiono
w postaci histogramu, ktéry zawieral zaleznos¢ zdarzen (events), czyli liczby
komorek, od parametru FL2 mierzonego przez odpowiedni detektor.

Na podstawie cytogramu FSS/SS ustawiono bramke granulocytarna
i monocytarna [FSS, ang. forward scatter; rozproszenie czolowe (odbicie)
Swiatla lasera odpowiadajace wielkosci komorki; SS, ang. side scatter;
rozproszenie boczne (ugiecie) Swiatla lasera odpowiadajace ziarnistosci
komorki].

Oprécz parametréw opisujacych rozproszenie S$wiatlta okreslono
rowniez intensywnos¢ fluorescencji w celu przedstawienia odsetka komorek
fagocytujacych i liczby pochlonietych przez nie bakterii. W tym celu
ustawiono bramki, na ktérych uwidoczniono liniowa zaleznoé¢ parametru SS
od logarytmicznej zaleznosci parametru FL1, stanowigce o intensywnosci
fluorescencji - marker dla FL1 (ustawiony w pozycji okreslajacej mniej niz 1%
pozytywnych zdarzeh w probce kontrolnej) wskazywal odsetek
tagocytujacych komoérek w prébce badanej, natomiast Srednia fluorescencja
korelowata z liczba bakterii sfagocytowana przez pojedyncza komoérke zerna.

Wyniki analizowano nastepnie przy uzyciu programu WinMDI 2.8.
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3.3.5. Oznaczenia cytometryczne - analiza ekspresji antygenéw
powierzchniowych

Oznaczenia cytometryczne antygendw zewnatrzkomoérkowych
wykonano przy uzyciu cytometru przeptywowego Epics XL (Coulter),
Barwienie wykonywano w ciagu godziny od pobrania krwi.
Do probéwek cytometrycznych rozdzielano po 50 pl pelnej krwi, nastepnie
do kazdej z nich dodawano po 100 pl rozcieficzerh odpowiednich przeciwciat
zawieszonych w PBS z 1% FCS przygotowanych tuz przed barwieniem.
Probki inkubowano przez 30 minut w ciemnosci w temperaturze 4°C,
delikatnie wstrzasajac. Po inkubacji w probkach lizowano erytrocyty
i utrwalano komoérki za pomoca roztworow A, B i C [Rozdzial 3.2.2.]
przy uzyciu urzadzenia do lizy i utrwalania komérek Qprep Epics
Immunology Workstation (Coulter, USA). Tak przygotowane probki
analizowano w cytometrze przeplywowym Epics XL (Coulter, USA),
a uzyskane wyniki analizowano za pomoca programu WinMDI 2.8.

W  celu okredlenia  specyficznoSci  wigzania  przeciwcial
monoklonalnych uzytych do barwien antygenéw powierzchniowych
stosowano kontrole izotopowe polaczone z takimi samymi barwnikami.
Korekcje nakladajacych sie widm fluorescencji barwnikéw uzyskano,
przeprowadzajac przed rozpoczeciem analiz kompensacje nakladajacych sie
widm, stosujac odpowiednie pojedyncze i podwojne barwienia (swoiste
przeciwcialo z jednym fluorochromem i kontrola izotopowa z innym).

Regiony do analizy wybierano na podstawie obrazu FSS
[ang. forward scatter; rozproszenie czolowe (odbicie) $wiatla lasera
odpowiadajace wielkosci komorki] i SS [ang. side scatter; rozproszenie boczne
(ugiecie) $wiatta lasera odpowiadajace ziarnistosci komorki]. Bramkowano
populacje limfocytéw, a kolejne bramkowania subpopulacji wykonywano
na podstawie analizy fluorescencji odpowiednich fluorochroméw zwigzanych
z zastosowanymi przeciwciatami.

[Doktadne bramkowania poszczegolnych subpopulacji  komorek przedstawiono
w Rozdziale Wyniki przy odpowiednich analizach.]
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3.4. Metody statystyczne

Analiza statystyczna danych zostala przeprowadzona za pomoca
programu STATISTICA v. 7.1 (Statsoft, Inc.). Zgodnos¢ rozkladu zmiennych
ilosciowych z rozkladem normalnym badano testem W Shapiro-Wilka.
Ze wzgledu na to, iz zmierzone zmienne nie spetnialy zalozenia normalnoéci
rozkladu, w testowaniu hipotez statystycznych postuzono sie testami
nieparametrycznymi. Analizujgc cechy ilosciowe, do poréwnania dwoéch
préob  zmiennych niezaleznych stosowano test U Manna-Whitneya,
za§ do poréwnania dwoch préb zmiennych zaleznych (zmiennych
z powtarzalnymi pomiarami) - test kolejnosci par Wilcoxona. Ocene korelacji
miedzy dwoma zmiennymi iloSciowymi przeprowadzono testem

R Spearmana.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw intensywnego leczenia przeciwnowotworowego na parametry
morfologii krwi obwodowej

Ocene stopnia mielo- i immunosupresji po zakonczeniu intensywnej
chemioterapii oszacowano na podstawie poréwnania parametréw morfologii
krwi obwodowej badanych pacjentéw 2 tygodnie po ostatniej dawce

cytostatyku z warto$ciami obserwowanymi u dzieci z grupy kontrolnej.

Ze wzgledu na podobienstwo miedzy pacjentami z ALL i AML
oraz réznice miedzy pacjentami z ostra bialaczka i NHL, wynikajace z punktu
wyjécia choroby nowotworowej (uklad krwiotwoérczy/uklad chlonny),
w analizach zastosowano podzial badanych dzieci na 2 grupy: grupe
pacjentéw z ostra bialaczka (ALL i AML) oraz grupe z chloniakiem

nieziarniczym (NHL).

Wyniki analizy parametrow morfologii krwi obwodowej pacjentéw

przedstawia Tabela 4.1.1.

Poréwnanie obu grup dzieci chorych z grupa kontrolna wykazato,
iz dzieci chore nie réznily sie istotnie statystycznie wiekiem od dzieci
zdrowych. Takze udzial dzieci w wieku powyzej i ponizej 7. roku zycia byt
nieznamienny w analizowanych grupach.

Intensywne leczenie przeciwnowotworowe trwalo znamiennie dluzej
w grupie pacjentéw z ostra biataczka w poréwnaniu do grupy dzieci z NHL

(p=0,006).
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Tabela 4.1.1. Poréwnanie parametrow morfologii krwi obwodowej dzieci z ostrg biataczka

i z chtoniakiem nieziarniczym 2 tygodnie po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego z wartosciami dzieci zdrowych.
Grupa Pacjenci Pacjenci
kontrolna z ostra biataczka P z NHL P
n=15 n=26 n=7
Wiek (lata) 10 (3-16) 5 (4-10) 0,15 12 (8-13,5) 0,57
Dzieci
powyze] 9 (60%) 11 (42,3%) 0,61 6 (87,5%) 0,25
7.roku zycia
(n,%)
Dtugo$¢ leczenia
intensywnego - 8,0 (7-11) - 3,5(3-7) -
(miesiagce)
Hemoglobina 12,6 10,4 0,000003 11,1 0,002
(g/dl) (11,5-13,7) (10,1-11,4) ’ (10,4-11,8) ’
Hematokryt 36,7 31,7 3 33,9
(%) (35,2-41,2) (29,7-33,8) 2099034 (314353 0,004
Krwinki
czerwone (T/1) 3 ) 3,4(3,2-3,6) 0,000002 3,9(3,6-4,3) 0,002
Plytki krwi 284,45 276,0 0.90 264,9 066
(G/) (268,5-306,9) (208,0-345,7) ' (187,7-315,5) ’
Krwinki biate 6500 3670 4130
0,000007 0,062
(kom/pl) (5650-6820) (2400-4600) (2500-6710)
Neutrocyty 2900 1180 0,004 2402 078
(kom/pl) (1718-3510) (910-1787) (1490-4898)
l(\IOZ‘)‘EOCyty 42 (34-53) 38,5 (27-45) 0,68 60 (52-66) 0,011
Limfocyty 3061 1451 939
(kom/ul) (2080-3590) (836-2040) 0,00005 (785-1340) 0,001
Limfocyty (%)* 48 (39-56) 43,5 (36-52) 0,29 22 (16-31) 0,002
Monocyty ) ) .
(kom/l) 460 (292-510) 525 (348-730) 0,26 553 (410-557) 0,25
Monocyty (%)* 7 (6-8) 15 (13-20) 0,00005 12 (10-13) 0,010
Eozynofile
135 (86-252 - .
(kom/ul) ( ) 32 (23-60) 0,00001 134 (30-201) 0,48
Eozynofile (%)* 2 (1-4) 1(1-2) 0,002 3 (1-4) 0,89
Bazofile
0 (0-40 . .
(kom /) (0-40) 10 (0-36) 0,97 10 (0-34) 0,75
Bazofile (%)* 0 (0-1) 1(0-1) 0,61 1(0-1) 0,51

*odsetek komorek wsrdd krwinek biatych; NHL- chtoniak nieziarniczy
Dane przedstawione jako mediana i

Analizy przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

rozstep miedzy dolnym

i gornym kwartylem.
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Poréwnanie dzieci z obu grup badanych z grupa kontrolna ujawnito
stan mielosupresji utrzymujacy sie po dwoéch tygodniach od zakoriczenia
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego w postaci znamiennie
nizszych wartosci hemoglobiny, hematokrytu i liczby krwinek czerwonych
w stosunku do wartosci dzieci zdrowych (Tabela 4.1.1).

Ponadto pacjenci z ostra bialaczka mieli istotnie statystycznie nizsza
bezwzgledna liczbe leukocytéw, a wsrdéd nich limfocytéw, granulocytow
obojetnochtonnych i kwasochlonnych w poréwnaniu do dzieci z grupy
kontrolnej. Dzieci z chloniakiem nieziarniczym mialy natomiast tendencje
do nizszych wartosci leukocytow (p=0,062), za$ istotnie obnizone jedynie
bezwzgledna liczbe i odsetek limfocytéw (odpowiednio p=0,001 i p=0,002).
Odsetek neutrofili byt u tych dzieci znamiennie wyzszy niz w grupie

kontrolnej.

Zaobserwowano réwniez, iz pacjenci z obu badanych grup
po zakoriczeniu intensywnego leczenia mieli znacznie podwyzszony odsetek

monocytéw w poréwnaniu do dzieci zdrowych.

Co ciekawe, mimo zaburzen ilosciowych w ukladzie czerwono-
i  bialokrwinkowym, obserwowanych po zakonczonym leczeniu
przeciwnowotworowym, maloptytkowos¢ stwierdzono tylko u pieciu
pacjentow: u czworga dzieci z ostra bialaczka - matoplytkowos¢ nieznacznego
stopnia (PLT >100000/pl) i gleboka trombocytopenie u jednego pacjenta
z T-NHL (PLT =25900/pl). U pozostatych dzieci liczba plytek krwi byta

w zakresie wartosci prawidlowych.
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4.1.1. Wplyw wieku na rozmaz ukladu bialokrwinkowego

Wraz z rozwojem we krwi dziecka zachodza zmiany we wzajemnej
proporgji liczby i odsetka neutrofili i limfocytéw - u dzieci mlodszych
w rozmazie bialokrwinkowym przewazaja limfocyty, a w wieku péZniejszym
- granulocyty obojetnochtonne.  Granica wieku, w ktérym nastepuje
~skrzyzowanie” tych wartosci nie jest stala, ale przyjmuje sie, ze przypada
okoto 6-7. roku zycia [157].

Dane z Tabeli 4.1.1.1 wskazuja, iz dzieci z grupy kontrolnej
powyzej 7. roku zycia maja przewage granulocytéw obojetnochlonnych,

a dzieci mlodsze - limfocytow.

Tabela 4.1.1.1. Poréwnanie sktadu odsetkowego i ilosciowego komédrek uktadu
biatokrwinkowego krwi obwodowej w grupie badanej bezposrednio po zakoriczeniu
intensywnego leczenia i w grupie kontrolnej w zaleznosci od wieku.

Grupa kontrolna

<7r.i. >7r.i. P

Liczba dzieci (n) 6 9 -
Krwinki biate (kom/ul) 6625 6300 0.67

(5370-6980) (5650-6820) '
Neutrocyty (kom/pl) 2289 3510 0.045

(1553-2900) (1950-3800) ’
Neutrocyty (%)* 33 (23-42) 53 (41-61) 0,018
Limfocyty (kom/ul) 3590 2080 0.010

(3315-4455) (1863-2850) ’
Limfocyty (%)* 57 (51-66) 39 (34-46) 0,005

* odsetek krwinek biatych
Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

Dlatego kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie analizy skladu
odsetkowego  krwinek bialtych krwi obwodowej dzieci chorych
po  zakoriczonym  leczeniu  przeciwnowotworowym, podzielonych
na podgrupy ponizej i powyzej 7. roku zycia i poréwnanie tych wartosci
z wartosciami w analogicznych podgrupach dzieci zdrowych. Wsréd dzieci
z chloniakiem nieziarniczym byl tylko jeden pacjent w wieku ponizej 7. roku

zycia, w zwiazku z czym w grupie tej przeprowadzono tylko poréwnanie
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dzieci powyzej 7. roku zycia (87,5% pacjentow tej grupy - Tabela 4.1.1)
z dzie¢mi zdrowymi w podobnym wieku.

Ze wzgledu na znaczne obnizenie catkowitej bezwzglednej liczby
leukocytow u dzieci chorych, za najistotniejsze w tej analizie uznano dane
dotyczace skladu odsetkowego limfocytéw i neutrocytéw wsréd krwinek
biatych, a nie ich bezwzgledna liczbe. Wyniki analiz przedstawiono

w Tabeli 4.1.1.2.

Tabela 4.1.1.2. Pordwnanie skfadu odsetkowego i ilosciowego granulocytow
obojetnochtonnych i limfocytow krwi obwodowej dzieci zdrowych i dzieci z ostrg biataczka
(A) oraz dzieci z NHL (B) 2 tygodnie po zakornczeniu intensywnego leczenia w zaleznosci

od wieku.
Dzieci< 7 r.2. Dzieci > 7 r.2.
A Grupa Pacjenci p Grupa Pacjenci
kontrolna  z ostrg biataczka kontrolna  z ostrg biataczka
Liczba dzieci (n) 6 16 - 9 10 -
Krwinki biate 6625 3720 6300 3510
0,0009
(kom/pul) (5370-6980) (2445-4590) (5650-6820) (2090-4940) 0,008
Neutrocyty 2289 1092 0,065 3510 1328 0,004
(kom/pul) (1553-2900) (838-1434) (1950-3800)  (910-1790)
Neutrocyty (%)*  33(23-42) 31(26-44) 0,79 | 53 (41-61) 41 (33-47) 0,18
Limfocyty 3590 1477 2080 887
0,0004
(kom/pl) (3315-4455)  (973-2241) (1863-2850)  (761-2040) 0°1
Limfocyty (%)* 57 (51-66) 47 (39-56) 0,046 | 39 (34-46) 39 (34-45) 0,81
B Dzieci > 7 r.z.
Grupa kontrolna Pacjenci z NHL p
Liczba dzieci (n) 9 6 -
Krwinki biate 6300 (5650-6820) 3775 (2500-6710) 0,19
(kom/ul)
Neutrocyty ) i
(kom/pul) 3510 (1950-3800) 2228 (1490-4898) 0,56
Neutrocyty (%)* 53 (41-61) 62 (53-66) 0,10
Limfocyty
(kom /yl) 2080 (1863-2850) 884 (785-1060) 0,015
Limfocyty (%)* 39 (34-46) 21 (16-31) 0,022

*odsetek krwinek biatych; NHL- chtoniak nieziarniczy
Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.

Podzial pacjentéw z ostra bialaczka na podgrupy wiekowe wykazat

istnienie przewagi odsetkowej limfocytéw nad neutrocytami u dzieci
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mlodszych, jednakze réznica ta nie byta tak wyrazna, jak w przypadku dzieci
zdrowych ze wzgledu na znamienne obnizenie odsetka limfocytéw u dzieci
z ostra biataczka. U starszych dzieci z tej grupy nie wykazano réznic
odsetkowych miedzy limfocytami i neutrocytami. Natomiast u dzieci
z NHL ujawniono przewage odsetka granulocytéw obojetnochtonnych
w rozmazie leukocytéw krwi obwodowej, charakterystyczna dla dzieci
starszych i dorostych. Jednoczes$nie u pacjentéw z NHL wykazano limfopenie
zarowno w zakresie bezwzglednej liczby, jak i odsetka tych komorek

w poréwnaniu do dzieci zdrowych w podobnym wieku.

Brak  jednoznacznego  wystepowania  roznic  odsetkowych  rozmazu
biatokrwinkowego u badanych dzieci w zaleznosci od wieku moze wynikac
z nierownomiernej odbudowy tego uktadu po zastosowanym leczeniu. W zwigzku
z tq obserwacjq odstgpiono od oceny zaleznosci parametrow immunologicznych

od wieku w dalszych analizach.

4.1.2. Badanie wplywu przynaleznosci do grupy ryzyka na sklad
ilosciowy ukladu bialokrwinkowego po zakonczeniu leczenia
u pacjentow z ALL

Jak przedstawiono we Wstepie (Rozdziaty 1.1.2, 1.1.3 i 1.2.2), w ostrej
biataczce i chloniaku nieziarniczym leczenie dobierane jest odpowiednio
do grupy ryzyka, ze wzgledu na wystepowanie u pacjentow w momencie
rozpoznania réznych czynnikéw ryzyka i réznic w stopniu zaawansowania
choroby, a takze zréznicowanej odpowiedzi na leczenie indukujace remisje.
Chemioterapia w tak dobranych grupach rézni sie czestotliwoscia podawania
i wielkoscia dawek stosowanych cytostatykow oraz dlugoscia czasu trwania
terapii i w zwiazku z tym moze mie¢ réwniez odmienny wplyw na uklad
immunologiczny pacjentéw.

Analize wplywu przynaleznosci do grupy ryzyka na sklad ilosciowy
ukladu bialokrwinkowego po zakonczeniu intensywnego leczenia

przeprowadzono u dzieci z ostra bialaczka limfoblastyczna ze wzgledu
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na wieksza liczebnos¢ catej grupy i poszczegélnych grup ryzyka
w poréwnaniu do grup pacjentow z AML i NHL. Poréwnania wynikow
w grupach ryzyka posredniego (IR) i wysokiego (HR) w stosunku do wartosci
z grupy niskiego ryzyka (SR) wykonano testem U Manna-Whitneya.
Wyniki tej analizy przedstawiono w Tabeli 4.1.2.1.

Tabela 4.1.2.1. Poréwnanie sktadu odsetkowego i ilosciowego komédrek uktadu
biatokrwinkowego krwi obwodowej u pacjentéw z ALL po zakorczeniu intensywnego leczenia
w kontekscie grupy ryzyka.

SR IR ph HR pA
Liczba pacjentéw (n) 10 10 - 3 -
Wiek (lata) 4,25 (3,5-5) 9,5(4,5-11,5) 0,015 4,5 (3-6) 0,92
Dlugos¢leczenia 7,5(7-9,5)  9,25(7,5-11) 024 11,25 (11-11,5) 0,13
intensywnego (miesigce)
Krwinki biate (kom/ul) 4540 3585 072 3850 084
(2320-5070)  (2400-4600) ’ (3810-3890) ’
Neutrocyty (kom/ul) 1114 1102 083 2395 011
(759-1790) (910-1432) ’ (1550-3240) ’
Neutrocyty (%)* 33 (26-45) 31 (27-41) 0,94 62 (41-83) 0,16
Limfocyty (kom/ul) 1501 1810 088 915 023
(900-2611) (870-2470) ’ (380-1450) ’
Limfocyty (%)* 46 (38-54) 48 (40-55) 0,83 24(10-38) 0,09
Monocyty (kom/ul) 590 580 083 460 069
(334-1510) (480-760) ’ (190-730) ’
Monocyty (%)* 14 (12-28) 17 (14-20) 0,94 12 (5-19) 0,42

*odsetek krwinek biatych; “poréwnanie grupy IR i HR z grupa SR

SR- grupa niskiego ryzyka; IR- grupa posredniego ryzyka; HR- grupa wysokiego ryzyka;
Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

Jak pokazano w powyzszej tabeli, u pacjentow z ALL nalezacych
do réznych grup ryzyka nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
w bezwzglednej liczbie i odsetku komorek ukladu bialokrwinkowego krwi

obwodowe;j.
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4.1.3. Wplyw radioterapii osrodkowego ukladu nerwowego na sklad
ilosciowy ukladu bialokrwinkowego u dzieci z ostra biataczka

Ze wzgledu na mozliwy wplyw radioterapii na parametry ukladu
immunologicznego przeprowadzono analize wplywu takiego leczenia
na sklad ilosciowy uktadu biatlokrwinkowego krwi obwodowej 7 pacjentow
z ostra bialaczka poddanych napromienianiu czaszki w poréwnaniu
do pozostalych dzieci z tej grupy. Radioterapii osrodkowego ukladu
nerwowego poddano trzy pacjentki z ostra biataczka szpikowa (100% dzieci
z AML) i czworo dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna (17% pacjentow
z ALL). Dawki sumaryczne stosowanego promieniowania wynosily
12, 18 lub 24 Gy, u 4 pacjentow byla to radioterapia profilaktyczna, u 3 dzieci
- lecznicza.

Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono w Tabeli 4.1.3.1.

Tabela 4.1.3.1. Poréwnanie sktadu odsetkowego i ilosciowego komdrek uktadu
biatokrwinkowego krwi obwodowej chorych z ostrg biataczkg po zakoriczonej radioterapii
OUN — grupa RT(+) z pozostatymi pacjentami tej grupy — grupa RT(-).

Grupa RT(+) Grupa RT(-) p
Liczba pacjentow (n,%) 7 (27%) 19 (73%) -
Wiek (lata) 9,25 (5,0-15,0) 4,5 (4,0-9,0) 0,14
Krwinki biate (kom/ul) 2580 (2090-3870) 3710 (2490-4940) 0,17
Neutrocyty (kom/ul) 1135 (910-2980) 1224 (759-1787) 0,43
Neutrocyty (%)* 47 (41-77) 33 (26-41) 0,002
Limfocyty (kom/ul) 836 (380-903) 1892 (1045-2500) 0,007
Limfocyty (%)* 36 (10-40) 47 (40-55) 0,009
Monocyty (kom/ul) 355 (190-503) 629 (476-988) 0,046
Monocyty (%)* 14 (8-19) 15 (13-27) 0,16

* odsetek krwinek biatych
Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.
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U dzieci, u ktérych przeprowadzono radioterapie OUN,
zaobserwowano znamiennie nizsza bezwzgledna liczbe i odsetek limfocytow
oraz nizsza bezwzgledna liczbe monocytéw i wyzszy odsetek neutrocytow

anizeli u pacjentéw z ostra biataczka nie poddanych napromienianiu czaszki.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano istotnie dtuiszy czas
trwania leczenia intensywnego u dzieci z ostrg biataczkg w poréwnaniu do chorych
z chtoniakiem nieziarniczym.

Badanie parametréw morfologii krwi obwodowej bezposrednio
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego ujawnito stan
mielosupresji w postaci niedokrwistosci i leukopenii z bezwzgledng limfo-
i neutropenia oraz wysokim odsetkiem monocytéw w grupie dzieci z ostrg biataczka.
U pacjentow z chtoniakiem nieziarniczym, obok niedokrwistosci, po chemioterapii
wystepowata jedynie tendencja do nizszych wartosci bezwzglednej liczby krwinek
biatych ze znamienng limfopenig i wysokim odsetkiem monocytéw.

Ciekawg obserwacjg byto, iz stan supresji, poza kilkoma przypadkami, nie dotyczyt
uktadu ptytkotwadrczego.

Wykazano ponadto, iz u dzieci po zakonczeniu intensywnej chemioterapii
nie wystepuja state i jednoznaczne, zalezne od wieku réznice w rozmazie uktadu
biatokrwinkowego, obserwowane u dzieci zdrowych.

Poréwnanie pacjentdw z ostrg biataczkg w kontekscie stosowanej
dodatkowo, lub nie, radioterapii osSrodkowego uktadu nerwowego wykazato istnienie
znamiennie nizszych wartosci bezwzglednej liczby limfocytow i monocytéw
u pacjentéw poddanych takiemu leczeniu.

Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu przynaleznosci do grup ryzyka w ALL
na powstanie roznic w sktadzie iloSciowym i odsetkowym uktadu biatokrwinkowego

krwi obwodowej.
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4.2. Komorki ukladu bialokrwinkowego w okresie 2 lat po zakonczeniu
leczenia przeciwnowotworowego

Sposréd komorek uktadu biatokrwinkowego do analizy wlaczono
wartosci bezwzglednej liczby leukocytéw, granulocytéw obojetnochtonnych,
limfocytow i monocytéw oraz ich sklad odsetkowy w rozmazie ukladu
bialokrwinkowego w badanych punktach czasowych oraz w poréwnaniu
z wartosciami stwierdzanymi w grupie kontrolnej.

Pierwszym punktem czasowym dla wszystkich chorych byl dzier nastepujacy
po 2 tygodniach od zakoriczenia intensywnego leczenia, czyli po okresie
regeneracyjnym, w ktérym pacjenci nie otrzymywali zadnego leczenia
immunosupresyjnego.  Miedzy badaniami w poszczegélnych punktach
czasowych analizy przeprowadzono testem Wilcoxona, a poréwnania z grupa

kontrolng - testem U Manna-Whitneya.

4.2.1. Komérki ukladu bialokrwinkowego u pacjentéw z ostra biataczka
po zakonczeniu intensywnego leczenia

Od pacjentéow z ostra biataczka krew obwodowa pobierano
co 3 miesigce w ciggu pierwszych 18 miesiecy, a nastepnie po dwoéch latach

od zakoriczenia intensywnego leczenia przeciwnowotworowego.

Tabela 4.2.1.1. Liczebnosc¢ pacjentdw z ostrg biataczka w poszczegdlnych fazach badania.

Badanie Ponowne pobranie krwi po:

wstgpne 3 mjes. 6mies. 9 mies. 12 mies. 15 mies. 18 mies. 24 mies.

Liczba

pacjentow [n] 26 25 23 19 13 12 9 4

Przez pierwszych 15 miesiecy obserwacji wszyscy pacjenci z tej grupy
otrzymywali leczenie podtrzymujace remisje. Badanie po 18 miesigcach
obserwacji u 7 spoéréd 9 badanych dzieci (78%) zostalo wykonane Srednio

po 2,5 miesigca od calkowitego zakonczenia leczenia
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przeciwnowotworowego, po 2 latach czas bez chemioterapii wynosit érednio
9,33 miesiaca i dotyczyl 3 na 4 badanych pacjentéw (75%).

Wyniki analizy iloSciowej komorek ukladu bialokrwinkowego
w badanych punktach czasowych u dzieci z ostra bialaczka oraz w grupie
kontrolnej przedstawiaja kolejno wykresy 4.2.1.1, 4.2.1.2, 4213 i 4.2.14.
Na wykresach pokazano réznice istotne statystycznie w stosunku do badania

wstepnego i/lub po 3 miesiacach od zakoriczenia intensywnego leczenia.
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miesigce po zakonczeniu intensywnego leczenia

Rysunek 4.2.1.1. Bezwzgledna liczba leukocytéw krwi obwodowej u dzieci z ostrg biataczka
w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego oraz u dzieci
z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym
kwartylem. * p<0,05 w stosunku do badania po 3 miesigcach.

Catkowita liczba leukocytéw u dzieci z ostra biataczka obnizyla sie
istotnie statystycznie po pierwszych 3 miesigcach od zakorczenia
intensywnego leczenia (p=0,026), utrzymujac sie nastepnie na dos¢ stabilnym
poziomie przez kolejnych 9 miesiecy obserwacji (p>0,05). Istotny wzrost
wartodci bezwzglednej liczby krwinek bialych, w stosunku do badania
po 3 miesigcach, nastapit po 18 miesigcach od zakoriczenia intensywnego
leczenia (p=0,017). Ponadto zaobserwowano réwniez, iz przez pierwszych
15 miesiecy obserwacji, gdy wszystkie dzieci otrzymywaly leczenie
podtrzymujace remisje, wartoéci bezwzglednej liczby leukocytéw byly
istotnie statystycznie nizsze niz w grupie kontrolnej. Roéznica wartosci

po 18 miesigcach w poréwnaniu z grupa kontrolng byla na granicy istotnosci

61



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WYNIKI

statystycznej (p=0,050), a po 2 latach nie stwierdzano znamiennych réznic

miedzy grupa z ostra biataczka a grupa kontrolna (p=0,42).
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Rysunek 4.2.1.2. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) neutrocytéw krwi obwodowej u dzieci
z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i géornym kwartylem. * p<0,05 w stosunku do badania
wstepnego.

Bezwzgledna liczba neutrocytéw (Rysunek 4.2.1.2.A) we krwi
obwodowej pacjentow z ostra bialaczka nie r6znila sie istotnie
w poszczegélnych punktach czasowych przez 15 miesiecy po zakonczeniu
intensywnego leczenia (p>0,05). Istotny jej wzrost w stosunku do wartosci
poczatkowych nastgpil po 18 miesigcach od zakoriczenia intensywnego
leczenia (p=0,035) i wutrzymal sie¢ na podobnym poziomie (p=0,10)

po 24 miesigcach. W poréwnaniu z grupa kontrolng liczba neutrocytow
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u dzieci z ostrg bialaczka byla istotnie statystycznie nizsza przez 12 miesiecy
po zakonczeniu intensywnego leczenia, po 15 miesigcach, mimo nadal
nizszych wartosci, réznica nie byla juz istotna statystycznie (p=0,077),
a poczawszy od 18. miesigca obserwacji bezwzgledna liczba granulocytow
obojetnochtonnych osiagneta wartosci zblizone do stwierdzanych w grupie
dzieci zdrowych (p=0,77 po 18 i p=0,82 po 24 miesigcach).

Mimo, iz w kolejnych badaniach, poczawszy od 3. do 24. miesigca
obserwacji, odsetek neutrocytéw wsréd krwinek bialych byt istotnie
statystycznie wyzszy niz w badaniu bezposrednio po zakoriczeniu
intensywnego leczenia, jego wartosci we wszystkich punktach czasowych

byly poréwnywalne z warto$ciami dzieci zdrowych (p>0,05) (Rysunek

4212.B).

Analiza iloSciowa limfocytéw (Rysunek 4.2.1.3) wykazala,
iz bezwzgledna liczba limfocytéw krwi obwodowej dzieci z ostra biataczka,
podobnie jak catkowita liczba leukocytéw, obnizyla sie istotnie po pierwszych
3 miesigcach od zakoriczenia intensywnego leczenia (p=0,000065), a nastepnie
utrzymywala sie na stabilnie niskim poziomie (p>0,05), wykazujac
po 15 miesigcach obserwacji tendencje do wyzszych wartosci (p=0,061)
i istotny statystycznie wzrost po 18 miesigcach od zakoniczenia intensywnego
leczenia (p=0,017) w stosunku do badania po 3 miesigcach. W poréwnaniu
z grupa kontrolng bezwzgledna liczba limfocytéw u dzieci z ostra biataczka
byla istotnie nizsza przez 18 miesiecy obserwacji (p<0,05), a po 2 latach
od zakoriczenia intensywnego leczenia r6znice miedzy grupami nie byly juz

znamienne (p=0,070).

Odsetek limfocytéw wéréd krwinek biatych krwi obwodowej
pacjentow z ostra biataczka (Rysunek 4.2.1.3.B) réwniez obnizy! sie istotnie
statystycznie po 3 miesigcach obserwacji (p=0,029) i pozostawal na stabilnie
niskim poziomie do 15. miesigca po zakoriczeniu intensywnego leczenia.

W trzech kolejnych badaniach - miedzy 3. a 9. miesigcem obserwacji - odsetek
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limfocytow u pacjentéw z ostra bialaczka byt znamiennie nizszy niz w grupie

kontrolnej.
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Rysunek 4.2.1.3. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) limfocytéow krwi obwodowej u dzieci
z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. ** p<0,05 w stosunku do badania
wstepnego; * p<0,05 w stosunku do badania po 3 miesigcach.
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Rysunek 4.2.1.4. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) monocytéw wsrdd krwinek biatych krwi
obwodowej u dzieci z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakorczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. * p<0,05 w stosunku do badania
wstepnego.

Bezwzgledna liczba monocytéw u dzieci z ostrga biataczka
po 3 miesigcach obserwacji obnizyla sie istotnie statystycznie i pozostawala
na stabilnie nizszym poziomie w stosunku do badania wstepnego, jednakze
w czasie calego okresu obserwacji byla poréwnywalna do wartosci
stwierdzanych w grupie kontrolnej (p>0,05) (Rysunek 4.2.1.4.A).

Za$ odsetek tych komoérek (Rysunek 4.2.1.4.B), mimo znamiennego
obnizenia po 3 miesigcach od zakoriczenia intensywnego leczenia
i utrzymywania sie niskiego poziomu do zakoriczenia obserwacji (p<0,05

w stosunku do badania wstepnego), dopiero w 24. miesigcu osiaggnat wartosci

zblizone do obserwowanych u dzieci zdrowych (p=0,95).
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4.2.2. Komoérki ukladu bialokrwinkowego u pacjentéw z chloniakiem
nieziarniczym po zakonczeniu intensywnego leczenia

Obserwacja pacjentow z chloniakiem nieziarniczym trwatla
15 miesiecy, krew obwodowa do badari pobierano co 3 miesiagce, podobnie

jak od pacjentéw z ostra biataczka.

Tabela 4.2.2.1. Liczebnos¢ pacjentdw z chtoniakiem nieziarniczym w poszczegdlnych fazach

badania.
Badanie Ponowne pobranie krwi po:
wstepne 3 mies. 6 mies. 9 mies. 12 mies. 15 mies.
Liczba
7 7 7 6 4 4

pacjentéw [n]

W  grupie chorych z chloniakiem nieziarniczym tylko dwoéch
pacjentéw z T-NHL otrzymywalo leczenie podtrzymujace remisje w okresie
prowadzonych obserwacji - u jednego chlopca zakoriczono badania
po 6 miesigcach, a u drugiego po 9 miesigcach od zakoriczenia intensywnego
leczenia.

Wyniki analizy iloSciowej komorek ukladu bialokrwinkowego
w badanych punktach czasowych u dzieci z NHL oraz w grupie kontrolnej
przedstawiaja kolejno wykresy 4.2.2.1, 42.2.2, 42.2.3 i 4.2.2.4. Na wykresach
pokazano réznice istotne statystycznie w stosunku do badania wstepnego

i/lub po 3 miesigcach od zakoriczenia intensywnego leczenia.
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Rysunek 4.2.2.1. Bezwzgledna liczba leukocytéw krwi obwodowej u dzieci z NHL w okresie
15 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego oraz u dzieci
z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gédrnym
kwartylem. * p<0,05 w stosunku do badania wstepnego.
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U dzieci z chloniakiem nieziarniczym w badaniu wstepnym
zaobserwowano jedynie tendencje do nizszej wartosci catkowitej liczby
leukocytow (p=0,062 w stosunku do grupy kontrolnej), a po 9 miesigcach
od zakoriczenia intensywnego leczenia znamienny wzrost liczby tych
komoérek (p=0,046) (Rysunek 4.2.21). W poréwnaniu z wartosciami
stwierdzanymi u dzieci zdrowych obserwowane réznice nie byly istotne

statystycznie przez caly okres obserwacji.
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Rysunek 4.2.2.2. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) neutrocytéw krwi obwodowej u dzieci
z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakornczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.

Catkowita liczba granulocytéw obojetnochtonnych krwi obwodowej

(Rysunek 4.2.2.2.A) nie rdznila sie istotnie statystycznie miedzy kolejnymi

badaniami u dzieci z chloniakiem nieziarniczym (p>0,05), nie wykazano
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rowniez znamiennych réznic w poréwnaniu z grupa kontrolng (p>0,05).
Jedynie odsetek neutrocytéw w badaniu wstepnym pacjentéw z NHL byl

istotnie statystycznie wyzszy (p=0,011) niz u dzieci zdrowych.
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Rysunek 4.2.2.3. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) limfocytéw krwi obwodowej u dzieci
z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakornczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. * p<0,05 w stosunku do GK.

Zarowno bezwzgledna liczba, jak i odsetek limfocytéow krwi
obwodowej u dzieci z chloniakiem nieziarniczym byly istotnie statystycznie
nizsze niz u dzieci zdrowych w dwéch pierwszych badaniach - wstepnym
i po 3 miesigcach od zakoriczenia leczenia (odpowiednio p=0,0010 i p=0,0017
w badaniu wstepnym oraz p=0,0029 i p=0,047 w badaniu po 3 miesiacach).
W 6. miesiacu obserwacji wartosci te istotnie wzrosty w stosunku do badania
wstepnego (w obu przypadkach p=0,046), dalsze r6znice nie byly juz istotne

statystycznie.

68



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WYNIKI

— 600
= . A
E . _
E 500 *
X
= . .
=
S
£ 400
(8}
o
S ;
€ 300
©
Q
N
Q
= 200 —
0 Mediana
0 3 6 9 12 15 GK T 25%-75%
miesigce po zakonczeniu intensywnego leczenia
14
*
* B
— 12 *
S
E 10
>
(8} *
8 *
S 8
S
X~ r
L 6
)
[%2)
ke
O 4 1
2 - A
Mediana
0 3 6 9 12 15 GK T 25%-75%

miesigce po zakonczeniu intensywnego leczenia

Rysunek 4.2.2.4. Bezwzgledna liczba (A) i odsetek (B) monocytéw wsrdd krwinek biatych krwi
obwodowej u dzieci z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakorniczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane
przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. * p<0,05
w stosunku do badania wstepnego.

Jak pokazano na Rysunku 4.2.2.4, zaréwno bezwzgledna liczba,
jak i odsetek monocytéw krwi obwodowej u dzieci z NHL obnizyly sie
istotnie statystycznie po 3 miesigcach obserwacji w stosunku do badania
wstepnego (odpowiednio p=0,027 i p=0,043). W poréwnaniu z grupa dzieci
zdrowych dzieci z chloniakiem nieziarniczym mialy istotnie statystycznie
wyzszy odsetek monocytéw (p=0,010) tylko bezposrednio po zakonczeniu
intensywnego leczenia, w kolejnych badaniach (a w przypadku bezwzglednej

liczby tych komoérek - juz od badania wstepnego) - wartosci te byly

poréwnywalne z grupa kontrolna (p>0,05).
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PODSUMOWANIE

Stan immunosupresji, w postaci obnizonej liczby krwinek biatych,
granulocytow obojetnochtonnych i limfocytow w poréwnaniu do wartosci u dzieci
zdrowych, utrzymywat sie u dzieci z ostrg biataczka odpowiednio przez okres 15, 12
i 18 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego,
przy czym po 3 miesigcach liczba krwinek biatych, odsetek i catkowita liczba
limfocytow obnizyly sie istotnie w stosunku do badan wstepnych. Odwrotng
tendencje obserwowano w odniesieniu do odsetka monocytow wsrdd leukocytéw
krwi obwodowe]j pacjentow z ostrg biataczkg, gdzie przez 18 miesiecy obserwacji,
mimo znamiennego spadku po 3 miesigcach wraz ze spadkiem bezwzglednej liczby
tych komorek, jego wartosci pozostawaty na poziomie istotnie wyzszym

niz obserwowany w grupie kontrolnej.

W przypadku dzieci z chtoniakiem nieziarniczym, oprécz poczatkowej
wzglednej i bezwzglednej limfopenii, utrzymujacej sie do 3. miesigca obserwacji,
wartosci bezwzglednej liczby krwinek biatych, neutrocytow i monocytow juz
bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia nie rdznity sie istotnie
statystycznie od wartosci stwierdzanych u dzieci zdrowych i status ten utrzymat sie
do zakonczenia obserwacji. Natomiast odsetek monocytéw oraz neutrocytéw wsréd
krwinek biatych krwi obwodowej tych pacjentéw byty podwyzszone tylko w badaniu
poczgtkowym, a nastepnie obnizyly sie do wartosci obserwowanych w grupie

kontrolnej.
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4.3. Status komoérek NK po zakoniczeniu intensywnego leczenia w ostrych
biataczkach i NHL u dzieci

Komérki NK stanowia pierwsza linie obrony w zakazeniach
wirusowych, biora udzial w odpowiedzi przeciwnowotworowej
oraz w rozwoju odpowiedzi wtérnej przeciwko réznym drobnoustrojom
chorobotwoérczym. Leczenie przeciwnowotworowe, jak wspomniano
we wstepie, moze w znacznym stopniu zaburza¢ dzialanie tych komorek,
co z kolei moze przenosi¢ sie na wrazliwo$¢ organizmu na infekcje i na ich

przebieg réwniez po zakoriczeniu takiego leczenia.

4.3.1. Wplyw intensywnego leczenia przeciwnowotworowego na status
komorek NK

Ocenie poddano aktywnos¢ cytotoksyczng komoérek NK oraz odsetek
tych komorek (jako komoérek o fenotypie CD3-CD16*CD56%) i komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* wéréd limfocytow krwi obwodowe;.

Odsetek komoérek CD3-CD16*CD56* i CD3-CD16*CD56*CD94*
badano metodami cytometrii przeplywowej, a nastepnie, na podstawie
wynikéw badania morfologii krwi obwodowej, obliczano ich bezwzgledna

liczbe.

Schemat bramkowania komoérek NK przedstawiono na Rysunku 4.3.1.1.
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Rysunek 4.3.1.1. Przykfad sposobu analizy danych uzyskanych w cytometrze przeptywowym
— bramkowania komaérek NK: ustalanie regionéw (bramek) zawierajgcych kolejno: limfocyty,
komérki CD3CD56° (Q4-1), komérki CD3CD56°CD16° (Q4-2) i komédrki CD3
CD56'CD16°CD94" (Q4-3).

Pierwsze badanie, oceniajace bezposredni wplyw leczenia
przeciwnowotworowego na status komoérek NK, wykonano u kazdego
pacjenta 2 tygodnie po zakonczeniu intensywnej terapii. Wyniki

przeprowadzonej analizy przedstawia Tabela 4.3.1.1.
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Tabela 4.3.1.1. Status komérek NK u dzieci z ostrg biataczkg i z chtoniakiem nieziarniczym
2 tygodnie po zakoriczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego w poréwnaniu
z wartosciami dzieci zdrowych.

Grupa Pacjenci z ostra ..
kontrolna (GK) biataczka p Pacjenci z NHL
n=15 n=26 n=7
Aktywnos¢ cytotoksyczna 14,5 16,86 035 20,52 0.084
komorek NK (%) (10-18,55) (8,5-24,22) ’ (16,25-22,96)
‘(f;r)ﬂork‘ CD3-CD16*CD56* 6(3-12)  2,7(0,6-36) 0,008 6(3,69,0 093
0
Komorki
193 (62-323 - ,
CD3-CD16+CD56* (kom /) ( ) 26 (2-45) 0,0001 80 (14-95) 0,065
Komorki
1,1(0,3-2,4 1(0,1-1,4 0,39 - !
CD3-CD16CD56° CD94+ (%)* ' )1 ) 21(03-73) 044
Komorki
CD3-CD16+*CD56+*CD94+ 25 (8-80) 12 (0-15) 0,016 45 (4-78) 0,97
(kom/pl)

* odsetek komérek wsrdd limfocytow; NHL- chtoniak nieziarniczy
Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.

Na podstawie analizy przedstawionej w powyzszej tabeli wykazano,
iz aktywnos¢ komorek NK u pacjentow z ostrg bialaczka po zakonczeniu
intensywnego leczenia nie réznila sie istotnie statystycznie od wartosci
stwierdzanych u dzieci zdrowych. Jednakze u pacjentéw z tej grupy
stwierdzono istotne obnizenie zaréwno odsetka, jak i bezwzglednej liczby
tych komoérek (CD3-CD16*CD56*) oraz bezwzglednej liczby komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* w poréwnaniu do wartosci grupy kontrolnej.

Natomiast dzieci z chloniakiem nieziarniczym po zakoriczeniu
intensywnego leczenia wykazywaly tendencje do wyzszej aktywnosci
komoérek NK przy tendencji do nizszej bezwzglednej liczby komorek

CD3-CD16*CD56* w poréwnaniu do dzieci zdrowych.

Ciekawa obserwacje stanowila réwniez analiza statusu komoérek NK
u 3 pacjentow wykluczonych nastepnie z projektu badawczego z powodu
rozwoju nowotworu w pierwszych 3 miesigcach obserwacji (Tabela 3.1.3)
- dzieci te mialy znacznie podwyzszong aktywnos$é komérek NK w stosunku
do dzieci zdrowych oraz pozostalych dzieci chorych (mediana 52,53%;

[46,19-58,88]); mediana odsetka komoérek CD3-CD16*CD56* (11,8%) i komorek
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CD3-CD16*CD56*CD9%4+ (6,4%) byta réwniez wyzsza niz u dzieci zdrowych
i pozostatych dzieci chorych.

U jednego z tych pacjentéow (B.W.) wykonano dodatkowe badanie
aktywnosci cytotoksycznej komérek NK w momencie stawiania diagnozy

dotyczacej wtérnego procesu nowotworowego - wynosita ona woéwczas

tylko 2% (Rysunek 4.3.1.2).
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Rysunek 4.3.1.2. Zmiany aktywnosci cytotoksycznej komorek NK u pacjenta B.W., u ktérego
rozpoznano wtérny proces nowotworowy w poréwnaniu z mediang tych wartosci u grupy
badanej bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia i u dzieci zdrowych.

4.3.2. Wplyw przynaleznosci do grupy ryzyka u dzieci z ALL
oraz radioterapii OUN na status komérek NK

W dalszych badaniach przeprowadzono analize odsetka
i bezwzglednej liczby komoérek o fenotypie CD3-CD16*CD56*
oraz CD3-CD16*CD56*CD94* oraz aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK,
uwzgledniajgc wplyw rodzaju leczenia (chemioterapia vs. chemioterapia
z radioterapia) w grupie z ostra bialaczka oraz wplyw jego dlugosci
i intensywnosci, na podstawie kwalifikacji pacjentéow z ALL

do poszczegodlnych grup ryzyka.
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Wyniki analizy wplywu przynaleznosci do grupy ryzyka na status
komoérek NK po =zakonczeniu intensywnego leczenia przedstawiono
w Tabeli 4.3.2.1. Poréwnania wynikéw w grupach ryzyka posredniego (IR)
i wysokiego (HR) w stosunku do wartosci z grupy niskiego ryzyka (SR)

wykonano testem U Manna-Whitneya.

Tabela 4.3.2.1. Poréwnanie statusu komoérek NK u dzieci z ALL bezposrednio po zakoriczeniu
intensywnego leczenia w kontekscie grupy ryzyka.

SR IR pA HR pA
Liczba pacjentéw (n) 10 10 - 3 -
Aktywno$¢ cytotoksyczna 17,23 8,59 27,77 048
komérek NK (%) (3,0-26,0) (6,8-10,93) ~  (24,22-31,32)
Komorki
CD3-CD16°CD56* (%)* 2 (0-4) 3(1-4) 0,52 5(3-7) 0,39
Komorki
Komorki
CD3-CD16+CD56+CD94+ (%)* 0,45 (0-1,4) 1(0,1-1,3) 0,52 2,45(1-3,9) 0,19
Komorki 0(0-9) 15(1-20) 0,093 15(15-15) 0,11

CD3-CD16+*CD56*CD94+ (kom/ul)

* odsetek komoérek wsrdd limfocytéw; ~poréwnanie grupy IR i HR z grupa SR

SR- grupa niskiego ryzyka; IR- grupa posredniego ryzyka; HR- grupa wysokiego ryzyka;

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i goérnym kwartylem. Analizy
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

Jak przedstawiono w powyzszej tabeli, dzieci z grupy IR mialy
mniejsza aktywnoé¢ komoérek NK po zakoniczeniu intensywnego leczenia
niz dzieci z grupy SR (p=0,044). Natomiast pacjenci z grupy HR wykazywali
najwyzsza aktywnos¢ tych komorek, a réznica wartosci w tej grupie

poréwnaniu z dzie¢mi z grupy IR byta istotna statystycznie (p=0,020).

Na podstawie przeprowadzonej analizy nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic ilosciowych komorek CD3-CD16*CD56*
i CD3-CD16*CD56*CD94* miedzy poszczegdlnymi grupami ryzyka (Tabela
4.3.2.1)). Jednakze przeprowadziwszy badanie korelacji statusu komérek NK
i przynaleznosci do grup ryzyka pacjentéw z ALL, wykazano, iz u chorych
nalezacych do grup wyzszego ryzyka wystepowaly wyzsza bezwzgledna
liczba i odsetek komérek CD3-CD16*CD56*CD94* (Rysunek 4.3.2.1).
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Rysunek 4.3.2.1. Korelacja odsetka (A) i bezwzglednej liczby komdérek CD3'CD16°CD56°CD94"
u pacjentéw z ostrg biataczkg limfoblastyczng w stosunku do grupy ryzyka. SR — grupa
niskiego ryzyka, IR — grupa posredniego ryzyka; HR — grupa wysokiego ryzyka. Analizy
przeprowadzono testem korelacji R Spearmana.

