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WYKAZ SKROTOW

Ag — antygen

aGvHD — ang. acute Graft-versus-Host Disease — ostra choroba przeszczep przeciw
gospodarzowi

ALL - ang. acute lymphoblastic leukemia — ostra biataczka limfoblastyczna

AML - ang. acute myeloid leukemia — ostra biataczka szpikowa

ANC - ang. absolute neutrophil count — bezwzgledna liczba neutrocytéw

antyHBs — przeciwciata przeciwko antygenowi HBs wirusa HBV

APC — ang. antigen presenting cell — komorka prezentujgca antygen

ASBMT — ang. American Society of Blood and Marrow Transplantation — Amerykanskie
Towarzystwo Przeszczepiania Krwi i Szpiku

BDO - grupa pacjentéw bardzo dobrze odpowiadajacych na szczepienie rHBsAg

BM — ang. bone marrow — szpik kostny

BuCy120 — busulfan/cyklofosfamid — schemat chemioterapii stosowanej przed
przeszczepieniem komorek hematopoetycznych

CC — ang. complete chimerism — catkowity chimeryzm hematopoetyczny

CCR - ang. chemokine receptor - receptor chemokinowy

CD - ang. cluster of differentiation - czasteczki wystepujace na powierzchni komoérek
Swiadczace o ich zréznicowaniu i funkcjach (numerowane cyframi arabskimi)

CEL - ang. chronic eosinophilic leukemia — przewlekta biataczka eozynofilowa

cGVvHD — ang. chronic Graft-versus-Host Disease — przewlekta choroba przeszczep przeciw
gospodarzowi

CML - ang. chronic myeloid leukemia — przewlekta biataczka szpikowa

CsA — cyklosporyna A

Cy — cyklofosfamid

DLI — ang. donor lymphocytes infusion — przetoczenie limfocytow dawcy

DO — grupa pacjentéw dobrze odpowiadajacych na szczepienie rHBsAg

EBMT - ang. European Group for Blood and Marrow Transplantation - Europejska Grupa
ds.Przeszczepiania Krwi i Szpiku

G-CSF - ang. granulocyte colony-stimulating factor — czynnik pobudzajacy wzrost kolonii
granulocytarnych; granulocytarny czynnik wzrostu

GvHD - ang. Graft-versus-Host Disease — choroba przeszczep przeciw gospodarzowi
GvL — ang. Graft-versus-Leukemia — efekt immunologiczny przeszczepu allogenicznego
przeciw komoérkom biataczkowym

GvT — ang. Graft-versus-Tumor — efekt immunologiczny przeszczepu allogenicznego przeciw
komorkom nowotworowym

HCT - ang. (allogeneic) hematopoietic cell transplantation - (allogeniczne) przeszczepienie
komorek hematopoetycznych

Hib — szczepionka / szczepienie przeciwko Haemophilus inluenzae typu B

IFNy - interferon -y



lg —immunoglobulina

IL — interleukina (rodzaje cytokin; numerowane cyframi arabskimi)

IPV — ang. intramuscular polio vaccine — domigsniowa szczepionka przeciwko wirusowi polio
MC — ang. mixed chimerism — mieszny chimeryzm hematopoetyczny

MDS - ang. myelodysplastic syndrome — zesp6t mielodysplastyczny

MHC - ang. major histocompatibility complex — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

MTX — metotreksat

MUD - ang. matched unrelated donor — dawca niespokrewniony zgodny z biorca

NK — ang. natural killers — subpopulacja limfocytéw wykazujaca naturalng cytotoksycznosc
PNH — ang. paroxysmal nocturnal hemoglobinuria — nocna napadowa hemoglobinuria
PBSC - ang. peripheral blood stem cells — komérki hematopoetyczne z krwi obwodowej
PBMC — ang. peripheral blood mononuclear cells — jednojadrzaste komérki krwi obwodowe;j
PMA - ang. phorbol 12-myristate 13-acetate — octan mirystynianu forbolu; estry forbolu
uzywane do aktywagcji ‘in vitro’ komorek jednojadrzastych

Pneumo - szczepionka przeciwko Streptococcus pneumoniae

RD — ang. related donor - dawca spokrewniony (rodzinny)

rHBsAg - rekombinowany antygen HBs (szczepionka przeciwko WZW B)