Analiza tych samych wartoéci okreslajacych status komorek NK
- z uwzglednieniem podzialu chorych z ostra biataczka na grupe chorych,
u ktoérych zastosowano radioterapie osrodkowego ukladu nerwowego i grupe
bez takiego leczenia - nie ujawnita istotnych statystycznie r6znic miedzy tymi
grupami (Tabela 4.3.2.2). Zauwazono jednakze, iz pacjenci poddani
radioterapii OUN wykazywali wyrazna tendencje do wyzszej aktywnosci

cytotoksycznej komoérek NK (p=0,052), co przedstawiono na Rysunku 4.3.2.2.

Tabela 4.3.2.2. Poréwnanie statusu komérek NK u dzieci z ostrg biataczkg po radioterapii
OUN - RT(+) i dzieci, u ktorych nie przeprowadzono takiego leczenia - RT(-).

Grupa RT(+) Grupa RT(-) p
Liczba pacjentéw (n,%) 7 (27%) 19 (73%) -
Aktywnos$¢ cytotoksyczna i i
komérek NK (%) 24,22 (20,0-30,05) 15,71 (8,5-20,52) 0,052
Komoérki CD3-CD16+CD56* (%)* 3 (1-4) 3 (1-6) 0,72
Komoérki CD3-CD16+CD56+
(kom /ul) 25 (8-30) 45 (9-77) 0,20
I((O;)I)riorkl CD3-CD16+*CD56+*CD94+ 1,3(0,3-1,4) 0,8 (0,1-1,3) 0,35

0

Komoérki CD3-CD16+*CD56+CD94+
(kom/l) 12 (3-15) 9 (0-45) 0,85

* odsetek komoérek wsrdod limfocytow

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.
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Rysunek 4.3.2.2. Poréwnanie aktywnosci cytotoksycznej komorek NK u pacjentéw z ostrg
biataczka, u ktérych zastosowano radioterapie OUN [Grupa RT(+)] i grupg dzieci, u ktdrych
nie stosowano takiego leczenia [Grupa RT(-)]. Dane przedstawione jako mediana i rozstep
miedzy dolnym i gornym kwartylem.

PODSUMOWANIE

Bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego zaobserwowano istotnie obnizony odsetek i liczbe komérek
CD3'CD16°CD56" oraz odsetek komérek CD3'CD16°CD56'CD94" u pacjentdéw z ostrg
biataczkg. Dzieci z NHL miaty jedynie tendencje do nizszych wartosci liczby komadrek
CD3'CD16°CD56" w poréwnaniu do dzieci zdrowych.

Zaréwno u pacjentdw z ostrg biataczkg poddanych radioterapii osrodkowego
uktadu nerwowego, jak i u pacjentow z chtoniakiem nieziarniczym stwierdzano
tendencje do wyzszej aktywnosci cytotoksycznej komorek NK. Najwyzszg aktywnos¢
tych komédrek wsrdod pacjentéw z ALL obserwowano u dzieci z grupy wysokiego
ryzyka, najmniejszg — u dzieci z grupy IR. Dzieci z grup wyzszego ryzyka miaty réwniez
wiekszg liczbe i odsetek komérek CD3°'CD16'CD56'CD94". Ponadto nie stwierdzano

istotnego wptywu zréznicowania leczenia na status komorek NK.
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4.4. Zmiany statusu komorek NK w okresie 2 lat po zakoficzeniu leczenia
przeciwnowotworowego

Po przeprowadzeniu badann wstepnych prowadzono dalszg
obserwacje statusu komoérek NK w grupach pacjentéw. U dzieci z ostrg
biataczka krew do badan pobierano co 3 miesigce przez okres 18 miesiecy,
a nastepnie po 2 latach od badania poczatkowego, a u dzieci z NHL badania

prowadzono co 3 miesigce przez okres 15 miesiecy.

Tabela 4.4.1. Liczebno$¢ pacjentédw z ostrg biataczkg i NHL w poszczegdlnych fazach badania.

Badanie Ponowne pobranie krwi po:

Liczba

e wstepne 3 mjes. 6 mies. 9mies. 12 mies. 15 mies. 18 mies. 24 mies.
pacjentéw [n]

ostra
bialaczka 26 25 23 19 13 12 9 4
NHL 7 7 7 6 4 4 - -

Miedzy badaniami w poszczegdlnych punktach czasowych analizy
przeprowadzono testem Wilcoxona, a poréwnania z grupa kontrolng - testem

U Manna-Whitneya.

4.4.1. Zmiany aktywnoSci cytotoksycznej komérek NK u dzieci chorych
w  okresie po  zakonczeniu  intensywnego  leczenia
przeciwnowotworowego

Ocene aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK u dzieci z ostra
biataczka i NHL przeprowadzano za pomoca testu uwalniania
dehydrogenazy mleczanowej z komoérek biataczkowych linii K562 in vitro.
Na Rysunku 4.4.1.1 przedstawiono zmiany aktywnosci cytotoksycznej
komoérek NK u dzieci z ostra bialaczka w okresie 2 lat po zakornczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego, zas na Rysunku 4.4.1.2
- u pacjentow z NHL w okresie 15-miesiecznej obserwacji. Na wykresach
pokazano réznice istotne statystycznie w stosunku do badania wstepnego.

W Tabeli 4.4.1.1. przedstawiono poréwnanie aktywnosci komoérek NK
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u pacjentéw z ostra biataczka i chloniakiem nieziarniczym w poszczegélnych

etapach projektu z wartoSciami obserwowanymi u dzieci zdrowych.
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Rysunek 4.4.1.1. Aktywnos¢ cytotoksyczna komérek NK u dzieci z ostra biataczka w okresie
2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Dane przedstawione
jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. *- p<0,05 w stosunku
do badania wstepnego.
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Rysunek 4.4.1.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna komérek NK u dzieci z chtoniakiem nieziarniczym
w okresie 15 miesiecy po zakoniczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Dane
przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.

Jak pokazano na Rysunku 4.4.1.1, u pacjentow z ostra bialaczka
aktywnoé¢ komoérek NK wzrosta znamiennie po 3, a nastepnie po 9 i 12
miesigcach w stosunku do badania bezposrednio po zakonczeniu
intensywnego leczenia (odpowiednio p=0,049, p=0,041 i p=0,028). U dzieci
z NHL (Rysunek 4.4.1.2) wzrost aktywnosci komoérek NK, obserwowany

w 3. miesigcu po zakoriczonym leczeniu, nie byl istotny statystycznie
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w stosunku do badania wstepnego (p=0,010), jakkolwiek aktywnosé komorek

NK tylko w tym punkcie czasowym byla znamiennie wyzsza niz w grupie

kontrolnej (p=0,017) (Tabela 4.4.1.1).

Poréwnujac wyniki dzieci z ostrg biataczka w poszczegélnych
punktach czasowych z grupa kontrolng (Tabela 4.4.1.1) stwierdzono,
iz po 3 miesigcach od zakorniczenia leczenia aktywnosé¢ komoérek NK u dzieci
chorych wykazywata tendencje do wyzszych wartosci (p=0,065), a po 9 i 12
miesigcach byla znamiennie wyzsza niz w grupie kontrolnej (odpowiednio
p=0,041 i p=0,042). Poczawszy od 15 miesigca obserwacji, aktywnosé¢ komorek
NK u dzieci z ostrg biataczka nie réznita sie istotnie od wartosci u dzieci

zdrowych.

Tabela 4.4.1.1. Poréwnanie aktywnosci cytotoksycznej komorek NK u dzieci z ostrg biataczka
i chtoniakiem nieziarniczym odpowiednio w okresie 24 i 15 miesiecy po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas
q i Grupa Pacjenci z ostr
p.oo zakonczeniu P l. C 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia
Badanie 16,86 (8,5-24,22) 0,35 20,52 (16,25-22,96) 0,084
wstepne
3 miesigce 21,0 (10,98-27,35) 0,065 36,89 (21,68-49,63) 0,017
6 miesiecy 15,5 (14,99-30,3) 0,087 9,14 (2,34-20,5) 0,57
9 miesiecy 14,5 21,1(17,0-28,4) 0,041 21,05 (15,5-27,32) 0,051
(10-18,55)
12 miesiecy 28,41 (15,89-37,51) 0,042 13,72 (8,76-18,62) 0,94
15 miesiecy 17,73 (7,03-22,14) 0,66 8,00 (4,8-13,68) 0,12
18 miesiecy 14,1 (11,28-18,8) 0,73 - -
24 miesigce 13,04 (9,24-23,46) 0,82 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gornym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.
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4.4.2. Zmiany odsetka i bezwzglednej liczby komérek CD3-CD16*CD56*
u pacjentow z ostra bialaczka i NHL po zakonczeniu
intensywnego leczenia

Odsetek komoérek CD3-CD16*CD56* i CD3-CD16*CD56*CD9%4*
wérod limfocytéw oceniano za pomoca cytometrii przeptywowej w punktach
czasowych opisanych na poczatku Rozdziatu 4.4. Uzyskane wyniki odsetka
i bezwzglednej liczby komoérek CD3-CD16*CD56* u dzieci z ostra biataczka
przedstawiono na Rysunku 4.4.2.1, a u dzieci z chloniakiem nieziarniczym
- na Rysunku 4.4.2.2.

Na wykresach uwzgledniono réznice istotne statystycznie w stosunku
do badania wstepnego i/lub po 3 miesigcach od zakoriczenia intensywnego
leczenia. Poréwnanie wynikéw uzyskanych w poszczegélnych etapach

projektu w obu grupach dzieci chorych z grupa kontrolng przedstawiono

w Tabeli 4.4.2.114.4.2.2.
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Rysunek 4.4.2.1. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komérek CD3CD16°CD56" u dzieci
z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym
i gornym kwartylem. *- p<0,05 w stosunku do badania wstepnego.

Jak przedstawiono na powyzszym rysunku, u dzieci z ostra bialaczka
po 6 miesigcach od zakonczenia intensywnego leczenia zaréwno odsetek
(p=0,016), jak i bezwzgledna liczba (p=0,018) komoérek o fenotypie
CD3-CD16*CD56* obnizyly sie istotnie statystycznie; rowniez w 18. miesigcu
obserwagcji odsetek tych komoérek wéréd limfocytéw byl znamiennie nizszy
niz w badaniu bezposrednio po zakoniczeniu intensywnego leczenia
(p=0,011). Wzrost odsetka i bezwzglednej liczby komoérek CD3-CD16*CD56*
obserwowany po 2 latach od zakoriczenia leczenia nie byt istotny

statystycznie.
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Ciekawa obserwacje u pacjentéw z ostrg bialaczka stanowilo réwniez
stwierdzenie co 6 miesiecy znamiennie obnizonego odsetka komorek
CD3-CD16*CD56* w poréwnaniu z dzieémi z grupy kontrolnej, poczawszy
od badania poczatkowego do 18. miesigca obserwacji (Tabela 4.4.2.1). Nalezy
rowniez dodaé, iz w calym tym okresie bezwzgledna liczba komorek
CD3-CD16*CD56* u dzieci z ostra bialaczka byla istotnie statystycznie nizsza
niz u dzieci zdrowych (Tabela 4.4.2.2). Po 24 miesigcach od zakonczenia
intensywnego leczenia zaréwno odsetek, jak i bezwzgledna liczba komorek
CD3-CD16*CD56* nie réznily sie istotnie statystycznie od wartosci
stwierdzanych w grupie kontrolnej, cho¢ bezwzgledna liczba tych komoérek
po 2 latach od zakoriczenia intensywnego leczenia, czyli $rednio
po 9,66 miesigcach od zakoriczenia chemioterapii podtrzymujacej, nadal

wykazywatla tendencje do nizszych wartosci (p=0,059).

Tabela 4.4.2.1. Poréwnanie odsetka komdérek CD3'CD16°CD56" u dzieci z ostrg biataczka
i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas
A i Grupa Pacjenci z ostr
p.oo zakonczeniu p J. q 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia
Badanie 2,7 (0,6-3,6) 0,010 5,9 (3,6-9,0) 0,93
wstepne
3 miesigce 2,25 (1,15-6,0) 0,11 3,2 (1,2-3,5) 0,10
6 miesiecy 0,6 (0,35-1,55) 0,0002 6,0(2,9-7,6) 0,82
9 miesiecy 5,8 (3,0-11,6) 1,0(0,6-6,2) 0,19 6,2 (4,6-6,6) 0,73
12 miesiecy 0,5 (0,0-4,0) 0,015 4,3 (3,0-8,5) 0,82
15 miesiecy 1,3(1,22-3,4) 0,084 3,3(1,1-6,1) 0,54
18 miesiecy 0,6 (0,0-1,0) 0,011 - -
24 miesigce 3,5(1,45-4,6) 0,38 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono testem
U Manna-Whitneya
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Tabela 4.4.2.2. Poréwnanie bezwzglednej liczby komérek CD3'CD16'CD56" u dzieci z ostrg
biataczkg i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi
od grupy kontrolnej.

Czas
q i Grupa Pacjenci z ostr
r.?o zakonczeniu P J. q 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia

Badanie 26 (2-45) 0,0002 80 (14-95) 0,065
wstepne
3 miesigce 16 (9-45) 0,001 13 (12-51) 0,015
6 miesiecy 4 (2-11) 0,00002 49 (12-170) 0,11
9 miesiecy 193 (62-323) 18 (5-31) 0,002 91 (55-150) 0,38
12 miesiecy 7 (0-38) 0,0005 40 (22-191) 0,19
15 miesiecy 11 (9-18) 0,007 76 (22-139) 0,20
18 miesiecy 10 (0-19) 0,003 - -
24 miesigce 40 (31-55) 0,059 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya

U pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym nie stwierdzono istotnych
statystycznie zmian odsetka i bezwzglednej liczby komérek CD3-CD16*CD56*
w stosunku do badan poczatkowych w czasie 15-miesiecznej obserwagji
(Rysunek 4.4.2.2).  Wartoéci te nie réznily sie réwniez znamiennie
od obserwowanych w grupie kontrolnej, poza jednorazowym istotnym
obnizeniem bezwzglednej liczby komoérek CD3-CD16*CD56* w stosunku
do wartosci dzieci zdrowych po 3 miesigcach od zakoriczenia intensywnego

leczenia (p=0,015) (Tabela 4.4.2.2) .
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Rysunek 4.4.2.2. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komérek CD3CD16°CD56" u dzieci
z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakoriczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.

4.4.3. Zmiany odsetka i bezwzglednej liczby komorek
CD3-CD16*CD56*CD94* u pacjentdow z ostra bialaczka i NHL
po zakonczeniu intensywnego leczenia

Kolejnym etapem badani byla ocena zmian iloSciowych komorek
o fenotypie CD3-CD16*CD56*CD94* u pacjentéw w okresie obserwacji
po zakoniczonym intensywnym leczeniu przeciwnowotworowym. Odsetek
tych komorek wséréd limfocytéw krwi obwodowej oceniano za pomoca
cytometrii przeplywowej, a wartoéci bezwzglednej liczby tych komoérek

obliczono na podstawie bezwzglednej liczby limfocytéw krwi obwodowe;j.
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Wyniki obserwacji prowadzonych przez 24 miesigce u pacjentow

z ostra biataczka i przez 15 miesiecy u dzieci z NHL przedstawiono ponize;.
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Rysunek 4.4.3.1. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komdrek CD3'CD16'CD56'CD94"
u dzieci z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym
i gornym kwartylem. *- p<0,05 w stosunku do badania wstepnego.

U dzieci z ostra bialaczka odsetek komoérek o fenotypie
CD3-CD16*CD56*CD9%4* tylko w dwoch pierwszych badaniach nie réznit sie
istotnie statystycznie od wartosci w grupie kontrolnej (Tabela 4.4.3.1).
Poczawszy od 6. miesigca obserwacji, gdy obnizyl sie réwniez znamiennie

w stosunku do badania wstepnego (p=0,016) (Rysunek 4.4.3.1.A), pozostawatl
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na istotnie statystycznie nizszym poziomie niz stwierdzany w grupie
kontrolnej az do zakoriczenia badan (p<0,05) (Tabela 4.4.3.1).

Bezwzgledna liczba komoérek CD3-D16*CD56*CD94* byla znamiennie
nizsza u dzieci z ostra biataczka niz u dzieci zdrowych od zakonczenia
intensywnego leczenia, z wyjatkiem badania po 24 miesigcach (p=0,23)
(Tabela 4.4.3.2). Po 6 miesigcach obserwacji, podobnie jak w przypadku
odsetka tych komorek, stwierdzono istotne statystycznie obnizenie ich
bezwzglednej liczby w stosunku do badania wstepnego (p=0,016) (Rysunek
4.4.3.1.B).

Tabela 4.4.3.1. Poréwnanie odsetka komdrek CD3'CD16°CD56'CD94" wsrdd limfocytéw
u dzieci z ostrg biataczka i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi
od grupy kontrolnej.

Czas
q i Grupa Pacjenci z ostr
FfO zakonczeniu p J. 9 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia

Badanie

1,0(0,1-1,4) 0,42 2,1(0,3-7,3) 0,44
wstepne
3 miesigce 0,2 (0,15-0,8) 0,15 0,45 (0,08-0,83) 0,12
6 miesiecy 0,11 (0,05-0,5) 0,023 0,9(0,13-1,9) 0,61
9 miesiecy 1,1(0,3-2,4) 0,16 (0,05-0,4) 0,037 0,8(0,4-1,2) 0,79
12 miesiecy 0,05 (0,0-0,1) 0,033 0,85 (0,12-4,5) 0,94
15 miesiecy 0,25 (0,08-1,6) 0,001 0,4 (0,15-2,0) 0,55
18 miesiecy 0,03 (0,0-0,11) 0,0006 - -
24 miesigce 0,3(0,1-0,8) 0,008 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.
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Tabela 4.4.3.2. Poréwnanie bezwzglednej liczby komdrek CD3'CD16°CD56°CD94" u dzieci
z ostrg biataczkg i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi

od grupy kontrolnej.

Czas
po zakonczeniu Grupa Pacjenci z ostra .
intensywnego kontrolna biataczka P Pacjenci z NHL P
leczenia

Badanie

12 (0,5-15) 0,027 45 (4-78) 0,97
wstepne
3 miesigce 3(0,5-7) 0,009 8(1,5-17,5) 0,11
6 miesiecy 1(0,5-2,5) 0,001 21 (2,5-66) 0,67
9 miesiecy 25 (8-80) 1,5 (0-3) 0,003 25 (13-28,5) 0,73
12 miesiecy 1(0-17) 0,01 4 (0,5-25) 0,52
15 miesiecy 4 (1-5) 0,027 9 (3-46) 0,49
18 miesiecy 1(0-1,5) 0,006 - -
24 miesigce 7 (1,5-25) 0,23 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono

testem U Manna-Whitneya.

U dzieci z chloniakiem nieziarniczym, mimo obnizenia si¢ zaré6wno

liczby komoérek CD3-D16*CD56*CD94+,

odsetka, jak i bezwzglednej

po 3 miesigcach

zakoriczenia

intensywnego

leczenia

przeciwnowotworowego, nie wykazano istotnych statystycznie réznic tych

wartoSci w  poszczegélnych punktach

czasowych

ani w poréwnaniu z grupa kontrolng (Tabela 4.4.3.1 1 4.4.3.2).
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Komorki CD3'CD16"CD56"CD94" [%]
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Rysunek 4.4.3.1. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komdrek CD3'CD16'CD56'CD94"
u dzieci z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakonczeniu intensywnego
leczenia przeciwnowotworowego oraz u dzieci z grupy kontrolnej (GK). Dane przedstawione
jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gornym kwartylem.

Komérki CD3'CD16*CD56"CD94" [kom
/mm?3]

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, u dzieci z ostrg biataczkag obserwowano znacznie bardziej
dynamiczne zmiany statusu komdrek NK, dotyczace wszystkich badanych
parametrow, anizeli u dzieci z chtoniakiem nieziarniczym.

W tej grupie chorych obserwowano istotny wzrost aktywnosci komoérek NK
po 3 miesigcach oraz znamienny spadek ich odsetka i bezwzglednej liczby
po 6 miesigcach od zakonczenia intensywnego leczenia, a takze znamienne obnizenie

odsetka i bezwzglednej liczby komérek CD3CD16°CD56'CD94" w tym punkcie
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czasowym. Co ciekawe, aktywnos¢ komdrek NK wzrosta dwukrotnie znamiennie
w poréwnaniu do dzieci zdrowych — w 9. i 12. miesigcu obserwacji, a odsetek
komdérek CD3'CD16°CD56" obnizat sie istotnie statystycznie cyklicznie co 6 miesiecy
od zakonczenia intensywnego leczenia istotnie w poréwnaniu do wartosci u dzieci
u zdrowych. Bezwzgledna liczba komérek CD3CD16°CD56" i CD3'CD16'CD56'CD94"
utrzymywata sie na znamiennie nizszym poziomie niz u dzieci zdrowych
przez 18 miesiecy obserwacji, za$ odsetek komdrek CD3'CD16'CD56'CD94" byt nizszy

do 2 lat po zakoriczeniu intensywnego leczenia, poczgwszy od 6. miesigca badan.

U dzieci z chtoniakiem nieziarniczym zmiany statusu komodrek NK miedzy
poszczegbdlnymi punktami czasowymi nie byty istotne statystycznie, a badane
wartosci poréwnywalne z grupg kontrolng w czasie 15-miesiecznej obserwacji.
Wyijatkiem od tego byt znamienny wzrost aktywnosci cytotoksycznej komorek NK
i jednoczasowe obnizenie bezwzglednej liczby komoérek CD3'CD16°CD56"
po 3 miesigcach od zakonczenia intensywnego leczenia w poréownaniu do wartosci

dzieci zdrowych.

4.5. Status komorek CD3+*CD8hghCD57+ u dzieci z ostra bialaczka
i chloniakiem nieziarniczym po zakoniczeniu intensywnego leczenia

Dotychczas przeprowadzone analizy wskazuja na istnienie stanu
supresji ukladu bialokrwinkowego wraz z zaburzeniem liczby i funkcji
komoérek NK bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego, dlatego kolejnym etapem badarn byla analiza
ilosciowa limfocytéow T o fenotypie CD3*CD8highCD57*, ktére stanowia

populacje komoérek wigzanych z immunosupresja [144].

Odsetek tych komoérek wsréd limfocytéw krwi obwodowej badanych
pacjentow zostal okreSlony metoda cytometrii przeplywowej, gdzie
zastosowano podwodjne bramkowanie przedstawione na Rysunku 4.5.1.
Bezwzgledna liczbe tych komorek obliczono na podstawie bezwzglednej

liczby limfocytéw krwi obwodowe;.
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Rysunek 4.5.1. Przyktad sposobu analizy danych uzyskanych w cytometrze przeptywowym —
bramkowania komérek CD3*CD8""CD57": ustalanie regiondw (bramek) zawierajacych
kolejno: limfocyty, komorki CD3*CD8* z wysoka ekspresjg czasteczki CD8, czyli CD3*'CD8"e"
(Q2) i komérki CD3*CD8™"CD57* (Q2-1).

Wstepnej analizy ilosciowej komoérek CD3*CD8highCD57*+ dokonano
u dzieci podzielonych pod wzgledem choroby podstawowej na dwie grupy:
z ostra bialaczka (n=26) i z chloniakiem nieziarniczym (n=7). Wyniki
uzyskane w grupach badanych poréwnano z grupa kontrolng (n=15),

co przedstawia Rysunek 4.5.2.

91



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WYNIKI

18 300

16 A p>0,05 B p>0,05 I

N
a
o

N
=]
o

10

©
i
a
o

Komérki CD3*CD8"I"CD57* [%)]
-
5

Komoérki CD3*CD8"I"CD57* [kom/mm?)]
[
o

2

0 T 25%-75%
ostra biataczka NHL GK ostra biataczka NHL GK

L O Mediana
0

0

Rysunek 4.5.2. Poréwnanie odsetka (A) oraz bezwzglednej liczby komérek CD3*CD8""CD57"
(B) u dzieci z grupy z ostrg biataczkg i chtoniakiem nieziarniczym (NHL) z wynikami
uzyskanymi od grupy kontrolnej (GK). Analizy wykonano testem U Manna-Whitneya. Dane
przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.

Przeprowadzone analizy nie ujawnily istotnych statystycznie réznic
odsetka i liczby komoérek CD3*CD8hishCD57+ ani miedzy dzie¢mi zdrowymi
i dzieémi z grup badanych po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego, ani pomiedzy dzie¢mi z ostrag bialaczka i pacjentami
z NHL. We wszystkich trzech badanych grupach stwierdzono szeroki zakres
wynikow odsetka i bezwzglednej liczby tych komorek.

45.1. Status komoérek CD3*CD8hishCD57+ u dzieci z ostra bialaczka
w kontekscie rodzaju stosowanego leczenia intensywnego

Przeprowadzono réwniez analize iloSciowa immunosupresyjnych
limfocytow T o fenotypie CD3*CD8highCD57* w kontekscie stosowanego
leczenia intensywnego, zréznicowanego dla poszczegélnych grup ryzyka
w ostrej bialaczce limfoblastycznej, a takze z uwzglednieniem stosowania
napromieniania czaszki w grupie dzieci z ostra biataczka.

Wyniki analiz przedstawia Rysunek 4.5.1.1.
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Rysunek 4.5.1.1. Poréwnanie odsetka (1A i 2A) oraz bezwzglednej liczby (1B i 2B) komdrek
CD3*CD8""CD57": (1) u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczng podzielonych pod wzgledem
grupy ryzyka [SR- grupa niskiego ryzyka; IR- grupa posredniego ryzyka; HR- grupa wysokiego
ryzyka] oraz (2) u dzieci z ostrg biataczkg, u ktérych stosowano lub nie napromienianie
osrodkowego ukfadu nerwowego [odpowiednio RT(-) i RT(+)]. Analizy wykonano testem
U Manna-Whitneya. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym
kwartylem.

Mimo obserwowanych r6znic skladu iloSciowego komorek
CD3*CD8highCD57+ u dzieci z ALL z réznych grup ryzyka, gdzie najwyzsza
mediana zaréwno odsetka, jak i bezwzglednej liczby tych komorek
wystepowala u dzieci z grupy posredniego ryzyka (IR), nie stwierdzono
miedzy tymi wynikami istotnosci statystycznej.

Stwierdzano roOwniez nieistotnie statystycznie nizszy odsetek
i bezwzgledna liczbe komoérek CD3+*CD8highCD57+ u pacjentéw z ostrg
biataczka, u ktérych zastosowano radioterapie OUN w polaczeniu

z chemioterapia (odpowiednio p=0,55 i p=0,38).
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PODSUMOWANIE

Liczba i odsetek immunosupresyjnych limfocytow T o fenotypie
CD3*CcD8"8"CD57" nie réinita sie znamiennie miedzy dzieémi z grup badanych
bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia i dzieémi zdrowymi.
Nie stwierdzono réwniez istotnego wptywu zrdéznicowania stosowanego leczenia

na skfad ilosciowy tych komoérek.

4.6. Zmiany statusu komérek CD3*CD8hghCD57+ w okresie 2 lat
po zakoniczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego

Kolejnym etapem badari byla ocena zmian ilosciowych komorek
o fenotypie CD3*CD8highCD57* u pacjentow w okresie obserwacji
po zakonczonym intensywnym leczeniu przeciwnowotworowym. Odsetek
tych komorek wéréd limfocytow krwi obwodowej oceniano za pomoca
cytometrii przeplywowej, a wartosci bezwzglednej ich liczby obliczano
na podstawie wartosci bezwzglednej liczby limfocytéw. U dzieci z ostrg
biataczka krew do badania pobierano co 3 miesigce przez okres
18 miesiecy, a nastepnie po 2 latach od badania poczatkowego, a u dzieci

z NHL badania prowadzono co 3 miesigce przez okres 15 miesiecy.

Tabela 4.6.1. Liczebno$¢ pacjentédw z ostrg biataczkg i NHL w poszczegdlnych fazach badania.

Badanie Ponowne pobranie krwi po:

Licz.ba , wstgpne 3 mjes. 6mies. 9 mies. 12 mies. 15 mies. 18 mies. 24 mies.
pacjentéw [n]
b 26 25 23 19 13 12 9 4
ialaczka
NHL 7 7 7 6 4 4 - -

Miedzy badaniami w poszczegélnych punktach czasowych analizy
przeprowadzono testem Wilcoxona, a poréwnania z grupa kontrolng - testem

U Manna-Whitneya.

94



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska WYNIKI

Wyniki obserwacji statusu komoérek CD3+*CD8hghCD57+ u dzieci
po  zakonczeniu  intensywnego  leczenia  przeciwnowotworowego
przedstawiono ponizej. Na wykresach uwzgledniono réznice istotne

statystycznie w stosunku do badania wstepnego.
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Rysunek 4.6.1. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komérek CD3'CD8"™8"CD57" u dzieci
z ostrg biataczkg w okresie 2 lat po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym
i gornym  kwartylem. *- p<0,05 w stosunku do badania wstepnego.

U dzieci z ostra bialaczka odsetek i bezwzgledna liczba komorek
o fenotypie CD3*CD8highCD57* obnizyly sie¢ znamiennie po 6 miesigcach
od zakonczenia leczenia intensywnego (odpowiednio p=0,027 i p=0,021
w stosunku do badania wstepnego) (Rysunek 4.6.1). Zaobserwowano
rowniez znamienny wzrost odsetka tych komoérek w 15. miesigcu obserwacji

w stosunku do badania poprzedzajacego (p=0,043) [nie zaznaczone
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na wykresie]. Poréwnanie wynikéw dzieci z ostrg biataczky z wartosciami
w grupie kontrolnej wykazalo, iz z wyjatkiem jednorazowo znamiennie
nizszej liczby komorek CD3+*CD8hghCD57+ u dzieci z ostra bialaczka
w 6. miesigcu obserwacji, pozostate wartosci odsetka i liczby tych komorek
byly poré6wnywalne z wartosciami dzieci zdrowych (Tabela 4.6.2 i 4.6.3).

Tabela 4.6.2. Poréwnanie odsetka komdrek CD3'CD8"™"CD57' u dzieci z ostrg biataczka

i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas
4 i Grupa Pacjenci z ostr
p.oo zakonczeniu Y l. ] 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia
Badanie 6,1(0,65-15,6) 0,33 0,5(0,1-12,0) | 0,73
wstepne
3 miesigce 3,7 (0,2-5,0) 0,89 2,9 (0,9-6,8) 0,92
6 miesiecy 0,7 (0,2-11,5) 0,47 5,1(4,6-12,3) 0,23
9 miesiecy 3(0,8-7,6) 1,7 (0,9-4,6) 0,81 3,4 (0,1-14,9) 0,73
12 miesiecy 1,8(0,7-7,3) 0,57 0,8 (0,5-3,6) 0,33
15 miesiecy 8,7 (6,7-12,0) 0,068 0,5 (0,3-4,2) 0,31
18 miesiecy 7,4 (1,2-21,7) 0,30 - -
24 miesigce 3,45 (0,3-6,6) 0,97 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.

Tabela 4.6.3. Poréwnanie bezwzglednej liczby komdrek CD3*cD8"™8"CcD57" u dzieci z ostra

biataczka i chtoniakiem nieziarniczym w okresie odpowiednio 24 i 15 miesiecy po zakorczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas
3 i Grupa Pacjenci z ostr
p_oo zakonczeniu Y l. ] 5 Pacjenci z NHL 5
intensywnego kontrolna biataczka
leczenia

Badanie 80,5 (3,5-167,5) 0,59 7 (2-127) 0,22
wstepne

3 miesigce 30,5 (3-94) 0,27 14 (10-198) 0,37
6 miesiecy 4 (1-91) 0,013 98 (35,5-143) 0,91
9 miesiecy 80 (16-273) 17 (6-36) 0,11 43 (1,5-360,5) 0,65
12 miesiecy 14 (3-121) 0,10 7 (3,5-79,5) 0,12
15 miesiecy 70 (48-153) 0,88 10 (5,5-94,5) 0,19
18 miesiecy 99 (14-194) 0,88 - -
24 miesigce 45 (7-83) 0,064 - -

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.
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U dzieci z chloniakiem nieziarniczym nie wykazano istotnych
statystycznie = réznic  odsetka i  bezwzglednej liczby = komoérek
CD3*CD8highCD57+* w  poszczegdlnych punktach czasowych w ciagu
15 miesiecy po zakoriczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego
(Rysunek 4.6.2) ani przy poréwnaniu tych wartosci z grupa kontrolng (Tabela
4.6.214.6.3).
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Rysunek 4.6.2. Odsetek (A) i bezwzgledna liczba (B) komérek CD3'CD8"™"CD57" u dzieci
z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakorczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym
i gornym kwartylem.

Komoérki CD3*CD8M"I"CD57* [kom/mm?®]

O Mediana
T 25%-75%
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PODSUMOWANIE

U pacjentdw z ostrg biataczka odsetek i bezwzgledna liczba limfocytow T
o fenotypie cD3*cD8"e"cD57" wigzanych z immunosupresjg obnizyly sie
po 6 miesigcach, a po 15 miesigcach ich odsetek znamiennie wzrést. Mimo to, tylko
w jednym punkcie czasowym — po 6 miesigcach obserwacji — odsetek komodrek
CD3'CD8™E"CD57" byt nizszy niz stwierdzany u dzieci zdrowych.

Wahania liczby i odsetka komdrek CD3'CD8"8"CD57* obserwowane
u pacjentow z NHL w okresie 15 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia

nie bylty istotne statystycznie.

4.7. Aktywnos¢ fagocytarna komoérek zernych krwi obwodowej
po zakonczeniu intensywnej chemioterapii w ostrych biataczkach
i NHL u dzieci

Kolejnym etapem badari byla ocena aktywnosci zernej fagocytow
krwi obwodowej: granulocytéw obojetnochtonnych i monocytéw u pacjentow
bezposrednio po zakoniczeniu intensywnego leczenia, a nastepnie w okresie
2 lat obserwacji. Ocene prowadzono z zastosowaniem zestawu Phagotest®,
ktéry pozwala na oznaczenie zdolnosci fagocytozy, czyli stopnia pochloniecia
bakterii Escherichia coli, zarowno calej populacji komérek fagocytujacych
(ogolna aktywnos¢ fagocytarna), jak i oznaczenie ich aktywnosci jednostkowej
poprzez pomiar liczby pochtonietych bakterii na jedna komorke (jednostkowa

aktywnos¢ fagocytarna).

Badanie wstepne, oceniajagce bezposredni wplyw zakoriczonej
intensywnej terapii przeciwnowotworowej na aktywnos¢ fagocytarng
komoérek zernych krwi obwodowej, przeprowadzono 2 tygodnie po jej
zakoriczeniu. Wyniki analizy i poréwnania grup badanych z grupa kontrolna

przedstawiono w Tabeli 4.7.1.
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Tabela 4.7.1. Aktywnos¢ fagocytarna ogdlna i jednostkowa komoérek zernych krwi
obwodowej u dzieci z ostrg biataczkg i z chtoniakiem nieziarniczym 2 tygodnie
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego w poréwnaniu z wartosciami
dzieci zdrowych.

Grupa Pacjenci z ostrg ..
kontrolna (GK) biataczka p Pacjenci z NHL

n=15 n=26 n=7
gocytarma 7.0 869 03 885 g3
neutrocytéw(%)* (81,5-88,5) (62,05-87,9) (73,1-89,1)
]fednostkowa aktywnos¢ 446,77 367,31 0.43 378,19 .
agocytarna ) )
nfutrocytéw(**) (276,93-503,77) (299,33-421,36) (226,74-439,19)
Ogéblna aktywnos$¢ 21,4 254 23,59
fagocytarna ’ 0,25 0,63
monocytow(%)* (3,24-27,6) (13,93-38,22) (4,5-47,7)
]fednostkowa aktywnos¢ 252,31 279,5 03 1573 oa
agocytarna i i ) i b
e (194,07-378,43) (215,11-366,29) (100,64-371,5)

* okresla odsetek komorek, ktore pochtonely badane bakterie
** intensywno$¢ fluorescencji — okresla liczbe bakterii pochtonietych przez 1 komoérke zerng

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono
testem U Manna-Whitneya.

Jak przedstawiono w powyzszej Tabeli, zar6wno u pacjentéw z ostrg
biataczka, jak i u dzieci z chloniakiem nieziarniczym juz po zakonczeniu
intensywnej terapii przeciwnowotworowej aktywnos¢ fagocytarna komorek

zernych byla poréwnywalna z grupa dzieci zdrowych.

4.7.1. Wplyw rodzaju stosowanego leczenia na aktywnosé fagocytarna
komorek zernych krwi obwodowej

Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie analizy aktywnosci Zernej
neutrocytow i monocytéow krwi obwodowej w kontekscie stosowanego
leczenia, dzielac pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczna pod wzgledem
przynaleznoéci do grup ryzyka oraz grupe pacjentoéw z ostra biataczka
- pod wzgledem stosowania lub nie radioterapii osrodkowego uktadu

nerwowego.
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Wyniki analizy wplywu przynaleznosci do grupy ryzyka
na aktywnosc¢ fagocytarng komorek zernych krwi obwodowej po zakoniczeniu
intensywnego leczenia przedstawiono w Tabeli 4.7.1.1, a wptywu radioterapii
OUN na badane parametry - w Tabeli 4.7.1.2.

Poréwnania wynikéw w grupach ryzyka posredniego (IR) i wysokiego
(HR) w stosunku do wartosci z grupy niskiego ryzyka (SR) oraz w grupie
poddanej radioterapii OUN w stosunku do wartoéci w grupie nie poddanej

takiemu leczeniu - wykonano testem U Manna-Whitneya.

Tabela 4.7.1.1. Poréwnanie aktywnosci zernej neutrocytdw i monocytéw u dzieci z ALL
bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia w kontekscie grupy ryzyka.

SR IR pr HR pr
Liczba pacjentéw (n) 10 10 - 3 -
Ogéblna aktywnos$¢ fagocytarna 60,3 81,2 036 80,04 0.69
neutrocytow(%)* (54,4-87,8) (63,8-91,1) ’ (75,21-84,88) ’
Jednostkowa aktywnos¢ 405,76 394,78 058 326,53 0.44
fagocytarna neutrocytow(**) (348,39-380,72) (290,21-435,52) ' (286,69-366,38)
Ogéblna aktywnos$¢ fagocytarna 22,8 30,2 031 15,13 68
monocytow(%)* (2,0-38,34) (23,6-52,3) ! (4,86-25,4) ’
Jednostkowa aktywnos¢ 329,31 243,06 058 152,64 ey

fagocytarna monocytow(**)  (233,13-399,79,(214,12-278,04) (24,32-280,96)

* okresla odsetek komorek, ktére pochtonety badane bakterie

** intensywno$¢ fluorescencji — okresla liczbe bakterii pochtonietych przez 1 komoérke zerng
Aporéwnanie grupy IR i HR z grupa SR

SR- grupa niskiego ryzyka; IR- grupa posredniego ryzyka; HR- grupa wysokiego ryzyka

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.
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Tabela 4.7.1.2. Poréwnanie aktywnosci zernej neutrocytéw i monocytéow u dzieci z ostrg
biataczka po radioterapii OUN - RT(+) i dzieci, u ktérych nie przeprowadzono takiego leczenia

- RT(-).

Grupa RT(+) Grupa RT(-) p
Liczba pacjentéw (n,%) 7 (27%) 19 (73%) -
Ogdlna aktywnos$¢ fagocytarna 84,88 79,9 071
neutrocytow(%)* (75,21-87,8) (60,3-89,89) !
Jednostkowa aktywno$¢ 366,38 382,36 031
fagocytarna neutrocytow(**) (286,69-380,72) (348,39-435,52) !
Ogolna aktywno$¢ fagocytarna 25,4 36,1 034
monocytow(%)* (4,86-35,65) (23,6-49,5) !
Jednostkowa aktywno$¢ 280,96 278,04 0.87
fagocytarna monocytow(**) (216,1-285,53) (214,12-399,79) ’

* okre$la odsetek komorek, ktdre pochtonely badane bakterie
** intensywno$¢ fluorescencji — okresla liczbe bakterii pochtonietych przez 1 komoérke zerng

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya

Analiza aktywnosci fagocytarnej pacjentow po zakoriczonym
intensywnym leczeniu przeciwnowotworowym w kontekscie rodzaju
stosowanego leczenia nie wykazala istotnych statystycznie réznic
miedzy poszczegbélnymi wyodrebnionymi grupami chorych, zaréwno

wsérod pacjentéw z ALL, jak i w calej grupie dzieci z ostra biataczka.

PODSUMOWANIE

Aktywnos$¢ fagocytarna granulocytéw obojetnochfonnych i monocytéw
U pacjentdow z ostrg biataczkg i chtoniakiem nieziarniczym juz po zakornczeniu
intensywnego leczenia byta poréwnywalna z wartosciami w grupie dzieci zdrowych.
Nie stwierdzono réwniez istotnego wptywu zrdéznicowania stosowanego leczenia

na aktywnosc¢ zerng tych komoérek.
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4.8. Zmiany aktywnosci fagocytarnej komoérek zernych krwi obwodowej
w  okresie 2 lat od zakoficzenia intensywnej terapii
przeciwnowotworowej

Po przeprowadzeniu badan wstepnych prowadzono dalsza
obserwacje aktywnosci fagocytarnej komoérek zernych krwi obwodowej
w badanych grupach pacjentéw. U dzieci z ostrg biataczka krew do badan
pobierano co 3 miesigce przez okres 18 miesiecy, a nastepnie po 2 latach
od badania poczatkowego, a u dzieci z NHL badania prowadzono

co 3 miesigce przez okres 15 miesiecy.

Tabela 4.8.1. Liczebnos¢ pacjentdw z ostra biataczkg i NHL w poszczegdlnych fazach badania.

Badanie Ponowne pobranie krwi po:

Licz.ba , wstgpne 3 mjes. 6mies. 9 mies. 12 mies. 15 mies. 18 mies. 24 mies.
pacjentéw [n]
b 26 25 23 19 13 12 9 4
ialaczka
NHL 7 7 7 6 4 4 - -

Miedzy badaniami w poszczegélnych punktach czasowych analizy
przeprowadzono testem Wilcoxona, a poréwnania z grupa kontrolng - testem

U Manna-Whitneya.

4.8.1. Aktywnos¢ fagocytarna  granulocytéow  obojetnochlonnych
w okresie 2 lat od zakoniczenia intensywnej terapii
przeciwnowotworowej

Wyniki obserwacji aktywnosci zernej neutrocytow u dzieci z ostrg
biataczka przedstawiono na Rysunku 4.8.1.1, a u dzieci z chloniakiem
nieziarniczym - na Rysunku 4.8.1.2. Poréwnania badanych parametrow

z warto$ciami grupy kontrolnej przedstawiajaq Tabele 4.8.1.114.8.1.2.
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Rysunek 4.8.1.1. Ogdlna (A) i jednostkowa (B) aktywnos¢ fagocytarna granulocytow
obojetnochtonnych u dzieci z ostrg biataczkg w okresie 24 miesiecy po zakorczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep
miedzy dolnym i gérnym kwartylem.

Jak wspomniano wczedniej, u dzieci z ostra biataczka
juz po zakonczeniu intensywnego leczenia aktywnos$¢ fagocytarna
neutrocytow byla poréwnywalna z wartoSciami u dzieci zdrowych,
nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie odchylen tych wartosci
miedzy badaniem wstepnym a badaniami w kolejnych punktach czasowych
(Rysunek 4.8.1.1). Ponadto zaréwno ogodlna, jak i jednostkowa aktywnosé
granulocytéw obojetnochtonnych u dzieci z ostra bialaczka nie réznita sie

znamiennie od wartosci u dzieci zdrowych przez caly okres prowadzonych

obserwagji (Tabela 4.8.1.1).
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Tabela 4.8.1.1. Poréwnanie aktywnosci fagocytarnej granulocytéw obojetnochtonnych
u dzieci z ostrg biataczkg w okresie 24 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas

Ogolna aktywnos¢ fagocytarna

Jednostkowa aktywnosc¢ fagocytarna

, . neutrocytow neutrocytow
po zakonczeniu
intensywnego
leczenia Grupa Dzieci z ostra Grupa Dzieci z ostrg
kontrolna biataczka g kontrolna biataczka
Badanie 83,69 367,31
wstepne (62,05-87,9) 0,36 (299,33-421,36) 0,42
- 75,4 331,22
3 miesiace (703-803) %2 (203,64-658,25) °°
. 84,35 379,55
6 miesiecy (70,7-92,3) 08 (317,37-604,17) %
- 88,46 449,99
9 miesiecy 870 (75,8-90,55) 9 446,77 (273,47-601,41) 77
(81,5-88,5) (276,93-503,77)
12 miesiecy 81,73 0,57 412,71 0,97
(77,9-84,5) (283,99-488,15)
. 90,4 475,65
15 miesigey (52,8-932) 089 (350,76-610,11) 37
- 89,05 287,95
18 miesigcy (72,7-01,3) 48 (232,68-504,74) 08
- 86,49 484,83
24 miesigce (716921) 7 (377,73-557,65) O+

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono testem

U Manna-Whitneya.

Podobnie jak u dzieci z ostrg biataczka, w grupie dzieci z chtoniakiem

nieziarniczym réwniez nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian

aktywnosci zZernej neutrocytow miedzy badaniem wstepnym a badaniami

w kolejnych punktach czasowych (Rysunek 4.8.1.2), a ogdlna i jednostkowa

aktywnos¢ tych komoérek byla poréwnywalna z wartosciami dzieci zdrowych

od badania wstepnego przez caly okres prowadzonych obserwacji (Tabela

48.1.2).
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Rysunek 4.8.1.2. Ogdlna (A) i jednostkowa (B) aktywnosc

mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.
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Tabela 4.8.1.2. Poréwnanie aktywnosci fagocytarnej granulocytéw obojetnochtonnych
u dzieci z chtoniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy po zakonczeniu intensywnego

leczenia przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas

Ogolna aktywnos¢ fagocytarna

Jednostkowa aktywnosc¢ fagocytarna

, . neutrocytow neutrocytow
po zakonczeniu
intensywnego
i Grupa Grupa
(el 2 Dzieci z NHL p s Dzieci z NHL p
kontrolna kontrolna
Badanie 88,5 378,19
wstepne (73,1-89,1) 0,78 (226,74-439,19) 0,38
- 87,2 500,24
3 miesiace (58759135 % (395,59-527,42) %
- 90,6 505,99
6 miesiecy 870 (89,3-04,7) 009 446,77 (364,18-666,1) o1
(81,5-88,5) (276,93-503,77)
9 miesiecy 88,75 0,61 441,85 0,73
(85,05-90,95) (254,47-682,46)
- 83,2 555,5
12 miesigcy (635-03,1) 78 (547,61-664,96) 20”1
- 85,8 475,3
15 miesigey (58,8-9164) 073 (436,65-637,97) 38

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono testem

U Manna-Whitneya.

4.8.2. Aktywnos¢ fagocytarna monocytéw w okresie 2 lat od zakonczenia
intensywnej terapii przeciwnowotworowej

Jednoczeénie z  oceng  aktywnosci  zZernej  granulocytow

obojetnochtonnych przeprowadzano badanie aktywnosci fagocytarnej
monocytéw. Wyniki tych obserwacji u dzieci z ostrg biataczka przedstawiono
na Rysunku 4.8.2.1, a u dzieci z chloniakiem nieziarniczym - na Rysunku
4.8.2.2. Poréwnania badanych parametréw z wartosciami grupy kontrolnej

przedstawiaja Tabele 4.8.2.114.8.2.2.
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Rysunek 4.8.2.1. Ogdlna (A) i jednostkowa (B) aktywnos¢ fagocytarna monocytéw u dzieci
z ostrg biataczkg w okresie 24 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym
i gornym kwartylem.

U dzieci z ostra bialaczka nie stwierdzono istotnych statystycznie
zmian aktywnosci zernej monocytéw w kolejnych badaniach w ciggu 2 lat
po zakonczeniu intensywnego leczenia (Rysunek 4.8.21), a ogoélna
i jednostkowa aktywnod¢ fagocytarna tych komorek byla od poczatku
prowadzonych obserwacji poréwnywalna z wartosciami grupy kontrolnej,
z wyjatkiem badania po 18 miesigcach od zakonczenia intensywnego leczenia,

gdy stwierdzono jednorazowo znamiennie wyzsza ogolng aktywnos¢ zerna

monocytow u dzieci z ostra bialaczka (Tabela 4.8.2.1).
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Tabela 4.8.2.1. Porédwnanie aktywnosci fagocytarnej monocytdw u dzieci z ostrg biataczka
w okresie 24 miesiecy po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego

z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

Czas

Ogolna aktywnos¢ fagocytarna

Jednostkowa aktywnosc¢ fagocytarna

, . monocytéw monocytow

po zakonczeniu

intensywnego
leczenia Grupa Dzieci z ostra Grupa Dzieci z ostrg

kontrolna biataczka g kontrolna biataczka

Badanie 25,4 279,5

wstepne (13,93-38,22) 14 (215,11-366,29) O3
. 16,7 190,67

3 miesiace (107-297) % (145,0382,75) %
. 25,09 334,42

6 miesigcy (11,0-36,85) 024 (201,0-381,01) 72
- 26,3 351,06

9 miesigcy (17,93-38,63) %’ (185,36-420,25) 89

21,4 252,31

jesi (3,24-27,6) 20,2 (194,07-378,43) 316,24

12 miesigcy (101-28,6) %3 (206,88-382,41) 53
L 14,7 252,98

15 miesigey (10,4-67,3)  O° (157,61-419,38) %7
. 42,53 255,02

18 miesigcy (39,4-43,9) %013 (186,16-316,21) 0%
. 16,07 316,21

24 miesigce (549-3817) 7° (266,42-464,4) !