SO — grupa pacjentéw stabo odpowiadajacych na szczepienie rHBsAg

TBI — ang. total body irradiation - naswietlanie catego ciata jako przygotowanie do
przeszczepienia komérek hematopoetycznych

Tc — ang. cytotoxic T — limfocyty T cytotoksyczne

TCR — ang. T-cell receptor — receptor na powierzchni limfocyta T

Tem — ang. T-cell central memory — limfocyty T spetniajace funkcje tzw. pamieci centralne;j
Td — ang. tetanus/diphtheria - szczepionka przeciwko tezcowi i btonicy

Tem — ang. T-cell effector memory — limfocyty T spetniajace funkcje tzw. pamieci efektorowe;j
Th — ang. helper T — limfocyty T pomocnicze

TREC — ang. T-cell receptor rearrangement excision DNA circles — fragmenty DNA kodujace
receptor limfocyta T

WZW B — wirusowe zapalenie watroby typu B wywotane przez wirus HBV; szczepienie przeciw
wirusowemu zapaleniu watroby typu B
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1 WSTEP

1.1 Procedura allogenicznej transplantacji komoérek uktadu krwiotwérczego -

wiadomosci ogdine

Allogeniczne przeszczepienie komorek hematopoetycznych (Allogeneic
Hematopoietic Cell Transplantation — alloHCT; HCT) jest skomplikowana metoda
lecznicza polegajaca, w ogdlnym zarysie, na zastapieniu ukladu krwiotwoérczego
biorcy przez komorki pochodzace od dawcy. Procedura ta znalazla zastosowanie
w terapii choréb rozrostowych ukladu krwiotworczego, nabytych zespolow
niewydolnosci  szpiku  oraz  wrodzonych  defektéw  immunologicznych
1 metabolicznych. Wraz z rozwojem wiedzy o zjawiskach immunologicznych
1 powiktaniach infekcyjnych zwigzanych z transplantacja oraz postgpem w ich
zapobieganiu 1leczeniu, rezultaty HCT znacznie si¢ poprawily, dajac wielu
pacjentom szans¢ na wyleczenie (1-4). Tradycyjne protokoly kondycjonowania
(postepowania przygotowujacego do przeszczepienia) opieraja si¢ na chemioterapii
lub radio-chemioterapii w wysokich dawkach w celu zniszczenia komorek
nowotworowych, stworzenia tzw. nisz w szpiku dla komérek krwiotwérezych dawcey
1 przeciwdzialania  odrzuceniu  przeszczepu. W przypadku  choréb
nienowotworowych przebiegajacych z niewydolnos$cia szpiku, efekt terapeutyczny
transplantacji wynika z prostego zastapienia defektywnej hematopoezy ‘zdrows’.
Natomiast w przypadku choréb rozrostowych, procedura ta z jednej strony pozwala
na podanie mielotoksycznej dawki chemioterapii i radioterapii, a dodatkowo
wywiera efekt przeciwnowotworowy o podlozu immunologicznym (Graft-versus-
Leukemia — GvL; Graft-versus-Tumor — GvT) z udzialem pochodzacych od dawcy
limfocytéw T i NK (ang. natural killers), ktéry jest korzystnym aspektem reakcji
przeszczep przeciw gospodarzowi (Graft-versus-Host Disease — GvHD) (3;5-8).
Zamiana hematopoezy biorcy komoérkami pochodzacymi od dawcy nosi nazwe
calkowitego (pelnego) chimeryzmu hematopoetycznego (complete chimerism —
CO).

W ostatnich latach znalazly zastosowanie zabiegi HCT z niemieloablacyjnym
kondycjonowaniem, 2z  wickszym  natomiast  udzialem = postepowania
immunoablacyjnego, ktore zapobiega odrzuceniu przeszczepu. W tej procedurze

mamy cz¢Sciej do czynienia z mieszanym chimeryzmem (mixed chimerism — MC),
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czyli utrzymywaniem si¢ jednoczesnie hematopoezy dawcy 1ibiorcy. Uzyskanie
statusu CC i tym samym zmniejszenie ryzyka wznowy dzicki GvL/GvT wymaga tu
dodatkowo przetoczenia limfocytéow dawcy (donor lymphocytes infusion — DLI)
(9;10). Niewatpliwg zaleta tej obcigzonej mniejsza toksycznoscia procedury jest
mozliwo§¢ wykonania HCT w starszej grupie wiekowej 1 u o0séb
ze wspolistniejacymi chorobami przewleklymi (11-13).