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono testem U

Manna-Whitneya

W grupie dzieci z chloniakiem nieziarniczym, mimo stwierdzanych

réznic w zaréwno ogoélnej, jak i jednostkowej aktywnosci Zernej monocytow

miedzy poszczegdlnymi punktami czasowymi obserwacji (Rysunek 4.8.2.2),

zmiany nie byly istotne statystycznie.

Roéwniez poréwnanie wynikow

z calego okresu obserwacji u tych pacjentow z wartosciami stwierdzanymi

u dzieci zdrowych nie ujawnilo znamiennych réznic miedzy tymi grupami

(Tabela 4.8.2.2).
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Rysunek 4.8.2.2. Ogdlna (A) i jednostkowa (B) aktywnos¢ fagocytarna granulocytow
obojetnochtonnych u dzieci z chioniakiem nieziarniczym w okresie 15 miesiecy
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Dane przedstawione jako
mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem.
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Tabela 4.8.2.2. Poréwnanie aktywnosci fagocytarnej monocytdw u dzieci z chtoniakiem
15 miesiecy po
przeciwnowotworowego z wynikami uzyskanymi od grupy kontrolnej.

nieziarniczym w

okresie

zakonczeniu

intensywnego

leczenia

Czas

Ogolna aktywnos¢ fagocytarna

Jednostkowa aktywnosc¢ fagocytarna

, . monocytéw monocytow
po zakonczeniu
intensywnego
i Grupa Grupa
(el 2 Dzieci z NHL p 2 Dzieci z NHL p
kontrolna kontrolna
Badanie 23,59 157,3
wstepne (4,5-47,7) 0,63 (100,64-371,5) 0,15
. 25,55 253,31
3 miesiace (79437 % (208,71-286,03)
. 33,7 373,65
6 miesigcy (13,6-658) %0 (260,53-419,02) 31
21,4 252,31
iesi (3,24-27,6) 12,1 (194,07-378,43) 253,16
9 miesigcy (10,26:22,3) % (187,76-a44,26) %0
. 10,3 316,96
12 miesigcy (3,79-105) 31 (124,79-382,41) 73
- 35,9 354,12
15 miesigey (53502) 0% (233,21-417,33) 03

Dane przedstawione jako mediana i rozstep miedzy dolnym i gérnym kwartylem. Analizy przeprowadzono testem U

Manna-Whitneya

PODSUMOWANIE

Aktywnos$¢ fagocytarna granulocytéw obojetnochfonnych i monocytéw

U pacjentow z ostrg biataczkg i chtoniakiem nieziarniczym, poczgwszy od badania
wstepnego po zakonczeniu intensywnego leczenia, poprzez okres odpowiednio
24- i 15-miesiecznej obserwacji byta porownywalna z wartosciami w grupie dzieci
zdrowych. Nie stwierdzono rowniez istotnych statystycznie wahan tych parametréw

miedzy poszczegdlnymi punktami czasowymi prowadzonych obserwacji.
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4.9. Zapadalnos¢ na infekcje w okresie 2 lat po zakoniczeniu intensywnego
leczenia ostrej bialaczki i NHL u dzieci

Kolejnym etapem badann byla analiza zapadalnosci na infekcje
pacjentow z ostra biataczka i chloniakiem nieziarniczym po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego i korelacja z wynikami badan

laboratoryjnych.
Infekcje u badanych pacjentéw skategoryzowano jako:

1/ infekcje o lekkim przebiegu, bezgoraczkowe, o etiologii prawdopodobnie

wirusowej, okreslane jako przeziebienia, leczone objawowo;

2/ infekcje sredniociezkie, z objawami goraczki, o etiologii prawdopodobnie
bakteryjnej lub potwierdzone mikrobiologicznie zakazenia bakteryjne,

wymagajace antybiotykoterapii, leczone ambulatoryjnie;

3/ infekcje o ciezkim przebiegu (zapalenia pluc, posocznice), potwierdzone
mikrobiologicznie, =~ wymagajace  szerokospektralnej antybiotykoterapii

podawanej dozylnie i leczenia skojarzonego w warunkach szpitalnych;

4/ grzybicze zapalenie jamy ustne;.

Analize zapadalnosci na infekcje i ich przebiegu u pacjentéw z ostra
biataczka przeprowadzono uwzgledniajac okres 24-miesiecznej obserwacji,
a u pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym - okres 12 miesiecy. Ze wzgledu
na to, iz liczebnos¢ pacjentow w obu grupach zmniejszala sie w kolejnych
etapach badari, do okredlenia zapadalnosci na infekcje w okreslonych
przedzialach czasowych (obejmujacych 6 i 12 miesiecy) przyjeto wspétczynnik
,osobomiesiecy” (obliczenia wspélczynnikéw dla poszczegélnych grup
w pierwszym i drugim roku obserwacji przedstawiaja ponizsze wzory).
Uwzglednienie wspoélczynnika n* (liczba pacjentéw w 1 miesigcu obserwagji
w danym przedziale czasowym) pozwolilo nastepnie na okreslenie liczby

infekcji u 1 pacjenta w ciggu 1 miesigca obserwagji.
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liczha infekcji w ciggu x miesigcy

n. =
! X
A . nl+n2+n3+n4)* 3
n =
1z
B
. [(S + nEY * 3]+ (07 * &)
n =
12
gdzie: n; - liczba infekcji w 1 miesigcu

n*- liczba pacjentéw w 1 miesigcu obserwacji (A - w pierwszym
roku; B - w drugim roku po zakorczeniu intensywnego

leczenia)

nl, n2, n3, n4 - liczba pacjentéw w kolejnych etapach badan
w pierwszym roku obserwacji (odpowiednio
po 3, 6, 9 i 12 miesigcach od zakonczenia

intensywnego leczenia)

n5, n6, n7 - liczba pacjentow w kolejnych etapach badan
w drugim roku obserwacji (odpowiednio
po 15, 18 i 24 miesigcach od zakoriczenia

intensywnego leczenia)

Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w Tabeli 4.9.114.9.2.
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Tabela 4.9.1. Zapadalnos¢ na infekcje pacjentdw z ostrg biataczkg i chtoniakiem
nieziarniczym w pierwszym i drugim roku po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego.

Czas po zakonczeniu intensywnej terapii:

. . I rok
| pétrocze Il pétrocze EACZNIE Il rok
n* 24 16 20 7
R
5 infekcje o lekki
S infekcje o lekkim 13 17 30 7
= przebiegu
gt __Infekeje 21 21 42 1
| Sredniociezkie
[%2] . . e qs
: infekcje o'cu—;;zklm 8 4 12 0
— przebiegu
(]
: . .
3 grszlcze Zapal.enle 3 3 6 0
S jamy ustnej
&
LACZNIE 37 41 78 8
n* 7 5 6 -
infekcje o lekkim 3 4 7 i
E przebiegu
-4 infekcje 2 1 3 i
N $redniociezkie
(=]
: - . " . "
g infekcje o_cu—;;zklm 1 0 1 i
S przebiegu
A grzybicze zapalenie
: : 2 0 2 -
jamy ustne]j
LACZNIE 7 5 12 -

n*- liczba pacjentéw w 1 miesigcu obserwacji w danym przedziale czasowym;
NHL - chtoniak nieziarniczy
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Tabela 4.9.2. Zapadalno$¢ na infekcje w pierwszym i drugim roku po zakorczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego w przeliczeniu na 1 pacjenta z ostrg
biataczka i chtoniakiem nieziarniczym.

Czas po zakonczeniu intensywnej terapii:

) ] | rok
| pétrocze Il potrocze FACZNIE Il rok
n* 24 16 20 7
) infekcje o lekkim 0.54 1,06 15 1
N przebiegu ' ’ ’
= infekcje
g | | nfekde 0,875 1,31 21 014
2 Sredniociezkie
& infekcje o ciezkim
5 ' 0,33 0,25 0,6 0
3 przebiegu
N . ;
= grzyblcze zapal.enle 0,125 0,19 0,3 0
£ jamy ustnej
‘S | Infekcje/1 pacjenta
«
& EACZNIE L5t 256 > Y
Infekcje/1pacjenta/ 025 042 0,325 0,09
1miesigc ’ ' ’ :
n* 7 5 6 -
infekcje o lekkim 043 0.8 1,16 -
przebiegu ' ' ’
= infekcje
E Sredniociezkie 0.28 02 o0 -
N . . . e qls
= infekcje o'c1e;zk1m 0,14 0 0,16 -
£ przebiegu
'g grzybicze Zapal.enie 028 0 033 -
A jamy ustnej ' :
Infekcje/1 pacjenta -
EACZNIE e o 20
Infekcje/1pacjenta/ -
1miesiac e 016 -

n*- liczba pacjentéw w 1 miesigcu obserwacji w danym przedziale czasowym;
NHL - chtoniak nieziarniczy

Jak pokazano w Tabeli 4.9.2, u pacjentow z ostra biataczka
stwierdzono zwiegkszenie zapadalnosci na infekcje w drugim poéiroczu
po zakoriczeniu intensywnego leczenia w przeliczeniu na jednego pacjenta,
przy czym w tym okresie dominowaly infekcje o $redniociezkim przebiegu

(przynajmniej jedno zachorowanie u jednego pacjenta w ciaggu 6 miesiecy)
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i dwukrotnie wzrosta zapadalnoé¢ na infekcje o lekkim przebiegu w tej grupie
dzieci. = Za$ czestos¢ zachorowan na infekcje o ciezkim przebiegu
oraz grzybicze zapalenia jamy ustnej zmniejszyta sie w drugim poéiroczu
obserwacji, a w drugim roku od zakoriczenia leczenia intensywnego
nie zaobserwowano ich wystepowania. W drugim roku obserwacji prawie
czterokrotnie zmniejszyla sie réwniez ogélna zapadalno$¢ na infekcje
u pacjentow z ostra bialaczka i wystepowaly gltéwnie infekcje o lekkim
przebiegu (jedno zachorowanie u jednego pacjenta w ciaggu roku) (Tabela
4.9.2).

U dzieci z chloniakiem nieziarniczym przez okres 12 miesiecy
stwierdzono niewielka ogélng zapadalnos¢ na infekcje - niewiele ponad jedna
infekcje o lekkim przebiegu na jednego pacjenta (Tabela 4.9.2), trzykrotnie
w ciggu roku wystapily w tej grupie infekcje o Sredniociezkim przebiegu
i tylko jedno zachorowanie wymagajace leczenia w warunkach szpitalnych
w pierwszym p6troczu po zakoniczeniu intensywnego leczenia (Tabela 4.9.1).

W poréwnaniu do pierwszego polrocza, w drugim poéiroczu
obserwacji stwierdzono dwukrotny wzrost zapadalnosci na infekcje o lekkim
przebiegu w przeliczeniu na jednego pacjenta, poréwnywalng czestos¢
infekcji o éredniociezkim przebiegu oraz brak infekcji o ciezkim przebiegu

i zapalerr jamy ustnej o etiologii grzybiczej (Tabela 4.9.2).

49.1. Zwiazek zapadalnosci na infekcje z badanymi parametrami
odpornosci nieswoistej u dzieci z ostra bialaczka w okresie 2 lat
po zakonczeniu intensywnego leczenia

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie czy istnieje zwigzek miedzy
zapadalnoscia na infekcje a zmianami iloSciowymi i czynnoSciowymi
parametréw immunologicznych obserwowanymi u dzieci po zakoriczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Analize te przeprowadzono
w grupie dzieci z ostra bialaczka ze wzgledu na wieksza liczebnos¢ tej grupy

i wieksza dynamike obserwowanych zmian dotyczacych zapadalnosci
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na infekcje. Ocene korelacji miedzy badanymi parametrami
immunologicznymi a czestoscia infekcji przeprowadzono testem

R Spearmana.

Pierwszym krokiem analizy bylo sprawdzenie korelacji badanych
parametréw immunologicznych ocenionych w badaniu wstepnym z liczba
infekcji u pacjentéw z ostra bialaczka w przedziatach czasowych pierwszego

roku obserwacji (w i II pétroczu).

Wykazano, ze im mniejsza liczbe komoérek CD3-CD16*CD56*
stwierdzano w badaniu wstepnym, tym wiecej infekcji o $redniociezkim
przebiegu wystepowalo u pacjentéw w I poélroczu obserwacji (Rysunek
49.1.1.A), a w ciggu pierwszego roku po zakoriczeniu intensywnego leczenia
- wiecej infekcji o ciezkim przebiegu, wymagajacych leczenia szpitalnego

(Rysunek 4.9.1.1.B).
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Rysunek 4.9.1.1. Korelacje miedzy liczbg komdérek CD3'CD16'CD56" w badaniu wstepnym
a liczbg infekcji o $redniociezkim przebiegu w pierwszym pétroczu po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego (A) oraz liczbg infekcji o ciezkim przebiegu
w ciggu 12 miesiecy obserwacji (B).
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Wykazano réwniez istotny statystycznie zwigzek miedzy liczbg
komoérek CD3-CD16*CD56*CD94* w badaniu wstepnym a liczba infekcji
o lekkim przebiegu w pierwszym roku po zakoficzeniu intensywnego leczenia
- im mniejsza byla liczba tych komoérek u badanych pacjentéw, tym mniej
takich infekcji zanotowano zaréwno w II poélroczu, jak i w ciggu catego
pierwszego roku obserwacji (Rysunek 4.9.1.2.A i B); stwierdzono réwniez
mniej zapalen jamy ustnej o etiologii grzybiczej w I pétroczu po zakoriczeniu

intensywnego leczenia (Rysunek 4.9.1.2.C).
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Rysunek 4.9.1.2. Korelacje miedzy liczbg komérek CD3'CD16°CD56'CD94" w badaniu
wstepnym a liczbg infekcji o lekkim przebiegu w ciggu 12 miesiecy (A) i w drugim pétroczu
obserwacji (B) oraz liczbg grzybiczych zapalen jamy ustnej w pierwszym pétroczu
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego.
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Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie czy obserwowane zmiany liczby
i odsetka komoérek CD3-CD16*CD56*CD9%4- mialy wplyw na czestos¢ infekgcji
u dzieci z ostra biataczka. Zmiany tych wartosci przedstawiono w postaci
procenta, o jaki obnizyly sie po 6 miesigcach w poréwnaniu do badania

wstepnego. Wyniki analiz przedstawiono na Rysunkach 4.9.1.314.9.1.4.
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Rysunek 4.9.1.3. Korelacje miedzy liczbg infekcji w drugim pétroczu po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego a procentem, o jaki obnizyta sie
liczba komérek CD3'CD16°CD56°CD94" po 6 miesigcach od badania wstepnego [*].
Na wykresie A — liczba infekcji ogdtem; B — liczba infekcji o lekkim przebiegu;
C — liczba infekcji o sredniociezkim przebiegu; D — liczba grzybiczych zapalen jamy
ustnej.
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Rysunek 4.9.1.4. Korelacje miedzy liczbg infekcji w drugim pétroczu po zakonczeniu
intensywnego leczenia przeciwnowotworowego a procentem, o jaki obnizyt sie odsetek
komérek CD3'CD16'CDE56'CD94" po 6 miesigcach od badania wstepnego [*]. Na wykresie
A — liczba infekcji ogdétem; B — liczba infekcji o lekkim przebiegu; C — liczba infekcji
o Sredniociezkim przebiegu; D — liczba grzybiczych zapalen jamy ustne;j.

Na powyzszych rysunkach wykazano, ze im bardziej obnizyly sie
liczba i odsetek komoérek CD3-CD16*CD56*CD94* po 6 miesigcach
od zakonczenia intensywnego leczenia w stosunku do wartosci z badania
wstepnego, tym mniej infekcji zaobserwowano u dzieci z ostra biataczka
w kolejnym poélroczu obserwacji. Taka zalezno$¢ wykazano réwniez,
analizujgc rodzaj infekcji w tym okresie - zwlaszcza w odniesieniu
do zachorowan na grzybicze zapalenie jamy ustnej, gdzie zbadane ujemne

korelacje byly istotne statystycznie.
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PODSUMOWANIE

Obserwujgc badane dzieci po zakonhczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego, stwierdzono, iz u pacjentow z ostrg biataczka
— w porownaniu do pacjentéw z NHL — wystepowata kilkakrotnie wyzsza zapadalnos¢
na infekcje, zwtaszcza o Sredniociezkim i ciezkim przebiegu w pierwszym roku
obserwacji. U dzieci z ostrg biataczka, po poczatkowym zwiekszeniu liczby infekcji
w drugim poétroczu po zakorniczeniu intensywnego leczenia, wystgpit znaczny spadek
zachorowan w drugim roku obserwacji. U dzieci z NHL zapadalnos¢ na infekcje
zmniejszyta  sie  juz w drugim podtroczu po  zakonczeniu leczenia

przeciwnowotworowego.

Badanie zwigzku zaburzen odpornosci nieswoistej z zapadalnoscig
na infekcje u dzieci z ostrg biataczkg wykazato, iz mniejsza liczba komdrek NK
(CD3°CD16'CD56%) w badaniu wstepnym sprzyjata wystepowaniu u pacjentéw infekcji
o Sredniociezkim i ciezkim przebiegu, a wieksza liczba komdrek
CD3'CD16°CD56'CD94" korelowata z wieksza zapadalnoscig na infekcje o lekkim
przebiegu i grzybicze zapalenia jamy ustnej, przy czym obnizanie sie liczby tych
komérek miato rowniez zwigzek ze zmniejszeniem zapadalnosci na infekcje

w pierwszym roku obserwaciji.
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5. DYSKUSJA

Prezentowana praca porusza kwestie wystepowania zaburzen
odpornosci nieswoistej u dzieci, bedacych konsekwencja stosowanego leczenia
przeciwnowotworowego. Obserwacje obejmowaly jednoczasowo pacjentow
z nowotworami ukladu krwiotwoérczego i limforetikularnego: z ostra
biataczka (zaréwno limfoblastyczng, jak i szpikowq) oraz z chloniakiem
nieziarniczym. Leczenie przeciwnowotworowe stosowane u tych chorych
rézni sie terapeutycznymi schematami podawania lekéw, czasem trwania
i intensywnoscig terapii, jednakze podobieristwo rodzaju i sumarycznych
dawek stosowanych w tych chorobach cytostatykéw (Zalaczniki 8 i 9),
dziatajacych mielo- i immunosupresyjnie, skionito do poszukiwania zaburzen
immunologicznych jednoczes$nie w obu tych grupach pacjentow.

Badanie wstepne obejmowalo ocene morfologii krwi obwodowej
oraz parametréw odpowiedzi nieswoistej po dwoch tygodniach
od zakorczenia intensywnej terapii, czyli po przerwie regeneracyjnej.
W dalszych etapach obserwowano zmiany tych wartosci w odstepach
3-miesiecznych w okresie 2 lat u dzieci z ostrg bialaczka i w okresie

15 miesiecy u pacjentow z NHL.

W badaniu wstepnym wykazano, iz u dzieci z ostra biataczka,
u ktérych okres leczenia intensywnego byt istotnie dluzszy niz w grupie
z chloniakiem nieziarniczym, stan supresji dotyczyl ukladu czerwono-
i bialokrwinkowego oraz w kilku przypadkach plytkotwoérczego. Dzieci
z ostra biataczka mialy zaburzenia w postaci leukopenii z bezwzgledna limfo-
i neutropenia, podczas gdy u pacjentéw z chtoniakiem nieziarniczym, obok
niedokrwistosci, stwierdzano jedynie tendencje do nizszych wartosci
bezwzglednej liczby leukocytow ze znamienng limfopenig. Po zakoriczeniu
intensywnej terapii w obu badanych grupach wykazano takze wysoki odsetek
monocytéw. Natomiast badanie wplywu rodzaju stosowanego leczenia

na parametry morfologii krwi obwodowej u pacjentow z ostra biataczka
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wykazalo istotnie nizsze wartosci bezwzglednej liczby limfocytow
i monocytow u pacjentow poddanych radioterapii centralnego ukladu
nerwowego. Zrdznicowanie chemioterapii pod wzgledem grup ryzyka
nie wykazalo istotnego wplywu na badane parametry ukiadu

biatlokrwinkowego.

Ponadto po zastosowanym leczeniu przeciwnowotworowym
u analizowanych pacjentéw nie wystepowaly zalezne od wieku réznice
odsetkowe uktadu bialokrwinkowego, charakterystyczne dla dzieci

zdrowych.

Analizy badan prowadzonych co 3 miesiace wykazaly, iz stan supresji
ukladu bialokrwinkowego utrzymywat sie znacznie dluzej w grupie dzieci
z ostra bialaczka w poréwnaniu do pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym.
Dzieci te mialy leuko-, neutro- i limfopenie odpowiednio przez okres 15, 12
i 18 miesiecy, przy czym do 15. miesigca wszystkie otrzymywaly
chemioterapie doustna w ramach leczenia podtrzymujacego remisje.
U pacjentow z NHL limfopenia byla obserwowana tylko do 3. miesigca
po zakonczeniu intensywnego leczenia. Ciekawe bylo réwniez to, iz u dzieci
z ostra bialaczka catkowita liczba krwinek bialych oraz odsetek i catkowita
liczba limfocytéw obnizyly sie istotnie po 3 miesigcach w stosunku do badania
wstepnego. Odwrotng tendencje zaobserwowano w stosunku do monocytéw
badanych dzieci - w grupie z ostra bialaczka podwyzszony odsetek tych
komorek utrzymywal sie przez 18 miesiecy obserwacji, natomiast w grupie
z NHL - wyzsze wartoéci w stosunku do grupy kontrolnej obserwowano

tylko w badaniu wstepnym.

Poza analiza zmian iloSciowych wukladu biatokrwinkowego
przeanalizowano réwniez status poszczegélnych komoérek ukladu
odpowiedzi nieswoistej. W  Dbadaniu bezposrednio po zakonczeniu
intensywnego leczenia zaobserwowano istotnie obnizony odsetek
i  bezwzglednag liczbe komérek NK  oraz odsetek  komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%+ wsrod limfocytéw krwi obwodowej u pacjentow
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z ostra bialaczka, a takze tendencje do nizszych wartosci liczby komorek
CD3-CD16*CD56* u dzieci z NHL. Aktywnos¢ cytotoksyczna komérek NK
byla poréwnywalna do grupy kontrolnej w obu badanych grupach juz
po zakoriczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego. Analiza
wplywu zréznicowania stosowanego leczenia na status komoérek NK ujawnita
ré6znice w aktywnosci tych komoérek u pacjentow z ostra biataczka
limfoblastyczng w zaleznosci od grupy ryzyka - najwyzsza aktywnoscé
zaobserwowano u pacjentow z grupy wysokiego ryzyka (HR), najnizsza
- u dzieci z grupy ryzyka posredniego (IR). U pacjentéw z grup wyzszego
ryzyka wykazano réwniez wyzsze wartosci bezwzglednej liczby i odsetka
komoérek CD3-CD16*CD56*CD94*. Natomiast chorzy po radioterapii OUN
wykazywali tendencje do wyzszej aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK

w poréwnaniu do pacjentéw nie poddanych takiemu leczeniu.

Dodatkowo przeprowadzona analiza statusu komoérek NK
u 3 pacjentow, u ktérych w czasie prowadzenia obserwacji rozwingl sie
aktywny proces nowotworowy, ujawnila, iz dzieci te, co najmniej miesigc
przed postawieniem diagnozy, mialy znacznie podwyzszona aktywnos¢
komoérek NK, a takze wyzsze odsetki komérek CD3-CD16*CD56*
i CD3-CD16*CD56*CD9%* w stosunku do dzieci zdrowych oraz pozostatych
dzieci z badanych grup. U jednego pacjenta, u ktérego wykonano dodatkowe
badanie w dniu postawienia rozpoznania dotyczacego wtdérnego procesu

nowotworowego, stwierdzono z kolei skrajnie niskg aktywnos¢ komoérek NK.