Zasadniczym  zrédlem  przeszezepianych  od  dawcy  komorek
hematopoetycznych jest krew szpikowa (bone marrow — BM) lub komorki
progenitorowe, pobrane z krwi obwodowej po stymulacji czynnikami wzrostu
(peripheral blood stem cells — PBSC). U o0s6b dorostych alternatywa, jaka jest krew
pepowinowa, ma dotad mniejsze znaczenie ze wzgledu na zazwyczaj
niewystarczajacq lo§¢ komoérek progenitorowych (3;14;15).

Pomimo niewatpliwego postepu w dziedzinie transplantologii nadal
obserwujemy niepowodzenia zaréwno we wczesnym (do 100 doby po HCT), jak
1 péznym okresie po przeszczepieniu. Poczatkowo dominuja powiklania zwiazane
z toksycznoscia kondycjonowania, aplazja szpiku (infekcyjne, krwotoczne) oraz
ostra postacia GvHD (acute GvHD — aGvHD). Powyzej 100 doby po HCT
musimy si¢ liczy¢ z mozliwoscia wystapienia przewleklej postaci GVHD (chronic
GvHD - cGvHD), infekcjami oportunistycznymi, wznowa choroby zasadniczej,
a takze rozwojem wtérnych nowotworéw (16-19). Jednak dalszy rozwdj stanu
wiedzy 1stosowanie terapii wspomagajacych moze w przyszlosci zminimalizowac

ryzyko procedury dla pacjentéw zakwalifikowanych do HCT (7).

1.2 Rekonstytucja immunologiczna a zaburzenia odpornosci

1.2.1 Wiadomosci ogdlne

U pacjentéw poddanych HCT z powodu schorzen hematologicznych przez
dlugi czas obserwuje si¢ zaburzenia jakosciowe 1 iloSciowe ukladu
immunologicznego. Deficyty odpornosci humoralnej 1 komoérkowej utrzymuja sie
co najmniej rok. Ocena statusu ukladu odpornosciowego pacjenta po HCT ma
ogromne znaczenie ze wzgledu na jego zwiazek z ryzykiem wystapienia cigzkich
powiklan infekcyjnych (19).

Okres po przeszczepieniu dzieli si¢ na kolejne fazy rekonstytucii
immunologicznej, powiazane z zagrozeniem ze strony okres§lonych patogenow.
Po ekspozycji na chemioterapi¢/chemio-radioterapi¢ (kondycjonowanie) dochodzi

do aplazji szpiku izazwyczaj po okolo 3 tygodniach od podania materialu

11



przeszczepowego obserwuje si¢ stopniowy wzrost parametrow hematologicznych.
Infekcje, na ktére zapadaja pacjenci w 1 miesiacu po transplantacji (faza ‘przed
wszczepieniem’ — ang. preengraftment), wynikaja gléwnie 2z agranulocytozy
1zaburzen fagocytozy, przy uszkodzonej przez kondycjonowanie barierze skérno-
Sluzoéwkowej oraz stosowania centralnych wklu¢ zylnych. Zagrazaja zakazenia
bakteryjne, grzybicze (gléwnie kandydoza iaspergilloza) oraz wirusowe (HSV).
W okresie >30 doby po HCT (faza ‘po wszczepieniu’ — ang. postengraftment),
przy braku cech aGvHD, funkcje cytotoksyczne i zdolno$¢ do fagocytozy wracaja
do normy (zazwyczaj okolo 100 doby po przeszczepieniu). Ilo§¢ komoérek NK
we krwi 2-3 miesigce po transplantacji u wigkszosci pacjentéw jest prawidlowa,
anawet moze by¢ podwyzszona. Dominuja natomiast komplikacje wtérne
do niedoboréw swoistej odpornosci komorkowej, nasilanych przez stosowana
w tym okresie immunosupresje: reaktywacja cytomegalowirusa (CMV) 1iinnych
wiruséw z grupy Herpesviridae, infekcje wywotane przez Pneumocystis carinii,
Toxoplasma gondii i grzyby (gtéwnie Aspergillus).

W fazie pozniejszej (>100 doby po HCT) o statusie immunologicznym
pacjenta decyduje tempo rekonstytuciji limfoidalnej B- i T-komoérkowej oraz rozwoj
cGvHD. Od tych czynnikéw zalezy realne ryzyko zwiazane z wirusami (CMV,
VZV, EBV), bakteriami otoczkowymi (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae), grzybami (Aspergillus) i innymi patogenami. Przyjmuje si¢, ze pelnej
odnowy uktadu odpornosciowego mozna oczekiwaé najwczesniej po 1 — 2 latach

po transplantacji (18).

1.2.2  Odpornos¢ humoralna

Zaburzenia odpornosci humoralnej moga utrzymywac si¢ co najmniej 1-2 lata
po HCT. Bezwzgledna iloé¢ limfocytow B we krwi, identyfikowanych metoda
cytometrii przeplywowej dzigki obecnosci na ich powierzchni czasteczki CD19 (ang.
cluster of differentiation), staje si¢ poréwnywalna do populacji ludzi zdrowych
okoto roku po przeszczepieniu. Podobnie catkowite stezenie immunoglobulin (Ig)
klasy IgM oraz podklas IgG1 1 IgG3 u wickszosci pacjentow wraca do normy w tym
samym okresie, jednak dlugo moze utrzymywac si¢ ich oligoklonalny charakter (20-
24). Tymczasem calkowite stezenie przeciwcial klasy IgA oraz podklas IgG2, 1gG4
moze pozostawac ponizej normy przez wiele lat. Poniewaz wiaze si¢ to miedzy
innymi z uposledzong aktywnoscia opsonizujaca, stwierdza si¢ korelacje¢ obnizonego
stezenia wymienionych podklas Ig 2z zapadalnoscia na infekcje bakteriami

otoczkowymi (20;21;25).
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Za zrédlo swoistych przeciwcial u biorcy uwaza si¢ gléwnie limfocyty B
pochodzace od dawcy, ktére roéznicuja sie¢ w  komorki  plazmatyczne,
wyspecjalizowane do wydzielania Ig (26). Przez pierwsze 6 miesieccy po HCT wplyw
na miano moga mie¢ rowniez utrzymujace si¢ przeciwciala i przetrwale limfocyty B
biorcy oraz biernie przeniesione przeciwciala wraz z przetaczanymi preparatami
krwi (27;28).

U wigkszodci pacjentéw zdolno§¢ do odpowiedzi humoralnej pierwotnej
1wtornej na zewnetrzny antygen (Ag) wraca do normy po okolo roku po HCT.
U czgéci biorcéw obserwuje si¢ jednak przez wiele lat obnizona zdolnos¢
do wytwarzania swoistych przeciwcial, czego wyrazem jest miedzy innymi slaba
reakcja na szczepienia ochronne. Natura tego zaburzenia nie jest jeszcze w pelni
wyjasniona. Uwaza si¢, ze skoro catkowite stezenie przeciwcial IgM, IgG1, IgG3
osiaga norme, przyczyng powyzszych nieprawidlowosci nie jest uposledzone
wytwarzanie przeciwcial lub brak kooperacji z limfocytami pomocniczymi (helper T
- Th; limfocyty CD4+) (20). Przypuszczano, ze moze by¢ to zaburzenie zachodzace
podczas ksztaltowania si¢ swoistosci  Ig, ktoére wystepuje W rozwoju
ontogenetycznym iodpowiada za analogiczne anomalie odpornosci humoralne;j
u dzieci do 2 roku zycia. W trakcie tego procesu dochodzi do laczenia si¢ réznych
kombinacji genéw z rodziny VH, DH, JH kodujacych regiony zmienne tancuchow
cigzkich Ig (tzw. zmienno$¢ kombinacyjna), przy czym w poczatkowym etapie Zycia
czlowieka wykorzystywane sa tylko pewne warianty genéw z rodziny V. W efekcie
repertuar dostepnych swoistosci przeciwcial jest wezszy, a odzwierciedleniem tego
moze by¢ brak odpowiedzi immunologicznej na antygeny polisacharydowe. Okazalo
si¢ jednak, ze nie ma zasadniczej réznicy miedzy zakresem gendéw V
wykorzystywanych przez zdrowe osoby doroste i biorcéw HCT (21). Bardziej
prawdopodobne wydaje si¢ wigc zaburzenie zachodzace na jednym z poézniejszych
etapow: podczas zmiany klas immunoglobulin, dojrzewania powinowactwa lub
réznicowania w komorki plazmatyczne (29). Po pobudzeniu limfocytéw B przez
swoiste Ag, dochodzi do ich proliferacji i dojrzewania w osrodkach rozmnazania
grudek limfatycznych. W tym okresie powstaja liczne mutacje somatyczne w genach
V] 1VDJ kodujacych tancuchy Ig, dzieki czemu zmienia si¢ powinowactwo
przeciwcial do Ag. Analizujac geny VH limfocytow B u oséb w okresie roku
po przeszczepieniu wykazano znacznie mniejsza kumulacje hipermutacji niz
w populacji 0s6b zdrowych (20;21). Uwaza si¢, ze moze za to odpowiadac