Dalsze obserwacje statusu komorek NK wykazaly bardziej
dynamiczne zmiany u pacjentéw z ostra biataczky anizeli u chorych z NHL.
U dzieci z tej grupy zaobserwowano trzykrotny znamienny wzrost
aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK w stosunku do badania wstepnego -
w 3., 9.1 12. miesigcu po zakonczeniu intensywnego leczenia, przy czym
wartoéci te byly istotnie wyzsze od stwierdzanych w grupie kontrolnej
w 9.112. miesigcu obserwacji. Po 6 miesigcach od zakoriczenia intensywnego

leczenia (i badania wstepnego) obnizyly sie odsetek i bezwzgledna liczba
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zar6wno komorek CD3-CD16*CD56%, jak i komoérek CD3-CD16*CD56+*CD94+,
a bezwzgledna liczba tych populacji komérek utrzymywala sie na nizszym
poziomie przez 18 miesiecy obserwacji, podczas gdy odsetek komoérek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* byt nizszy niz w grupie kontrolnej az do 2 lat
od zakoriczenia intensywnego leczenia. Co ciekawe - u pacjentéw z ostrg
biataczka obnizanie odsetka komoérek CD3-CD16*CD56* w stosunku
do wartosci dzieci zdrowych obserwowano cyklicznie co 6 miesiecy.

Jedyna znamienna zmiang statusu komoérek NK u pacjentéow z chloniakiem
nieziarniczym w okresie 15-miesiecznej obserwacji byl wzrost aktywnosci
cytotoksycznej tych komorek wraz z jednoczasowym obnizeniem ich

bezwzglednej liczby po 3 miesigcach od zakoniczenia leczenia.

Kolejna populacja komorek oceniana u dzieci po zakonczonym
leczeniu  przeciwnowotworowym  byly limfocyty T o fenotypie
CD3*CD8highCD57+, ktérych niespecyficznie hamujace dziatanie na komorki
NK, LAK oraz limfocyty T i B, opisywane jest w licznych stanach
chorobowych przebiegajacych z immunosupresja. W obu badanych grupach
pacjentéw  zaréwno odsetek, jak i bezwzgledna liczba komoérek
CD3*CD8highCD57* po zakonczeniu intensywnej terapii nie r6znily sie istotnie
od wartosci stwierdzanych w grupie kontrolnej, a takze nie stwierdzono
istotnego wplywu radioterapii ani zr6znicowania leczenia w réznych grupach

ryzyka w ALL na sktad iloéciowy tych komorek.

Analizy prowadzone co 3 miesigce wykazaly znamienne obnizenie
odsetka i bezwzglednej liczby komoérek CD3+CD8highCD57+ po 6 miesiacach
oraz wzrost ich odsetka po 15 miesigcach od badania wstepnego u dzieci
z ostra biataczka. Jednakze tylko w 6. miesigcu od zakoriczenia intensywnego
leczenia wartoéci odsetka tych komorek réznily sie istotnie (byly nizsze)
od wartosci w grupie kontrolnej.

U pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym nie obserwowano istotnych zmian

ilosciowych komoérek CD3*CD8highCD57+ w trakcie prowadzonych obserwagji,
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wartosci ich odsetka i bezwzglednej liczby byly poré6wnywalne z wartosciami

dzieci zdrowych.

W pracy oceniano réwniez aktywnosc¢ fagocytarng komorek zernych
krwi obwodowej - granulocytéw obojetnochlonnych i monocytéw,
nie stwierdzajac zaburzern ich funkcji ani istotnego wplywu rodzaju
stosowanej terapii juz bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia
zarOwno u pacjentow z ostra biataczka, jak i chloniakiem nieziarniczym.
Prawidlowa funkcja zerna tych komoérek w obu badanych grupach pacjentéw
- poréwnywalna z grupa kontrolng - byla obserwowana przez caly okres
trwania projektu, bez istotnych wahant miedzy poszczegélnymi punktami

czasowymi prowadzonych obserwagji.

Ostatnim celem niniejszej pracy bylo wykazanie czy obserwowane
zaburzenia i zmiany statusu ukladu odpowiedzi nieswoistej wplywaja
na czestoé¢ i rodzaj infekcji u badanych pacjentéw po zakonczeniu
intensywnego leczenia. Przeanalizowanie wystepowania infekcji o ré6znym
przebiegu, w tym roéwniez infekcji ciezkich, zagrazajacych zyciu,
wymagajacych leczenia szpitalnego wykazalo, iz w pierwszym roku
po zakonczeniu intensywnego leczenia zapadalno$¢ na infekcje byla
kilkakrotnie wyzsza u dzieci z ostrg bialaczka niz u pacjentéw z chloniakiem
nieziarniczym. Roéznica ta dotyczyla zwlaszcza wystepowania zakazer
o Sredniociezkim i ciezkim przebiegu. Dzieci z ostra biataczky zapadaly
na infekcje 2znacznie czeSciej w pierwszym polroczu obserwacji
niz w drugim, a liczba zachorowan w tej grupie chorych zmniejszyla sie
znaczaco dopiero w drugim roku po zakoriczeniu intensywnego leczenia.
Natomiast u dzieci z chloniakiem nieziarniczym zapadalnoé¢ na infekcje
zmniejszyta sie juz w drugim pélroczu po zakoriczeniu terapii

przeciwnowotworowej.

Badanie zwigzku zaburzern odpornoéci nieswoistej z zapadalnoscig

na infekcje, przeprowadzone w grupie pacjentéw z ostra bialaczka, wykazalo,
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iz mniejsza bezwzgledna liczba komérek NK (CD3-CD16*CD56%) sprzyjala
wystepowaniu u tych dzieci wigkszej liczby infekcji o Sredniociezkim
i ciezkim przebiegu, a wieksza bezwzgledna liczba komoérek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* korelowata z wieksza zapadalnoscia na infekcje
o lekkim przebiegu (o etiologii prawdopodobnie wirusowej) i grzybicze
zapalenia jamy ustnej. Zaobserwowano réwniez, iz obnizanie sie liczby
komoérek CD3-CD16*CD56*CD9%4* po 6 miesigcach od badania wstepnego
mialo tez zwigzek ze zmniejszeniem zapadalnosci na infekcje

u pacjentéw z ostrg biataczka w pierwszym roku obserwagji.

Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wynikoéw, bezposrednio
po zakoriczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego wystepuja
zaburzenia liczby i funkcji komoérek uktadu odpornosci nieswoistej, dotyczace
glownie komorek NK, bardziej nasilone u pacjentéw z ostra bialaczka
niz u dzieci z chloniakiem nieziarniczym. Odbudowa tego ukladu nastepuje
nieréwnomiernie, u dzieci z ostrg bialaczka wolniej niz u chorych z NHL,
a stan supresji ukladu komoérek NK koreluje z czestoscig i przebiegiem infekcji
u badanych pacjentéw, zwlaszcza w okresie pierwszego roku po zakonczeniu

intensywnej terapii przeciwnowotworowe;j.

5.1. Wplyw intensywnego leczenia przeciwnowotworowego na parametry
odpowiedzi nieswoistej

Wiegkszoé¢ prac prezentowanych przez badaczy dotyczy wytgcznie
lub przede wszystkim zaburzenn odpowiedzi swoistej po zakoriczonym
leczeniu przeciwnowotworowym i wskazuje na uszkodzenie odpornosci
komoérkowej: obnizenie liczby i wupo$ledzenie funkcji limfocytéow T
[79,84,86,87,90,93,96] oraz humoralnej: zaburzenia dotyczace limfocytéw B
[79,83,84,86,87,90,92-94], obnizone poziomy immunoglobulin w surowicy,
glownie IgG i IgM [79,83,84,86,87,90,92,94,96] czy niewystarczajaca odpowiedz
poszczepienng [85-87,91].
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Dane literaturowe wskazujace, iz po agresywnej chemioterapii,
bez wzgledu na rodzaj nowotworu, wystepuje obnizenie catkowitej liczby
krwinek biatych, a wsréd nich zwlaszcza limfocytéw i granulocytow
obojetnochtonnych  [83,86-88,94,139] sa zgodne jedynie z wynikami
uzyskanymi w analizowanej grupie pacjentéw z ostra bialaczka.
Mimo, iz w pracy Bow E. ]J. rowniez obserwowano taki wplyw leczenia
mielosupresyjnego na komoérki ukltadu bialokrwinkowego pacjentow
z chioniakami i nowotworami litymi [139], u dzieci z NHL przedstawionych
w niniejszej pracy stwierdzono tylko nieznacznie obnizong liczbe leukocytéw
i limfopenie. Moze to wskazywac na nieopisywana dotad u takich pacjentow
mniejszg wrazliwos¢ szpiku kostnego, nie zajetego pierwotnie procesem
nowotworowym, na leczenie mielosupresyjne oraz na jego wieksza zdolnos¢

regeneracyjna po skoniczonej chemioterapii.

Obok opisywanej w wielu pracach neutropenii [139,140,143], badacze
podnosza réwniez temat zaburzonej funkcji chemotaktycznej i fagocytarnej
tych komorek jako podstawowej przyczyny rozwoju ciezkich infekcji
u pacjentéw otrzymujacych leczenie przeciwnowotworowe [50,80,81,142].
Pisarek J. w badaniach u dzieci z ALL po zakoriczeniu intensywnego leczenia
obserwowata obnizong zdolnos¢ fagocytarna neutrofili w stosunku do bakterii
Escherichia coli, Staphylococcus aureus oraz grzyboéw Candida albicans [50].
Najnizsze wartosci aktywnosci zernej tych komorek byly stwierdzane
zwlaszcza po radioterapii OUN [50], podobnie jak opisano w innych pracach
[142]. Z kolei Hofmann W-K. i wsp. obserwowali cze$ciowa poprawe
aktywnosci fagocytarnej granulocytéw obojetnochlonnych u dorostych
pacjentow z ALL i AML po chemioterapii w poréwnaniu do wartosci
obserwowanych u pacjentéw nieleczonych, nie stwierdzajac réznic miedzy
grupami z réznym typem biataczki. @ Wartosci te po =zakoriczeniu
intensywnego leczenia byly jednak nadal nizsze niz w grupie kontrolnej [80].

Wyniki uzyskane u dzieci z ostra bialaczka, przedstawione

w niniejszej pracy, sa korzystniejsze niz u podobnych pacjentéw opisanych
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we wspomnianych pracach, gdyz mimo wystepujacej neutropenii,
nie stwierdzano u tych chorych, podobnie jak w grupie dzieci
z NHL, zaburzenri funkcji fagocytarnej granulocytéw obojetnochtonnych juz
po zakonczeniu leczenia przeciwnowotworowego. Nie wykazano réwniez
wplywu zréznicowania stosowanej terapii na te wartosci. Moze to wynika¢
ze wzrastajacej obecnie roli profilaktyki neutropenii w protokotach
intensywnej chemioterapii za pomoca czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytow (G-CSF, ang. granulocyte colony-stimulating factor).
Cytokina ta, obecnie rutynowo stosowana w leczeniu neutropenii
indukowanej chemioterapia [21,28,39-42,158,159], skraca istotnie czas jej
trwania [158-161], a takze wplywa na poprawe funkcji Zernych granulocytéw
obojetnochtonnych [162,163]. Utrzymywanie sie uposledzonej funkcji tych
komoérek u pacjentéw opisanych we wspomnianych pracach [50,80,81,142]
bylo prawdopodobnie zwigzane z niestosowaniem jeszcze wéwczas rutynowo
G-CSF w schematach terapeutycznych ostrych bialaczek i innych
nowotworéw, podczas gdy wszyscy pacjenci analizowani w prezentowanej
pracy otrzymywali w czasie intensywnej terapii filgrastim (G-CSF), co mogto
pozytywnie wplynag¢é na poprawe funkci fagocytarnej granulocytow
obojetnochtonnych, obserwowana po zakonczonym leczeniu

przeciwnowotworowym i niewykluczone, ze takze w czasie jego trwania.

Przeprowadzone w niniejszej pracy poréwnanie ilosciowe wszystkich
komoérek ukladu bialokrwinkowego miedzy grupami ryzyka w ALL
nie wykazalo istotnych réznic, co =znalazlo réwniez potwierdzenie
w literaturze [87,164,165]. Poréwnujac grupe dzieci z ALL z grupy ryzyka
standardowego i wysokiego, Luczynski i wsp. nie zaobserwowali réznic
w wartosciach liczby leukocytéw oraz w procentowej zawartosci limfocytow
i ich subpopulacji miedzy tymi grupami [164]. Podobnie Ek T. i wsp. [87]
oraz Kosmidis S. i wsp. [165], ktérzy przeprowadzili poréwnanie catkowitej
liczby limfocytéw u dzieci z ALL podzielonych pod wzgledem grupy ryzyka,

nie wykazali wplywu tak zréznicowanego leczenia na badane wartosci.
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Kosmidis S. i wsp. nie zaobserwowali ponadto istotnego wptywu radioterapii
profilaktycznej centralnego ukladu nerwowego u dzieci z ostra biataczka
limfoblastyczng na liczbe i funkcje limfocytow krwi obwodowej,
nieznamienno$¢ wynikoéw tlumaczac zbyt mala grupa badanych pacjentow
[165].

W przedstawianej pracy stwierdzono natomiast istotne obnizenie
liczby i odsetka limfocytow oraz liczby monocytow po zastosowanej
radioterapii OUN u pacjentéw z ostra biataczka, co potwierdzaja prace innych
autoréw, opisujace supresyjny wplyw energii jonizujacej na komorki uktadu
immunologicznego [72,166,167]. Edgren J. i Weber T. H. opisali to zjawisko
na podstawie badant prowadzonych in vitro [166], a Lacoste-Collin L. i wsp.
oceniali wptyw wielkoSci dawki oraz czestotliwodci stosowania energii
jonizujacej na komorki pochodzace od myszy z chloniakiem B-komérkowym

poddanych radioterapii [167].

Podobne, jak obserwowane w niniejszej pracy, zwiekszenie odsetka
monocytéw w obu grupach pacjentow po zakoniczonym leczeniu
przeciwnowotworowym, bylo opisywane przez Komada Y. i wsp. [89]
u dzieci z ostrag bialaczka limfoblastyczng oraz przez Muszyfiska-Rostan K.
i wsp. [90] u pacjentow z ALL i NHL, a zwiekszenie bezwzglednej liczby tych
komorek u dzieci z ALL przez Pietras W. [125]. Komada Y. i wsp. wykazali
ponadto zwiekszong produkcje TNF-a przez monocyty, sugerujac,
iz zwiekszenie dzialania zalezy od wigkszej liczby tych komoérek [89].

Pacjenci badani w niniejszej pracy mieli oceniang jedynie funkcje
fagocytarng monocytéw, ktéra, mimo ich wyzszego odsetka, byla
poréwnywalna z grupa dzieci zdrowych. Moglo to rowniez by¢ zwigzane
z efektem stosowania u tych chorych filgrastimu (G-CSF) w czasie
intensywnego leczenia, podobnie jak w przypadku opisanej wczeéniej funkcji
zernej neutrocytow. W literaturze wykazano bowiem wplyw tego leku
na og6lng mobilizacje komoérek macierzystych hematopoezy CD34* miedzy

innymi u chorych otrzymujacych megachemioterapie lub po przeszczepach
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szpiku kostnego [157,168-170]. Ponadto zwiekszenie liczby monocytéow
we krwi obwodowej bylo opisywane rowniez u chorych z ostra biataczka
szpikowg, ktérzy otrzymywali G-CSF z powodu neutropenii po zakonczeniu

chemioterapii [171,172].

Ciekawe wyniki przedstawili réwniez Takamatsu Y. i wsp., ktérzy
stwierdzili wyzsza produkcje cytokin IL-6, G-CSF i IL-13 in vitro w hodowlach
monocytow pobranych od pacjentéw ze schorzeniami hematologicznymi
po zakoniczeniu intensywnej chemioterapii w poréwnaniu z hodowlami
monocytéw  pochodzacych od oséb zdrowych, sugerujagc aktywne
zaangazowanie tych komorek, jak réwniez limfocytéw T, w indukcje

hematopoezy po mielosupresji wywotanej chemioterapia [173].

Opisane przez innych autoréw oraz przedstawione w niniejszej pracy wyniki
badarn dotyczacych monocytow przemawiaja za ich znaczaca rolg
w odbudowe réznych ukladéw komorek szpiku kostnego u pacjentéw,
u ktérych stosowano leczenie mielosupresyjne z powodu ostrej biataczki

i chloniaka nieziarniczego.

Niewielu badaczy, oceniajacych wplyw leczenia immunosupresyjnego
na komorki ukladu bialokrwinkowego u dzieci, uwzglednia zmiany skladu
odsetkowego limfocytéw i granulocytéw obojetnochtonnych nastepujace
w wieku rozwojowym. Ek T. i wsp. odstapili od badania wplywu wieku
na badane parametry ze wzgledu na podobny rozklad wieku w grupie
pacjentéw z ostra bialaczka oraz w grupie kontrolnej [8§7]. Natomiast
Kosmidis S. i wsp., poréwnujac dzieci z ALL podzielone na grupy powyzej
i ponizej 7. roku zycia, wykazali jedynie réznice dotyczace niektorych
subpopulacji limfocytow (CD19*, CD3DR*, CD34RO* i CD16*) [165].
W niniejszej pracy zaobserwowano z kolei, iz u analizowanych pacjentow
nie wystepowaly zalezne od wieku r6znice odsetkowe ukladu
bialokrwinkowego po zakoriczeniu intensywnego leczenia

przeciwnowotworowego, co moze $wiadczy¢ o nieréwnomiernej, osobniczo
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niezaleznej od wieku odbudowie uktadu bialokrwinkowego po zastosowanej

terapii.

Co ciekawe, u zdecydowanej wiekszosci sposréd badanych dzieci
stwierdzono prawidlowgq liczbe plytek krwi juz 2 tygodnie po zakoriczeniu
intensywnego leczenia, podczas gdy w literaturze opisuje sie zwykle
wystepowanie maloptytkowosci u pacjentéw po chemioterapii [174-176], ktére
wynika ze szczegélnie toksycznego dzialania cytostatykow na komorki
z krotkim okresem przezycia [73]. U analizowanych pacjentéw nastepowata
doéc¢ szybka regeneracja uktadu ptytkotwoérczego, zwigzana prawdopodobnie
z szybszym wyrzutem ze szpiku kostnego najmlodszych krazacych form
plytek krwi, zawierajacych jeszcze duze ilosci mRNA (ang. reticulated platelets)
[177].  Zjawisko to jest obecnie przedmiotem wielu badan [175-181],
a obserwowano je miedzy innymi u pacjentéow z AML juz $rednio 20 dni

po rozpoczeciu chemioterapii indukcyjnej [178].

Dane literaturowe dotyczace statusu komoérek NK po zakoriczonym
leczeniu przeciwnowotworowym nie sg jednoznaczne. W wiekszosci
wczeéniejszych prac [78,82,87,89,124,182], podobnie jak u dzieci z ostrg
biataczka opisanych w przedstawianej pracy, wykazano obnizong liczbe
i/lub odsetek komorek NK u pacjentéw z ALL, ktérzy zakoriczyli intensywna
terapie. Z kolei inni autorzy, zaréwno we wczeéniejszych pracach [125,183],
jak i w badaniach najnowszych [92,93,165], nie obserwowali zaburzen
ilosciowych komoérek NK juz bezposrednio po zakonczeniu intensywnej

terapii u dzieci z ALL.

Jeszcze bardziej zréznicowane u réznych badaczy sa obserwacje zaburzen
ilosciowych komoérek NK u pacjentow z guzami litymi po leczeniu
przeciwnowotworowym. W analizowanej grupie dzieci z chloniakiem
nieziarniczym stwierdzono tendencje do nizszych wartosci liczby komorek
NK, aczkolwiek poréwnywalnych z grupa dzieci zdrowych juz bezposrednio
po zakonczonym leczeniu. Podobnie prawidlowa liczbe tych komorek

po chemioterapii obserwowali Alanko S. i wsp. u 11 pacjentéw z réznymi
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guzami litymi (w tym u dwoéch z NHL) [78]. Mustafa M. M. i wsp,,
poréwnujac pacjentow z ALL, ziarnica ztosliwa (HD) i niehematopoetycznymi
guzami litymi, stwierdzili, iz obnizona liczba komérek NK po skoriczonej
chemioterapii wystepowata u wiekszego odsetka dzieci z HD niz u dzieci
z ALL, a w najmniejszym stopniu dotyczyla pacjentéw z guzami litymi [182].
Odmienne obserwacje zaprezentowal z kolei zesp6ét Kantar M. i wsp. -
badacze ci oceniali liczbe komoérek NK w momencie zakonczenia
chemioterapii u 22 pacjentéw z guzami litymi (w tym u pieciorga dzieci
z NHL), stwierdzajac znamiennie wyzsze wartosci liczby tych komorek

w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz dzieci z ALL [92].

W literaturze przedstawiono réwniez niejednolite dane dotyczace
aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK po zakonczonej chemioterapii.
Reittie J. E. i wsp. stwierdzili obnizong aktywnos¢ tych komoérek w stosunku
do komoérek K562 po 4-6 tygodniach od zakonczenia chemioterapii
u pacjentéw z ostra biataczka szpikowsq [183], a Gado J. i wsp. wykazali
obnizong aktywnos¢ komoérek NK u wiekszosci badanych dzieci z ALL
oraz u czesci pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym i innymi guzami litymi

[184].

Natomiast w niniejszej pracy zaobserwowano, iz aktywno$¢ komoérek NK
w obu badanych grupach byla poré6wnywalna z wynikami w grupie dzieci
zdrowych juz po zakoriczonym leczeniu przeciwnowotworowym. Wykazano
jednak roéznice tych wartosci w grupach podzielonych pod wzgledem
intensywnosci leczenia. Najwyzsza aktywnosé cytotoksyczng komorek NK
stwierdzono u pacjentéow z ALL z grupy wysokiego ryzyka, a takze
u pacjentdw z ostra biataczka, u ktérych przeprowadzono radioterapie OUN.
Moze to wskazywaé¢ na nadmierng stymulacje funkcji tych komoérek
wywolana Dbardziej agresywnym leczeniem, co znalazlo réwniez
potwierdzenie we wczeéniejszych badaniach Yamada S., gdzie wykazano

zwiekszenie aktywnosci komoérek NK u dzieci z ALL po radioterapii [126].
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Obserwowane w niniejszej pracy obnizenie odsetka komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* u pacjentéw z ostra biataczka po intensywnej terapii
przeciwnowotworowej (w poréwnaniu z grupa kontrolng) oraz wykazanie
dodatniej korelacji odsetka i liczby tych komoérek z intensywnoscia leczenia
okreslong przynaleznoscia do grupy ryzyka w ALL sa unikatowe ze wzgledu
na dotychczasowy brak danych w piSmiennictwie dotyczacych tej populacji
komoérek u podobnych chorych. Fakt wystepowania u pacjentéw z grup
wyzszego ryzyka wiekszego odsetka i liczby tych komoérek moze by¢
zwigzany z redystrybucja do krwi komoérek o wiasciwosciach potencjalnie
hamujacych aktywnos¢ cytotoksyczna komoérek NK [117,122,123], ktora, jak
wspomniano, byla nadmiernie pobudzona u pacjentéw z ALL leczonych

bardziej agresywna terapia.

Mimo stanu supresji obserwowanego u analizowanych pacjentéw
po zakoriczonym leczeniu przeciwnowotworowym, nie stwierdzono u nich
zwiekszonego odsetka i liczby komoérek CD3+CD8highCD57+ o wiasciwosciach
niespecyficznie immunosupresyjnych. Zwiekszona liczba tych komoérek byta
juz wczeéniej obserwowana w stanach przebiegajacych z supresja uktadu
immunologicznego [144,146,148-156], jednakze nie ma dotychczas danych
literaturowych  dotyczacych ich statusu po stosowaniu chemio-
czy radioterapii. Na podstawie wynikéw uzyskanych w prezentowanej pracy
mozna  przypuszczaé, iz stan supresji istniejacy po  leczeniu
przeciwnowotworowym nie jest zwigzany ze zwiekszona liczba komorek

CD3*CD8hishCD57+.

5.1.1. Rola komérek NK w monitorowaniu progresji i wznowy procesu
nowotworowego w ostrej bialaczce i chtoniaku nieziarniczym

Niezwykle ciekawa, przypadkowa obserwacje stanowily badania
statusu komoérek NK u 3 pacjentéw z rozwijajagcym sie subklinicznie
procesem  nowotworowym. Znacznie  podwyzszona  aktywnos¢

komérek NK oraz wyzsze odsetki komoérek CD3-CD16*CD56*
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i CD3-CD16*CD56*CD94*, poczatkowo traktowane jako prawdopodobny
btad laboratoryjny, okazaly sie wczesnymi markerami rozwijajacego sie
wtérnego nowotworu (miesaka Ewinga i ostrej biataczki szpikowej)
u dwojga pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczna oraz progresji

choroby podstawowej u pacjenta z chtoniakiem nieziarniczym.