zaburzenie gromadzenia mutacji somatycznych, proces zalezny od limfocytow Th
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(kontaktu bezposredniego CD40 2z ligandem CD40 i za posrednictwem
wydzielanych cytokin), podobnie jak zmiana klas immunoglobulin. Przyczyna moze
by¢ réwniez defekt samych limfocytow B (20;21). Niezaprzeczalne znaczenie
w dojrzewaniu  komoérek maja tez oddzialywania mikro$rodowiska. Badania
histopatologiczne weztéw chlonnych biorcow HCT wykazaly brak w nich
osrodkéw rozmnazania nawet kilka lat po przeszczepieniu, co moze dodatkowo
tlumaczy¢ opisane zaburzenie kofcowego etapu réznicowania limfocytéw B.
Za uszkodzenie narzadéw ukladu chlonnego odpowiedzialne jest za§ w giowne;j
mierze kondycjonowanie zastosowane przed transplantacja (30;31).

Ponadto, wazny jest niewatpliwie wplyw regulacyjny cytokin: przewaga profilu
Thl nad Th2 poprzez oddzialywanie hamujace na proliferacj¢ limfocytow B,
przelaczanie klas Ig 1produkcje przeciwcial IgG, moze by¢ dodatkowym
czynnikiem modulujacym odpowiedz humoralna po HCT (29).

1.2.3  Odpornos¢ komérkowa

Do niedawna uwazano, ze rekonstytucja immunologiczna po HCT jest
rekapitulacja ontogenezy (32). Jednak dokladne badania wykazaly, ze dojrzewanie
limfocytéw T przebiega inaczej (33). Przez okres 6 miesiccy po HCT limfocyty T
obecne we krwi pacjenta pochodza gléwnie z proliferacji komoérek pamieci
immunologicznej dawcy imajg w zwiazku z tym ograniczony zakres swoistosci.
Niewielki odsetek wywodzi si¢ =z limfocytéw biorcy, ktore przetrwaly
kondycjonowanie. Anergia izmniejszony potencjal proliferacyjny limfocytow T
w odpowiedzi na mitogeny (migdzy innymi fitohemaglutynine, mitogen szkartatki)
ustepujg po roku od transplantacji (34). Zaburzenia odpowiedzi na swoisty antygen
utrzymuja si¢ jednak dluzej. Na jakos¢ odpowiedzi na Ag w tym okresie duzy wplyw
wywiera ilo$¢ 1 réznorodnod$¢ limfocytéw obecnych w  puli komoérek
przeszczepianych od dawcy. Zalezy to z kolei od wieku dawcy 1 Zzrédla przeszczepu.
Uwaza sig, ze pod tym wzgledem transplantacja z PBSC przewyzsza BMT (35-37).

Miernikiem stopnia réznorodnosci puli komoérek naiwnych jest badanie
regionu CDR3 ladcucha B receptoréw limfocytéw T (T-cell receptor — TCR).
Po HCT zdeplecja limfocytéw T znaleziono korelacj¢ miedzy stopniem
réznorodnosci receptoréow TCR a liczbg natwnych limfocytéw T (immunofenotyp
CD4+CD45RA+RO-). Jeszcze dokladniej mozna posrednio oceni¢ repertuar
swoistosci dzigki locus & TCR, analizujac tzw. TREC (ang. T-cell receptor

rearrangement excision DNA circles).
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Pojawienia si¢ komoérek naiwnych CD4+ mozna oczekiwa¢ dopiero 6 miesigecy
po HCT, przy czym tempo odnowy puli tych komorek zalezy od stopnia
funkcjonowania grasicy, na co najwickszy wplyw ma wiek biorcy. Dowodzi tego
korelacja miedzy niskim poziomem TREC a starszym wiekiem pacjentow (15;38-
42). Natomiast uwaza si¢, ze powstawanie naiwnych limfocytéw CD8+ moze
odbywa¢ si¢ poza grasica (33;39). Odzwierciedleniem réznic iloSciowych
1 jako$ciowych w regeneracji miedzy subpopulacjami limfocytow jest utrzymujaca si¢

po przeszczepieniu szpiku inwersja stosunku limfocytow T CD4+ do CD8+.

1.24  Zaburzenia odporno$ci zwigzane z cGvHD

Przewlekla choroba przeszczep przeciw gospodarzowi rozwija si¢ u 20-70%
pacjentéow po 100 dobie po HCT (43-45). Najczesciej objawy obserwuje si¢ miedzy
3 a 24 miesiacem po przeszczepieniu. Poprzedzona moze byé wystapieniem postaci
ostrej — aGvHD 1 wedlug wspolczesnych pogladéw to nie kryterium czasowe
(>100 doby po HCT), ale cechy morfologiczne ikliniczne zmian decyduja
o postawieniu rozpoznania postaci przewleklej. Obraz cGvHD przypomina
choroby autoimmunologiczne imoze dotyczy¢ praktycznie kazdego narzadu.
Do najczesdciej zajmowanych naleza: skora, gruczoly lzowe, watroba, $luzéwka
przewodu pokarmowego (gléwnie jama ustna), pluca oraz uklad ruchu (miegénie,
Sciggna, stawy) (44-49). Znaczace uposledzenie funkcji zajetego narzadu moze nawet
doprowadzi¢ do zgonu.

Doktadne mechanizmy doprowadzajace do rozwoju c¢GvHD nie sa jeszcze
poznane. Za podloze immunologiczne uwaza si¢ zaburzenia centralnych
1 obwodowych mechanizméw tolerancji, w tym negatywnej selekcji limfocytow.
W rezultacie mamy do czynienia z ekspansjg alloreaktywnych limfocytéw Th dawcy,
skierowanych przeciwko tkankom biorcy (47;50;51). Przewaga limfocytow
wydzielajacych cytokiny o profilu Th2 (IL4, IL10) stwierdzana u pacjentéw
zcGvHD, przy zaburzonych mechanizmach tolerancji, moze prowadzic
do produkeiji przez limfocyty B przeciwcial uszkadzajacych narzady biorcy (52-54).
W surowicy cze$ci pacjentéw wykrywa si¢  przeciwciala  przeciwjadrowe,
przeciwmitochondrialne, czynnik reumatoidalny oraz u prawie 90% chorych
z zajeciem skory znajduje si¢ depozyty immunoglobulin i komplementu w warstwie
skorno-naskorkowej  (55-59). W warunkach przewleklego stanu zapalnego
fibroblasty sa indukowane do produkcji wlékien kolagenowych, co znajduje

potwierdzenie w badaniach histopatologicznych. Istnieja doniesienia, ze podlozem
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wldknienia narzadow w cGvHD, podobnie jak w sklerodermii, moga by¢
przeciwciala o typie stymulujacym skierowane przeciwko receptorom dla
plytkopochodnego czynnika wzrostu, ktére wykrywa si¢ we krwi pacjentow
z cGvHD (44;60;61).