W literaturze wykazano, iz w momencie rozpoznania nowotworu,
podobnie jak u opisanego w prezentowanej pracy pacjenta B.W., aktywnos¢
komorek NK jest obnizona [64,65,67,185-187]. Tajima F. i wsp. opisali to
zjawisko rowniez u dorostych pacjentow ze wznowa ostrej biataczki [188],
a w pracy Konjevié¢ G. i wsp. zaobserwowano ponadto, iz stopierr obnizenia
funkcji cytotoksycznej tych komorek zalezy od klinicznego stopnia
zaawansowania choroby [64]. Odmienne wyniki badarn zaprezentowal
w swojej pracy zespot Alvarado C. S. i wsp. - wykazali oni bardzo duza
aktywnos¢ cytotoksyczng komoérek NK w stosunku do komoérek K562
w momencie rozpoznania zlosliwych nowotworéw litych u dzieci, tym

wyzsza, im wyzszy byl stopient zaawansowania klinicznego choroby [189].

Ze wzgledu na zdolnos¢ komoérek NK do niszczenia komorek
transformowanych nowotworowo [99-102,190] ich niska aktywnosc¢
cytotoksyczna wigzana jest z osobniczg predyspozycja do rozwoju nowotworu
[185-187,191,192], a przez niektérych autoréw uznawana takze za czynnik

prognostyczny wczesnej wznowy procesu nowotworowego [186,188,193].

W zwiazku z odmiennymi obserwacjami u r6znych autoréw zasadne
wydaje sie pytanie postawione w pracy Pross H. F. i Lotzova E. [170]: ,Czy
niska aktywnos¢ komorek NK w guzach litych i biataczkach sprzyja
powstawaniu, czy jest wynikiem choroby nowotworowej?”  Réwniez
obserwacje w niniejszej pracy moga sugerowacd, ze nie zawsze jest tak, iz to
niska wyjsciowa aktywnos¢ komoérek NK sprzyja powstawaniu nowotworéw
(jak w przypadku niektérych pierwotnych zespotéw niedoboréw odpornosci
[191,192]), tylko moze ona by¢ wynikiem ich niekontrolowanego rozwoju

i konsekwencja wyczerpania potencjalu onkolitycznego komorek NK,
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nastepujacego po fazie jego nadmiernego pobudzenia. Zjawisko to jest
skutkiem dzialania niezwykle zlozonych mechanizméw prowadzacych
do ucieczki nowotworu przed kontrola immunologiczna [194]. Moga to
potwierdza¢ réwniez wyniki wspomnianych wczesniej badari zespolu
Konjevi¢ G. i wsp., wskazujace na to, iz aktywnos¢ cytotoksyczna komorek
NK znaczgco maleje wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania rozwijajacego
sie¢ nowotworu [64]. Wedlug niektérych autoré6w moze to by¢ zwiazane
miedzy innymi z wysokim poziomem TNF-a, IL-6 i IL-10 w surowicy [195] czy
tez podwyzszonym poziomem rozpuszczalnych receptorow dla cytokin
modulujacych funkcje komérek NK [196], co w efekcie zaburza ich aktywnos¢
cytotoksyczna [196,197].

W zwiazku z takimi obserwacjami przydatne wydaje si¢ wiec monitorowanie
statusu komorek NK, a zwlaszcza ich aktywnosci cytotoksycznej, u pacjentow
pozostajagcych w remisji choroby podstawowej, celem wczesnego wykrycia
subklinicznego rozwoju procesu nowotworowego, podobnie jak proponowat

to zesp6t Mori T. [193].

5.2. Regeneracja ukladu immunologicznego w  czasie leczenia
podtrzymujacego remisje i po jego zakonczeniu

Badania zajmujace sie ocena ukladu immunologicznego u dzieci
wyleczonych z choroby nowotworowej, a zwlaszcza z ostrej bialaczki,
prowadzone s3 w poszukiwaniu mozliwoéci zapobiegania odleglym
i przetrwalym powiklaniom leczenia przeciwnowotworowego, do ktérych
nalezy miedzy innymi wieksza podatno$¢ na zakazenia u tych pacjentow.
Dotychczasowe badania nie wskazuja jednoznacznie, jak dlugo moze trwac
stan regeneracji uktadu odpornosciowego u pacjentéw, ktérzy zakonczyli
terapie przeciwnowotworowgq, cho¢ zdaniem wielu autoré6w normalizacja

wiekszosci parametréw nastepuje w ciggu 6-12 miesiecy [87,92-94].
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Zgodnie z danymi literaturowymi [72,92,96] w przedstawianej pracy
wykazano, iz u dzieci z ostra bialaczka stan supresji ukladu
bialokrwinkowego utrzymywal sie dluzej niz u pacjentow z chloniakiem
nieziarniczym. U analizowanych pacjentéw z ostra bialaczka obserwowano
tez wiecej zaburzern immunologicznych niz u chorych z NHL - odwrotnie
niz u Mustafa M. M. i wsp. [182], a podobnie jak w pracach zespotéw Alanko

S. [78,94], gdzie poréwnywano grupy z ALL i innymi nowotworami.

Nalezy tu zaznaczyé¢, iz leukopenia obserwowana w trakcie leczenia
podtrzymujacego remisje u pacjentow z ostra biataczka i chioniakiem
T-komoérkowym, wynikala z zalozen terapii w tych grupach chorych, ktére
wymagaja utrzymywania wartosci liczby krwinek bialych w zakresie
2000-3000 kom/pl [21,28,39,40]. Dlatego tez leukopenie u analizowanych
pacjentéw z ostra biatlaczka obserwowano przez okres 15 miesiecy,
gdy wszyscy chorzy z tej grupy otrzymywali leczenie podtrzymujace remisje.
Po tym okresie nastapila normalizacja liczby krwinek biatych, gdy wiekszos¢
sposrod badanych dzieci catkowicie zakonczyla leczenie
przeciwnowotworowe.  Po kolejnych szesciu miesigcach (od catkowitego
zakoriczenia leczenia) stwierdzono wzrost bezwzglednej liczby limfocytow
u dzieci z ostra biataczky, podobnie jak u pacjentéw z NHL, u ktérych
normalizacje liczby tych komoérek obserwowano od 6. miesigca
po zakoriczeniu terapii.

Obserwowane u analizowanych dzieci obnizenie wartosci liczby krwinek
biatych i limfocytéw w trakcie leczenia podtrzymujacego remisje bylo réwniez
opisane w pracy Luczynskiego W. i wsp., dotyczacej monitorowania stanu
immunologicznego pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczng [83].
Natomiast w badaniach Mazura B. i wsp. prawidlowa liczbe limfocytow
wykazano juz po 4 miesigcach od zakonczenia intensywnej terapii u dzieci
z ALL [93]. Z kolei inni badacze obserwowali dluzszy okres powrotu
do normy liczby leukocytéw i limfocytéw u podobnych, jak prezentowani

pacjenci, u niektérych z nich trwajacy nawet powyzej 1 roku od catkowitego
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zakorniczenia leczenia przeciwnowotworowego [94,198]. Badania te dotyczyly
jednak chorych leczonych po koniec lat 80., gdy stosowano inne schematy

terapeutyczne niz obecnie.

Nieco szybszy powrét do wartosci prawidlowych obserwowano
w stosunku do liczby granulocytéow obojetnochlonnych: u dzieci
z chloniakiem nieziarniczym juz od zakonczenia intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego, a u pacjentéw z ostra biataczka po 12 miesiacach
obserwacji, czyli jeszcze w trakcie trwania leczenia podtrzymujacego remisje.
Jest to zgodne z doniesieniami w literaturze, ktére wskazuja, iz czas trwania
neutropenii jest czesto dltuzszy u pacjentéw leczonych bardziej mieloablacyjna
terapia z powodu bialaczki czy przed przeszczepem szpiku kostnego
w poréwnaniu z chorymi leczonymi z powodu chtoniakéw lub nowotworéw
litych [139]. Hofmann W-K. i wsp. [80] w badaniach nad funkcja neutrofili
u 0s6b z ostrg biataczka wykazali tylko czeSciowa jej normalizacje po leczeniu
indukujagcym remisje u pacjentéw z ALL i AML, wskazujac jednakze powrot
do wartosci prawidlowych ich zdolnosci fagocytarnych po tym leczeniu,
podobnie jak obserwowany w grupie pacjentéw analizowanych w niniejszej
pracy. Badanie zdolnosci fagocytarnej komorek zernych krwi obwodowej,
ktére wykazalo szybka jej normalizacje, nie obrazuje wprawdzie catkowitej
funkcji tych komorek, jednakze wyraznie wskazuje na ich duzy potencjal
regeneracyjny, niezalezny od utrzymujacych sie zaburzen ilosciowych

w grupie pacjentow z ostra biataczka.

Ciekawe roéwniez, iz podwyzszony odsetek monocytéw u dzieci
z ostra bialaczka byl obserwowany az przez 18 miesiecy, czyli jeszcze
po zakoniczeniu leczenia podtrzymujacego, podczas gdy u pacjentow
z chloniakiem nieziarniczym jego wartosci powrédcily do normy juz
po 3 miesigcach od zakoriczenia leczenia. Podwyzszony odsetek tych
komoérek utrzymujacy sie¢ znamiennie powyzej jednego roku od catkowitego
zakorniczenia leczenia obserwowano juz wcze$niej u pacjentow z ALL i NHL

[90]. Jak wspomniano, moze to by¢ zwiazane z prawdopodobnym udziatem

137



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska DYSKUSJA

monocytéw w odbudowie szpiku kostnego po terapii mielosupresyjnej,
manifestujgcym sie, obok wyzszej produkcji odpowiednich cytokin, wyraznie

zwiekszonym ich odsetkiem wsréd leukocytow krwi obwodowej [173].

Dotychczasowe dane literaturowe nie okre$laja tez jednoznacznie,
jak dlugo trwa regeneracja ukladu komorek NK po leczeniu
przeciwnowotworowym - w wiekszoéci prac normalizacja liczby tych
komoérek obserwowana bylta bezposrednio [92,93,125,165,183], a najpOZniej
do 6. miesigca po zakonczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego [78,87,124]. Jednak niektérzy badacze obnizenie
liczby komorek NK u pacjentéw z ALL obserwowali w okresie calego leczenia
podtrzymujacego remisje [83,182], a w prezentowanej pracy przez 18 miesiecy,
czyli nawet po jego zakonczeniu. Wigkszoé¢ autoréw jest natomiast zgodna,
iz znacznie dluzej u podobnych pacjentéw utrzymuje si¢ obnizenie odsetka
komoérek NK. W niniejszej pracy w grupie pacjentéw z ostra biataczka -
przez 18 miesiecy po zakoriczeniu intensywnego leczenia, w badaniach
zespolu Muszynskiej-Rostan K. i wsp. u pojedynczych pacjentow nawet
powyzej 1 roku od calkowitego zakoriczenia terapii przeciwnowotworowej
[90], a wedlug Ohnishi K. i wsp. u chorych z ostra biataczka szpikowa nawet

po 10 latach od zakoriczenia chemioterapii [79].

Obserwowane w analizowanej grupie chorych z ostra bialaczka wahania
odsetka komoérek NK cyklicznie co 6 miesiecy znalazly odzwierciedlenie
w pracach innych autoréw [82,165], w ktérych réwniez opisano zaskakujace
zmiany iloSciowe tej populacji komoérek. Kosmidis S. i wsp. zaobserwowali
obnizenie sie prawidlowego wczedniej odsetka komoérek NK po 12 miesigcach
od zakoriczenia intensywnego leczenia i utrzymywanie sie go na takim
poziomie do 18. miesigca obserwacji u pacjentéw z ALL [165]. Natomiast
Mazur B. i wsp. stwierdzili wzrost liczby tych komoérek po 12 miesigcach
zarbwno w stosunku do wartosci dzieci zdrowych, jak i do badania

poczatkowego [82].
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Ciekawa obserwacja w niniejszej pracy, bez odniesierr literaturowych, bylo
stwierdzenie niskiego odsetka i liczby komoérek CD3-CD16*CD56*CD94*
odpowiednio przez 24 i 18 miesiecy w stosunku do wartosci u dzieci
zdrowych. Nieznana jest rola tych komérek w utrzymywaniu sie stanu
immunosupresji, lecz pozostawanie ich wartosci na nizszym poziomie moze
mie¢ raczej korzystny wplyw na ogélny stan regeneracji ukladu

immunologicznego i jego reaktywnos¢ w stosunku do zagrazajacych infekcji.

Jak wspomniano wczeéniej, aktywnos¢ cytotoksyczna komoérek NK
u pacjentéw opisywanych w niniejszej pracy juz po zakonczeniu
intensywnego leczenia znajdowala si¢ w zakresie wartoéci prawidlowych,
a w badaniach innych autoréw u wiekszosci chorych ulegata szybkiej
normalizacji [78,184]. Natomiast obserwowane kilkakrotnie u analizowanych
pacjentéw zwiekszenie aktywnosci komoérek NK w trakcie trwania leczenia
podtrzymujacego remisje, nie obserwowane dotychczas u innych badaczy,
moze wskazywac na rekompensowanie nadmierng aktywacja obnizonej liczby

tych komorek.

U pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym zaobserwowano nieznaczne zmiany
statusu komoérek NK po zakoriczonym leczeniu przeciwnowotworowym -
jednorazowe obnizenie si¢ ich liczby po 3 miesigcach obserwacji
wraz ze wzrostem aktywnosci cytotoksycznej. Ma to prawdopodobnie
znikome znaczenie ze wzgledu na pozostawanie tych wartosci w zakresie
wartosci prawidlowych w pozostalym okresie, podobnie jak u innych
pacjentow z nowotworami litymi opisanych we wczesniejszych pracach

[78,92,182].

Na podstawie przeprowadzonych dlugofalowych obserwacji liczby
i odsetka komoérek CD3+*CD8highCD57+ oraz niespecyficznych wahani tych
wartoéci nie mozna jednoznacznie wykazaé, iz te komorki odgrywajg
jakakolwiek role w supresji uktadu immunologicznego u pacjentéw z ostra
biataczka i chloniakiem nieziarniczym po zakoriczeniu leczenia

przeciwnowotworowego.
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5.3. Zaburzenia odpowiedzi nieswoistej a zapadalno$¢ na infekcje
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego

Jak wspomniano wcze$niej w oparciu o dane literaturowe i wykazano
na podstawie prezentowanych wynikéw badan, w wyniku leczenia
przeciwnowotworowego dochodzi do znacznego oslabienia funkcji uktadu
immunologicznego. Stan immunosupresji, ktérego kliniczng manifestacja jest
zwiekszone ryzyko rozwoju powaznych, zagrazajacym zyciu infekcji [83,139],
najwyrazniej obserwowany jest w czasie agresywnej chemioterapii, a odsetek
zgonéw spowodowanych ciezkimi powiklaniami infekcyjnymi podczas
leczenia przeciwnowotworowego, zgodnie z danymi WHO, siega az 6% [199].
Dlatego w programach leczniczych ostrych biataczek i chioniakéw
nieziarniczych u dzieci stosuje sie profilaktyke zakazen Pneumocystis jiroveci
preparatem ko-trimoksazol (trimetoprim-sulfametoksazol), zar6wno w fazie
intensywnej chemioterapii, jak i w czasie leczenia podtrzymujacego remisje
[21,28,39-42]. Po zakoriczeniu leczenia przeciwnowotworowego profilaktyka

taka nie jest juz rutynowo stosowana.

W prezentowanej pracy zapadalnos$¢ na infekcje w pierwszym roku
po zakonczeniu intensywnego leczenia réznila sie znacznie miedzy
pacjentami z ostra bialaczka i chloniakiem nieziarniczym. Mialo to
najprawdopodobniej zwigzek z tym, iz dzieci z ostra bialaczka otrzymywaty
w tym czasie leczenie podtrzymujace remisje. Jednak ciekawa obserwacje
stanowilo stwierdzenie znaczacego wzrostu liczby infekcji u tych pacjentow
w drugim polroczu obserwacji, czego nie potwierdzaja badania innych
autor6w u podobnych chorych [94,124,125]. W pracach tych ogoélna
zapadalno$¢ na infekcje u dzieci z ALL byta podobna w obu pétroczach
po zakoriczeniu intensywnego leczenia, cho¢ w grupie badanej przez zespél
Alanko S. i wsp. wystepowala co najmniej trzykrotnie wyzsza liczba infekgcji
u pojedynczego pacjenta niz w badaniach innych autoréw oraz w niniejszej
pracy [94]. W badaniach tego zespotu wykazano takze znaczacy wzrost liczby

infekcji wymagajacych antybiotykoterapii w drugim pétroczu po zakoriczeniu
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leczenia przeciwnowotworowego, co wigzano z wypisaniem pacjentéw
ze szpitala i zakonczeniem profilaktyki ko-trimoksazolem [94]. W niniejszej
pracy natomiast pacjenci od poczatku leczenia podtrzymujacego przebywali
w domach i przez caly jego okres otrzymywali profilaktyke infekcji, a wieksza
zapadalno$¢ na infekcje stwierdzono u nich w zwiazku z nizsza liczba
komoérek NK, ktéra miala gltéwnie wplyw na wystepowanie infekcji

o $redniociezkim i ciezkim przebiegu.

Taki wptyw obnizonej liczby komérek NK na rozwd¢j infekcji u analizowanych
pacjentow moga potwierdza¢ prace innych autoréw. Orange J. S. podaje
liczne przyklady pierwotnych zaburzefi odpornosci z niedoborem
lub brakiem komoérek NK, takze izolowanym, w obrazie ktérych dominuja
ciezkie infekcje, gléwnie herpeswirusowe, ale tez o innej etiologii [200],
za$ inni badacze wskazuja na znaczaca role zaburzen komoérek NK
w nawracajacych infekcjach u dzieci [201,202]. Opisywano takze niezalezny
wplyw zaburzenn dotyczacych aktywnosci komoérek NK na rozwdj infekeji
o ciezkim przebiegu u ludzi starych [130] oraz noworodkéw [129].
Przedstawiony przez Etzioni A. i wsp. przypadek 2-letniej dziewczynki
z niepomys$lnym przebiegiem zakazenia wirusem ospy wietrznej i pétpasca
w przypadku selektywnego braku komoérek NK [203] moze potwierdzac
niezwykle istotng role tych komoérek w kontrolowaniu infekcji

herpeswirusowych.

W analizowanej grupie dzieci z ostra biatlaczka zaobserwowano
odwrotny wplyw statusu komoérek CD3-CD16*CD56*CD94* niz ogolnej
populacji komérek NK na zachorowalnoé¢ na infekcje. Wyzsza liczba tych
komorek sprzyjata wiekszej czestosci infekcji o lekkim przebiegu i grzybiczym
zapaleniom jamy ustnej, a obnizanie sie ich liczby bylo zwiazane
ze zmniejszeniem ogodlnej zapadalnosci na infekcje w tej grupie pacjentéw.
Obserwacja ta, nie opisana dotad w literaturze, moze sugerowac supresyjny
wplyw komoérek NK CD94* na inne skladowe ukladu immunologicznego

zaangazowane w odpowiedzZ przeciwzakazng, ktéry maleje w miare obnizania
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sie ich liczby we krwi obwodowej. Dziatanie hamujace subpopulacji komérek
CD3-CD16*CD56*CD9%* w stosunku do komoérek NK moze réwniez
potwierdzac¢ fakt dominowania u tych pacjentéw infekcji o lekkim przebiegu
i etiologii prawdopodobnie wirusowej, w zwalczanie ktérych komoérki NK sa

szczegOlnie zaangazowane [98-103].

Wiekszoé¢ badaczy opisuje powszechnie znany zwigzek neutropenii
z rozwojem ciezkich powiklan infekcyjnych, zwlaszcza o etiologii bakteryjnej
lub grzybiczej [81,139,141,143], ale rowniez wirusowej [140,141] u pacjentow
poddanych chemioterapii z powodu biataczki, chioniaka lub nowotworéw
litych. Inni autorzy podkreslajg, iz wieksze znaczenie dla rozwoju infekcji
u takich chorych ma uposledzenie funkcji chemotaktycznych i fagocytarnych
granulocytéw obojetnochtonnych [80,81] i monocytéw [138], ktore koreluje
nie tylko z czestoscia powiklan infekcyjnych, ale réwniez z liczba zgonéw
z powodu zakazen [138]. U opisanych w niniejszej pracy pacjentéw z ostrg
biataczka na podstawie przeprowadzonych analiz nie stwierdzono, opisanego
w literaturze, wplywu zaburzern dotyczacych neutrofili na zapadalnosc¢

na infekcje po zakoriczonej chemioterapii.

Przedstawione wyniki badan wlasnych oraz innych autorow dowodzqg
istnienia zaburzen w zakresie odpornosci nieswoistej po zakoriczeniu intensywnego
leczenia przeciwnowotworowego, czego skutkiem jest wigksza sktonnosc do infekcji
u tych pacjentow. Jednakze, jak pokazano, u dzieci z ostrq biataczkq limfoblastyczng
i szpikowq zaburzenia odpowiedzi nieswoistej sq bardziej nasilone i wystepuje wieksza
zapadalnos¢ na infekcje wraz z wolniejszq regeneracjq uktadu immunologicznego
po zakoticzonej terapii przeciwnowotworowej w pordwnaniu do dzieci z chloniakiem
nieziarniczym. Wskazuje to na koniecznos¢ intensywnego monitorowania stanu
uktadu odpornosci, zwtaszcza u pacjentow z ostrq biataczkq w trakcie leczenia
podtrzymujgcego remisje oraz po jego zakoniczeniu pod kqtem wystepowania
powaznych infekcji ze szczegolnym uwzglednieniem chorych z uposledzong liczbg

i/lub funkcjq komorek NK.
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sugerujq rowniez przydatnos¢ monitorowania
aktywnosci cytotoksycznej komorek NK w celu wczesnego wykrywania wznowy

procesu nowotworowego u pacjentéw pozostajgcych w udokumentowanej remisji

choroby podstawowe;.
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6. WNIOSKI

1. Bezposrednio po zakoriczeniu agresywnego leczenia
przeciwnowotworowego u dzieci wystepuja zaburzenia odpornosci
nieswoistej, ktére manifestuja si¢ obnizong liczbag komorek ukladu
bialokrwinkowego, w tym roéwniez obnizong liczbga komoérek NK
i zaburzeniem ich funkcji cytotoksycznej. Odchylenia te sa znacznie
bardziej nasilone u pacjentéw z ostra bialaczka niz u dzieci z chioniakiem
nieziarniczym i dotycza zwlaszcza tych chorych, ktérzy otrzymali bardziej

agresywna terapie.

2. Obserwowane nieprawidlowosci u dzieci z ostrg biataczka utrzymuja sie
w okresie leczenia podtrzymujacego remisje, a ich normalizacja nastepuje
stopniowo po jego zakoriczeniu. U pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym,
nie poddanych leczeniu podtrzymujacemu, wystepuje szybsza regeneracja

ukladu odpornosci nieswoistej.

3. U dzieci z ostrg bialaczka po zakoriczeniu intensywnego leczenia
przeciwnowotworowego wystepuje wieksza zapadalno$¢ na infekcje
w poréwnaniu z pacjentami z chloniakiem nieziarniczym. U chorych
z ostra bialaczka wykazuje ona zwigzek z obnizong liczba komoérek NK

i podwyzszonag liczba komoérek NK CD94*.
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7. STRESZCZENIE PRACY

Liczne prace publikowane od drugiej polowy ubieglego wieku
poruszaja tematyke zaburzert immunologicznych wystepujacych po leczeniu
przeciwnowotworowym. Wraz ze zmieniajgcymi si¢  schematami
terapeutycznymi i wzrostem agresywnosci stosowanego leczenia znacznie
poprawito sie rokowanie w biataczkach i chtoniakach nieziarniczych u dzieci,
ale jednoczeénie stale rosnie liczba powiklani ostrych i odlegtych, z ktérymi

zwigzana jest rowniez wieksza podatnos¢ na infekcje zagrazajace zyciu.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie rodzaju zaburzen
immunologicznych z zakresu odpornosci nieswoistej po zakonczeniu
agresywnego leczenia przeciwnowotworowego u dzieci z ostra bialaczka
i chioniakiem nieziarniczym, a nastepnie obserwacja tempa powrotu
badanych parametréw do stanu prawidlowego oraz wykazanie czy stan

supresji koreluje z czestoscia i rodzajem zakazen u dzieci w tym okresie.