Zmianom narzadowym w przebiegu cGvHD towarzyszy¢ moga cytopenie
o podlozu  immunologicznym  oraz  szereg innych  zaburzen  ukladu
odpornosciowego, zwickszajacych ryzyko powiklan infekcyjnych. Generalnie uwaza
sig, ze poszczegolne skladowe rekonstytucji immunologicznej u chorych z cGvHD
sa op6znione w poréwnaniu do pacjentéw po niepowiklanym HCT (24;34;46;62-
64). Sposréd najwazniejszych nieprawidiowosci ukladu immunologicznego
charakterystycznych  dla  c¢cGvHD  wymienia si¢: zaburzenie chemotaksji
granulocytow, obnizona zdolnos$¢ do reakcji na mitogeny, defekt odpowiedzi
pierwotnej 1 wtornej przeciwko bakteriofagom (w tym konwersji z IgM do IgG) oraz
odpowiedzi na immunizacj¢ antygenami polisacharydowymi (55;65). Znamiennie
czgsciej obserwuje si¢ czynno$ciowy hyposplenizm, zczym powigzana jest
zwigkszona zachorowalnos$c na infekcje wywolane bakteriami otoczkowymi (66-68).
W surowicy wigkszosci pacjentéw obserwuje si¢ normalne lub przewyzszajace
norme¢ stezenie immunoglobulin  klasy IgG, z towarzyszaca zdolnoScia
limfocytéw B do spontanicznego wydzielania IgG ‘in vitro’, co wydaje si¢
paradoksalne przy stwierdzanych defektach odpornosci humoralnej. Uwaza sig,
zejest to wyraz poliklonalnej aktywacji limfocytéw, zwigzanej z réznicami
w antygenach zgodno$ci tkankowej miedzy dawca a biorca. Pobudzone
poliklonalnie limfocyty nie reaguja przy tym odpowiednio na swoiste antygeny
(59;65). Ponadto stwierdza si¢ obecno§¢ znaczacego odsetka limfocytéw T
supresorowych, ktére obarcza sie odpowiedzialnoscia za hamowanie produkcji
swoistych przeciwcial przez limfocyty B oraz zaburzanie procesu réznicowania
prekursoréw limfocytow Th w komorki dojrzate. Zwigckszona aktywnos$¢é komorek
supresorowych u chorych z cGvHD wydaje si¢ by¢ mechanizmem kompensujacym
toczacy si¢ przewlekle alloreaktywny proces zapalny. Jednoczesénie ten permanentnie
podwyzszony stan supresji stanowi dodatkowy czynnik predysponujacy
do reaktywacji patogenéw (zakazen latentnych) i obnizonej zdolnosci do reagowania
na zewnetrzne antygeny (55;59;69;70).

Zaburzenia odpornosci zwiazane zsama choroba poglebia leczenie
immunosupresyjne, w przypadku ci¢zkiej postaci cGvHD eskalowane do terapii

wielolekowej. Do najczesciej stosowanych lekoéw naleza: glikokortykosteroidy
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(prednizon, metylprednizon), inhibitory kalcineuryny (cyklosporyna, takrolimus)
oraz mykofenolan mofetilu. Ponadto w terapii wykorzystywaé¢ mozna przeciwciala
monoklonalne, leczenie miejscowe i réznorodne srodki wspomagajace (45;50;71-73).
Pomimo coraz nowoczesniejszych metod leczniczych 1stosowanej profilaktyki
przeciw infekcjom oportunistycznym, u czesci pacjentéw dochodzi do istotnego
pogorszenia jakosci zycia, a cGvHD jest nadal jedng z gléwnych przyczyn

$miertelnosci péznej po przeszczepieniu szpiku (43).