Badanie wstepne obejmowalo ocene morfologii krwi obwodowej,
wraz z rozmazem ukladu bialokrwinkowego oraz parametréw odpowiedzi
nieswoistej: liczby i funkcji cytotoksycznej komoérek NK (CD3-CD16+*CD56%)
oraz liczby ich subpopulacji o fenotypie CD3-CD16*CD56*CD94*, liczby
komoérek CD3*CD8hghCD57+ oraz liczby i funkcji fagocytarnej komorek
zernych krwi obwodowej. Wykazano woéwczas, iz u dzieci z ostra biataczka,
u ktoérych okres leczenia intensywnego byl istotnie dluzszy niz u pacjentow
z chloniakiem nieziarniczym, stan supresji dotyczyt ukladu czerwono-
i bialokrwinkowego oraz w kilku przypadkach plytkotworczego. Dzieci z tej
grupy mialy niedokrwisto$c¢ i zaburzenia w postaci leukopenii z bezwzgledna
limfo- i neutropenia, podczas gdy u pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym,
obok niedokrwistosci, stwierdzano jedynie tendencje do nizszych wartosci
liczby leukocytéw ze znamienng limfopenig. Po zakonczeniu intensywnej

terapii w obu badanych grupach stwierdzano takze wysoki odsetek
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monocytéw. W grupie pacjentéw z ostra biataczka poddanych radioterapii
centralnego ukladu nerwowego wykazano istotnie nizsze wartosci
bezwzglednej liczby limfocytéw i monocytow w poréwnaniu do chorych,

ktérzy nie otrzymali takiego leczenia.

U pacjentéw z ostra biataczka stwierdzono ponadto istotnie obnizony
odsetek i bezwzgledna liczbe komoérek NK oraz odsetek subpopulacji
komoérek CD3-CD16*CD56*CD94*, a u dzieci z NHL tylko tendencje
do nizszych wartosci liczby komérek CD3-CD16*CD56*.  Aktywnosé
cytotoksyczna komoérek NK byla natomiast poréwnywalna do grupy
kontrolnej w obu grupach badanych juz po zakoficzeniu intensywnego
leczenia przeciwnowotworowego, choé¢ u chorych z ostra biataczka
limfoblastyczng wystepowaly réznice w aktywnosci komoérek NK
w zaleznoéci od grupy ryzyka - najwyzsza aktywnos$¢ zaobserwowano
u pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka (HR), najnizsza - u dzieci z grupy
ryzyka posredniego (IR). U pacjentéw z grup wyzszego ryzyka stwierdzono
tez wyzsze wartosci bezwzglednej liczby i odsetka komorek
CD3-CD16*CD56*CD94*, a chorzy po radioterapii OUN wykazywali tendencje
do wyzszej aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK w poréwnaniu

do pacjentéw nie poddanych takiemu leczeniu.

Badania dotyczace limfocytow T o fenotypie CD3+*CD8highCD57+
wykazaly, iz zaréwno u dzieci z ostrg biataczky, jak i z chloniakiem
nieziarniczym odsetek i bezwzgledna liczba tych komoérek po zakonczeniu
intensywnej terapii nie réznily sie istotnie od wartosci w grupie kontrolnej.
Nie stwierdzono tez istotnego wplywu radioterapii ani zréznicowania
leczenia w réznych grupach ryzyka na ich sktad ilosciowy.

Podobnie oceniajac aktywnos¢ fagocytarng komorek zernych krwi
obwodowej -  granulocytéw  obojetnochlonnych i  monocytow
- nie zaobserwowano zaburzeri ich funkcji ani istotnego wplywu rodzaju
stosowanej terapii juz bezposrednio po zakonczeniu intensywnego leczenia

w obu badanych grupach chorych.
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Analizy badan prowadzonych co 3 miesiace wykazaly, iz stan supresji
ukladu bialokrwinkowego utrzymywal sie znacznie dluzej w grupie dzieci
z ostra bialaczka niz u pacjentow z chloniakiem nieziarniczym. Dzieci te
mialy leuko-, neutro- i limfopenie odpowiednio przez okres 15, 12 i 18
miesiecy, przy czym do 15. miesigca wszystkie otrzymywaly leczenie
podtrzymujace remisje. Dodatkowo zaobserwowano u tych chorych istotne
obnizenie sie catkowitej liczby krwinek bialych oraz odsetka i catkowitej
liczby limfocytéw po 3 miesigcach w stosunku do badania wstepnego,
a podwyzszony odsetek monocytéw utrzymywat sie u nich przez 18 miesiecy
obserwacji. U pacjentéow z NHL limfopenia byla obserwowana tylko

do 3. miesigca po zakorniczeniu intensywnego leczenia.

Réwniez zmiany statusu komérek NK byly bardziej dynamiczne
u pacjentdw z ostra biataczka anizeli u chorych z NHL. U dzieci z tej grupy
zaobserwowano trzykrotny znamienny wzrost aktywnosci cytotoksycznej
komoérek NK w stosunku do badania wstepnego, w tym dwukrotnie
podwyzszony w poréwnaniu z wartoSciami w grupie kontrolnej.
Po 6 miesigcach od zakoriczenia intensywnego leczenia obnizyty sie odsetek
i bezwzgledna liczba zaréwno komoérek CD3-CD16*CD56*, jak i komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%4*. Bezwzgledna liczba obu tych populacji komoérek
utrzymywala sie nastepnie na nizszym poziomie przez 18 miesiecy
obserwacji, podczas gdy odsetek komérek NK CD94+ byl nizszy niz w grupie
kontrolnej az do 2 lat od zakonczenia intensywnego leczenia.
Jedyna znamienna zmiang statusu komérek NK w grupie pacjentéw
z chloniakiem nieziarniczym byl wzrost ich aktywnosci cytotoksycznej
wraz z jednoczasowym obnizeniem bezwzglednej liczby tych komorek

po 3 miesigcach od zakoriczenia leczenia.

U dzieci z ostra biataczka wykazano tez znamienne obnizenie odsetka
i bezwzglednej liczby komoérek CD3+CD8highCD57+ po 6 miesigcach,
a nastepnie wzrost ich odsetka po 15 miesigcach od badania wstepnego.

Natomiast u pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym nie stwierdzano
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istotnych zmian ilodciowych komérek CD3*CD8hishCD57* w trakcie
prowadzonych obserwacji, a badane wartosci byly poréwnywalne z grupa
dzieci zdrowych.

W obu badanych grupach przez caly okres trwania projektu
obserwowano réwniez prawidlowa funkcje Zerna granulocytéw

obojetnochtonnych i monocytow.

Analiza statusu komoérek NK przeprowadzona dodatkowo
u pacjentéw, u ktérych w czasie prowadzenia obserwacji rozwinal sie
aktywny proces nowotworowy, ujawnila, iz dzieci te mialy znacznie
podwyzszona aktywnos¢ cytotoksyczna komoérek NK, a takze wyzsze odsetki
komoérek CD3-CD16*CD56* i CD3-CD16*CD56*CD94* co najmniej miesiac
przed rozpoznaniem w poréwnaniu do wartosci stwierdzanych u dzieci
zdrowych oraz u pozostatych dzieci z badanych grup. U jednego pacjenta,
u ktérego wykonano tez badanie w dniu postawienia diagnozy dotyczacej
wtérnego procesu nowotworowego, stwierdzono skrajnie niska aktywnosé

komorek NK.

Ostatnim celem pracy bylo wykazanie czy obserwowane zaburzenia
i zmiany statusu ukladu odpowiedzi nieswoistej wplywaja na czestosc i rodzaj
infekcji u badanych pacjentéw po zakoriczeniu intensywnego leczenia.
Jak wynika z prowadzonych obserwacji, w pierwszym roku po zakonczeniu
intensywnego leczenia zapadalnoé¢ na infekcje byla kilkakrotnie wyzsza
u dzieci z ostra bialaczka niz u pacjentéw z chloniakiem nieziarniczym,
a roznica dotyczyla zwlaszcza wystepowania zakazernn o Sredniociezkim
i ciezkim przebiegu. Dzieci z ostra bialaczka zapadaly na infekcje znacznie
czesciej w drugim poélroczu obserwacji niz w pierwszym, a liczba zachorowan
zmniejszyla sie¢ u nich znaczaco dopiero w drugim roku po zakoriczeniu
intensywnej terapii. Natomiast u dzieci z chloniakiem nieziarniczym
obserwowano zmniejszenie si¢ zapadalnosci na infekcje juz w drugim

potroczu po zakoniczeniu leczenia przeciwnowotworowego.
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Badanie zwiazku zaburzeri odpornosdci nieswoistej z zapadalnoscig
na infekcje, przeprowadzone w grupie pacjentéw z ostra biataczka, wykazalo,
iz mniejsza bezwzgledna liczba komérek NK (CD3-CD16*CD56%) sprzyjala
wystepowaniu wiekszej liczby infekcji o Sredniociezkim i ciezkim przebiegu,
a wieksza bezwzgledna liczba komoérek CD3-CD16*CD56*CD94* korelowala
z wieksza zapadalnoscia na infekcje o lekkim przebiegu (o -etiologii
prawdopodobnie = wirusowej) i grzybicze zapalenia jamy  ustnej.
Zaobserwowano rowniez, iz obnizanie sie liczby komorek
CD3-CD16*CD56*CD9%4* po 6 miesigcach od badania wstepnego miato
zwigzek ze zmniejszeniem zapadalnosci na infekcje u pacjentéw z ostrg

biataczka w pierwszym roku obserwagji.

Jak wynika z uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw, bezposrednio
po zakonczeniu intensywnego leczenia przeciwnowotworowego wystepuja
zaburzenia liczby i funkcji komérek uktadu odpornosci nieswoistej, dotyczace
glownie komoérek NK, bardziej nasilone u pacjentéw z ostra biataczka niz
u dzieci z chloniakiem nieziarniczym. Odbudowa tego ukladu nastepuje
nierownomiernie, u dzieci z ostra bialaczka wolniej niz u chorych z NHL,
a stan supres;ji ukladu komoérek NK koreluje z czestoscig i przebiegiem infekcji
u pacjentow, zwlaszcza w okresie pierwszego roku po zakonczeniu

intensywnej terapii przeciwnowotworowej.

Uzyskane  rezultaty = sugeruja  konieczno$¢  podejmowania
intensywnego monitorowania stanu ukladu odpornoéci w trakcie leczenia
podtrzymujacego remisje i po jego zakoniczeniu u pacjentéw z ostra biataczka
(zwlaszcza u chorych z uposledzona liczbg i/lub funkcja komoérek NK),
szczegoblnie pod katem  wystepowania powaznych infekcji.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja tez na przydatnosc
monitorowania aktywnosci cytotoksycznej komérek NK w celu wczesnego
wykrycia wznowy procesu nowotworowego u pacjentow pozostajacych

w udokumentowanej remisji choroby podstawowe;j.
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ZAtACZNIK 1
ANKIETA PODSTAWOWA

Dane ogdlne
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7. Datarozpoczecia leczenia podtrzymujgCego......cccvueieeriiirieeeiriiiiiieeeeeniieeeeeesnieeeens
8. Data zakonczenia leczenia podtrzymujgCego.......cccuveeeeiriiirieieiniiiiiieeeesiieiee e
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10. Powazne powiktania infekcyjne podczas leczenia intensywnego (powodujgce
przerwy w terapii)
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Dane z wywiadu

Infekcje przed zachorowaniem (rodzaj, czestosé, gorgczka, limfadenopatia, antybiotyki —

jak czesto, przebieg infekcji, czy pomiedzy infekcjami zdrowy):

ROAZA] INTEKC]i.eeeieeeuetittriiiiiii et e e e e e e e e et ae e e e e e e seeeeeeeeeeeesessassassrsereens

Zakazenia gornych drég
oddechowych

Zapalenia uszu

Zapalenia oskrzeli
i/lub ptuc

Biegunki

Zapalenia jamy ustnej

Zmiany skorne

Alergie

Inne

ANtybiotyKOTErapi€. ...uvieeieiiiieee e Jerreeerrrereraeeeeeaeeaaaan—————
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Badanie przedmiotowe
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Wstepne badania laboratoryjne

Morfologia CRP

Hg g%

Hct % Komérki NK

RBC x10° liczba bezwzgl.

MCV fl liczba wzgledna

MCH pg aktywnosé
cytotoksyczna

MCHC  g/dl Kom. NK CD94+

PLT x10°

WBC x10° Phagotest

granulocyty %

granulocyty

limfocyty %

monocyty

monocyty %

kwasocht. %

Komorki CD8high

zasadocht. %

liczba bezwzgl.

blasty %

liczba wzgledna
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ZALtACZNIK 2

dx d15 d33 w12

111 1

11 ** -

mm°®

HR:
PRED-PR

IR, M3
d15
t(9;22)

HR
1'

HR
2’

HR
3'

t(4;11)

NR d33 '

ALL IC-BFM 2002

" N2 N2 N2 N2
| 6-MP/MTX
12 Gy* only for T-ALL
1] 1] v v
| 10-wk interim maintenance with 6-MP/MTX | 6-MP/MTX ‘
I ¥ N2 ¥ N2
| 6-MP/MTX |
12 Gy* only for T-ALL
1] 1] 1]
6-MP/MTX 4 wk 6-MP/MTX 4 wk | 6-MP/MTX ‘
12 Gy*
AIEOP Allo-sCT*
I 126y" I
| 6-MP/MTX 4wk | | 6-MP/MTX | §
HR HR HR "
i | |2 RE \ 6-MP/MTX | &
BFM 12 Gy*

I S
0

10 12

IBM sampling

4 MTX IT in maintenance therapy
** prot. I’ (DNR 30mg/m” x2 only for patients with BCP-ALL)
* BCP-ALL: MTX 2g/m?/24h x4; T-ALL: MTX 5g/m’/24h x4

*CNS status 1/2: pCRT = 12 Gy q 1,5 Gy per fraction
CNS status 3: tCRT = 12/18 Gy q 1,5 Gy per fraction — dosage by age at treatment delivery
Infants <1 yr of age: neither pCRT nor Tcrt
See text for definition of CNS status, indications, timing & technique of CRT

*Selected indications for allogeneic SCT in all strata of HR (See text)

52 104w

* No randomization of AIEOP vs. BFM but choice by group according to previous experience with one of the two
high-risk strategies in trial 95
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ZAtACZNIK 3
PROGRAM LECZENIA DZIECI Z OSTRA BIALACZKA NIELIMFOBLASTYCZNA (ANLL)
ANLL-98
ANLL APL
{z wytgczeniem APL (M3)} (M3)
v
CYTOREDUKCIJA
Wg wskazan
! v ATRA / LECZENIE
LECZENIE INDUKCYJNE INDUKCYJNE
(faza A) (faza A)
KLASYFIKACJA DO GRUP
RYZYKA
Mielogram w dniach:
15i22-29 od rozpoczecia
indukcji
GRUPA STANDARDOWA GRUPA WYSOKIEGO RYZYKA
(SR) (HR)
Wg FAB nie M5 e kazde M5
w 15 dniu blasty < 5% * inne postacie ANLL
e ibrak odnowy blastycznej w v blasty > 5% w 15 dniu
22-29 dniach v’ odnowa blastyczna w 22-29
dniach
v v
KONSOLIDACIJA CZESC | KONSOLIDACIJA CZESC |
(faza B) (faza B)
v v
KONSOLIDACJA CZESC Il HD ARA-C/ IDA
(faza C) (faza D)
v v
PODTRZYMYWANIE REMISIJI HD ARA-C/ VP16
(faza G) (faza E)
do 2 lat od poczatku leczenia
v
KONSOLIDACIJA CZESC Il
(faza F)
v
PODTRZYMYWANIE REMISIJI
(faza G)
czas trwania 1 rok

W przypadku braku zgody na leczenie IDA stosuje sie daunorubicyne
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ZAtACZNIK 4

PROTOKOL B-NHL BFM 04 dla pacjentéw z dojrzatlym B-NHL lub B-ALL

Standardowe leczenie

Rt | A" | | B |

Rz [ v [ A | [ 8 || A || 8 |

R3 | v | A | | B* | | cc | | A | | BB*

R& | v | A | | B* | | cc | | A | | BB* | cc
Zmodyfikowany plan leczenia pacjentéw z pierwotnym Srédpiersiowym B-NHL
LDH < 500 U/L v ]| A || 8* || A || 8 || Aa* || B*
MTX 1g/m’przez 24h
LDH > 500 U/L v ]| a* | | B* | | cc | | Aa* | | BB* || cc BB**
MTX 5g/m’przez 24h
Zmodyfikowany plan leczenia pacjentéw z pierwotnym zajeciem OUN

v ] Az | | BBz1 | | cc | | Aaz2 | | BBZ2 || cC

i.th. tréjca Tttt ot tot ot t t
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ZAtACZNIK 5

Protokét leczenia B-NHL 93 — opracowany na podstawie LMB-89

dla grupy B (posredniego ryzyka)

ZALACZNIKI

DZIEN
CYKL LEK DAWKA
1 2 3 4
cop Prednizon 60 mg/m* X X X X
Cyklofosfamid 300 mg/m’ X
Winkrystyna* 1,0 mg/m? X
MTX IT 8-15 mg/m? X
Hydrokortyzon IT ~ 8-15 mg/m? X
COPADM1 Prednizon 60 mg/m’ X X X X
Winkrystyna* 2,0 mg/m’ X
HD MTX 3000 mg/m?*w 3-godz.
infuzji (+Leucovorin®*) X
MTX IT 8-15 mg/m* X
Hydrokortyzon IT ~ 8-15 mg/m” X
Cyklofosfamid 250 mg/m?co 12h XX XX XX
Doxorubicyna 60 mg/m2 X
COPADM?2 Prednizon 60 mg/m* X X X
Winkrystyna* 2,0 mg/m’
HD MTX 3000 mg/m*w 3-godz.
infuzji (+Leucovorin**) X
MTX IT 8-15 mg/m?
Hydrokortyzon IT ~ 8-15 mg/m?
Cyklofosfamid 500 mg/m?co 12h XX XX XX
Doxorubicyna 60 mg/m2 X
CYM HD MTX 3000 mg/m?*w 3-godz.
(dwukrotnie) infuzji (+Leucovorin**) X
MTX IT 8-15 mg/m? X
Cytarabina 100 mg/m?/24h w
ciggtej infuzji X X X
Cytarabina IT 15-30 mg/m”®
Hydrokortyzon IT ~ 8-15 mg/m” X
M1 Prednizon 60 mg/m* X X X
Winkrystyna* 2,0 mg/m’
HD MTX 3000 mg/m?*w 3-godz.
infuzji (+Leucovorin®*) X
MTX IT 8-15 mg/m* X
Hydrokortyzon IT ~ 8-15 mg/m” X
Cyklofosfamid 250 mg/m?co 12h XX XX
Doxorubicyna 60 mg/m2 X

MTX - metoterksat; IT - podaz dokanatowa (dawki zalezne od wieku); HD (high dose) - wysoka

dawka

*- max. dawka 2mg; ** - 30 mg/m2w 42h, 15 mg/m2w 48 i 52h od poczqtku infuzji HD MTX

181



Matgorzata Jarosz, Praca doktorska ZALACZNIKI

181



81

ZAtACZNIK 6

Treatment Plan EURO-LB 02 for T-Cell Lymphoblastic Lymphoma

Induction I/a Stage | + ||
Prednisone &
A
v
Induction Random 1 Induction Protocol | |
Cytoreductive Prephase I/b M
v
Induction I/a
Stage lll + IV
Dexamethasone g

Maintenance

6-Mercaptopurine / MTX

Random 2

Maintenance

6-Mercaptopurine / MTX

Re-Induction
lI/a+11/b

Maintenance
6-Mercaptopurine / MTX

Random 2

Maintenance
6-Mercaptopurine / MTX

CRT only for CNS positive

months 18 24
Treatment Plan EURO-LB 02 for non T-Cell Lymphoblastic Lymphoma
St L4l Maintenance
age 6-Mercaptopurine / MTX
Induction Induction I/a Induction Protocol
Cytoreductive Prephase| Prednisone I/b M
Stage IIl + IV Re-Induction I Maintenance

lI/a+11/b

6-Mercaptopurine / MTX

CRT only for CNS positive




€87

ZAtACZNIK 7

Protokot leczenia B-NHL 93 — opracowany na podstawie NHL-BFM-90

1 WEEK 9 11 19 21 28 30 % 104
| | | | | 7

Stage

I+ 11 Induction — P ProtocolM P Maintenance

I+ 1v Induction »  ProtocolM P Re-Induction » Maintenance
‘ ‘ | T cranial RT

day 1 33 64 necrotic
_} if residual tumor,

if <70% tumor
regression

resection

vital

v

— ALL-high-risk therapy
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ZAtACZNIK 8

Sumaryczne dawki lekdw stosowanych w protokotach intensywnej terapii przeciwnowotworowej pacjentow

z ostrg biataczka*

ALL — ALLIC 2002 AML — ANLL-98

SR1 | SR2 | IR1 IR2 HR2B SR
prednizon (p.o.) mg/m’ 1727,5-1937,5 -
prednizolon (p.0.) mg/m? - - - - 1120
prednizolon (i.t.) mg * - - - - 36/48/60 -
deksametazon (p.o.) mg/m2 236,25 332,50 236,25 498,75 836,25 -
L-asparaginaza (i.v.) U/m? 80000 120000 80000 160000 380000 -
doksorubicyna (i.v.) mg/m? 120 180 - -
daunorubicyna (i.v.) mg/m? 60 20 180 -
idarubicyna (i.v.) mg/m? - - - - - 84
winkrystyna (i.v.) mg/m? 12 15 24 6
windezyna (i.v.) mg/m’ - - - - 12 -
etopozyd (i.v.) mg/m?’ - - - - - 450
cyklofosfamid (i.v.) mg/m* 3000 3500 7000 1000
ifosfamid (i.v.) mg/m? - | - ‘ - - 8000 -
metotreksat (i.v.) mg/m?’ 8000 15000 -
metotreksat (p.o0.) mg/m? - 200 - 160 - -
metotreksat (i.t.) mg * 88/110/132 | 104/130/156 | 88/110/132 | 120/150/180 | 88/110/132 18/36/48/60/72
6-merkaptopuryna (p.o.) mg/m” | 3080 6580 3080 5880 1680 -
6-tioguanina (p.0.) mg/m?’ 840 1680 840 2520 - 3360
cytarabina (i.v.) mg/m? 1800 2400 1800 3000 17800 3700
cytarabina (i.t.) mg * - - - - 120/156/180 -
kwas retinowy (p.o.) mg/m? 360"

* uwzgledniono wytgcznie protokoty lecznicze stosowane u pacjentow z badanej grupy
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ZAtACZNIK 9

Sumaryczne dawki lekdw stosowanych w protokotach intensywnej terapii przeciwnowotworowej pacjentow
z chtoniakiem nieziarniczym (NHL)*

B-NHL T-NHL
B-NHL BFM 04 B-NHL 93 NB-NHL 93 T-NHL
(B-NHL LMB-89) (NB-NHL BFM 90) | — EURO-LB 02
R2 R3 med-B-NHL | grupa B HR

prednizon (p.o.) mg/m’ - - - 1200 1825 1825
prednizolon (i.t.) mg * 50 100 70 - - -
HYDROKORTYZON (I.T.) mg* - - - 135 - -
deksametazon (p.o0.) mg/m” 240 290 340 - 235 235
L-asparaginaza (i.v.) U/m’ - - - - 120000 120000
doksorubicyna (i.v.) mg/m? 100 150 180 - 120
daunorubicyna (i.v.) mg/m’ - - - - 280 120
winkrystyna (i.v.) mg/m? 6 6 9 9 12 12
windezyna (i.v.) mg/m?’ - 3 - - - -
etopozyd (i.v.) mg/m? 400 | 900 600 - - -
cyklofosfamid (i.v.) mg/m? 2400 3400 10300 3000 2000
ifosfamid (i.v.) mg/m? 8000 12000 - - -
metotreksat (i.v.) mg/m2 4000 | 20000 | 6000 12000 20000 20000
metotreksat (p.o0.) mg/m? - - - - - -
metotreksat (i.t.) mg * 60 120 84 120 120 120
6-merkaptopuryna (p.o.) mg/m? | - - - - 3080 3080
6-tioguanina (p.0.) mg/m? - - - - 840 840
cytarabina (i.v.) mg/m? 1200 | 13200 | 1800 500 1800 1800
cytarabina (i.t.) mg * 150 300 210 240 - -

* uwzgledniono wytgcznie protokoty lecznicze stosowane u pacjentow z badanej grupy