1.3 Pamie¢ immunologiczna a zjawisko adoptywnego transferu odpornosci

Zjawisko pamigci immunologicznej odpowiada za zdolno$¢ do szybszej

i skuteczniejszej reakcji ukladu odpornosciowego na ponowna ekspozycje
organizmu na Ag. W fazie poprzedzajacej rozwoj pamieci, uklad immunologiczny
przygotowuje si¢ do kontaktu z rozmaitymi antygenami tworzac ogromna ilos¢
klonéw dziewiczych (naiwnych) limfocytéw B 1T, z ktoérych kazdy posiada
receptory o unikalnej swoistosci. Do wytworzenia pamieci dochodzi po naturalnym
kontakcie z patogenem lub immunizacji za pomoca szczepienia ochronnego (etap
zalezny od antygenu). Po zwigzaniu Ag ze swoistym receptorem na naiwnym
limfocycie rozpoczyna si¢ proces proliferacji i réznicowania. Aby wlasciwie chroni¢
organizm przed chorobami infekcyjnymi, uklad immunologiczny powinien
dostosowywa¢ odpowiedz do charakteru patogenu 1 w zaleznosci od tego dazy¢
do wytworzenia limfocytow efektorowych wyspecjalizowanych do: produkeji
przeciwcial  neutralizujacych  (komoérki  plazmatyczne), wydzielania  cytokin
1 stymulowania innych komoérek uczestniczacych w reakeji zapalnej (limfocyty T
pomocnicze; helper T - Th; CD4+) oraz w razie potrzeby niszczacych zainfekowane
komorki gospodarza (limfocyty T cytotoksyczne; cytotoxic T - Tc; CD8+).
Po wygasnieciu pierwotnej reakcji komorki efektorowe ulegaja apoptozie 1 pozostaje
pula komoérek pamigci immunologicznej, zabezpieczajaca organizm przed reinfekceja.
Za hipotetyczne mechanizmy utrzymywania si¢ dlugotrwalego stanu odpornosci
uwaza si¢ dlugowiecznosé limfocytow pamieci albo odnawianie si¢ puli limfocytow
pamieci pod wplywem dlugotrwalej prezentacji Ag przez komorki dendrytyczne lub
na skutek reagujacych krzyzowo antygendéw, mitogenow, superantygenow. Wazne
jest, aby pula komorek efektorowych generowana byla szybko z komoérek pamieci
po ponownym kontakcie z Ag 1 aby stan tej gotowosci utrzymywal si¢ jak najdluzej,

a w przypadku choréb przewleklych nawet przez cale zycie (74;75).
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Limfocyty B pamigci immunologicznej w poréwnaniu do dziewiczych
komoérek réznia sie wickszym powinowactwem do Ag zaréwno receptoréw
immunoglobulinowych, jak i produkowanych przeciwcial. Jest to efekt hipermutacji
w genach VD] kodujacych cz¢sci zmienne lafdcuchéw immunoglobulinowych
podczas dojrzewania powinowactwa. Dojrzewanie powinowactwa zachodzi
po kontakcie z Ag gloéwnie w centrach rozmnazania grudek chlonnych, skad
limfocyty B pamieci przemieszczaja si¢ do innych narzadéw limfatycznych. Uwaza
sig, ze dzigki wysokiej ekspresji Bcl6 (transkrypcyjnego czynnika hamujacego)
blokowane jest ostateczne réznicowanie komoérek pamigci 1 utrzymywany jest ich
potencjal replikacyjny. Ta zdolno$¢ do ciaglego odnawiania si¢ populaciji
przypomina wlasciwosci komorek pnia. W razie ponownego kontaktu z Ag
limfocyty B pamigci moga si¢ szybko namnozy¢ iprzejS¢ etapy ostatecznego
zroznicowania w  komorki  plazmatyczne, wyspecjalizowane do wydzielania
przeciwcial o wysokim stopniu powinowactwa do antygenu. Hipotez¢ t¢ potwierdza
fakt, ze w plazmocytach nie stwierdza si¢ ekspresji Bel6. Po wygasni¢ciu odpowiedzi
wtornej pozostaje oczywiscie rezerwuar limfocytow, ktére nie przechodza
w stadium komorek efektorowych, by podtrzymac stan pamigci immunologiczne;j
(75-77). Subpopulacje limfocytéw B mozna zidentyfikowaé¢ na podstawie réznych
klas receptorow immunoglobulinowych oraz ekspresji CD27 na ich powierzchni.
Limfocyty B naiwne maja immunofenotyp IgM+ i/lub IgD+ inie posiadaja
antygenu CD27, podczas gdy na komorkach pamigci linii B wykrywa si¢ CD27
i po zaistnieniu przelaczenia klas receptory immunoglobulnowe IeG (IgA/IgE),
wspotwystepujace  niekiedy  z receptorem  IgM  (78-81).  Wyréznia  si¢
tez subpopulacje komoérek B pamieci o immunofenotypach IgM+IgD-CD27+,
IgM-IgD+CD27+, IgM+IgD+CD27+, odpowiedzialne najprawdopodobniej
za produkcje przeciwcial we wezesnej fazie odpowiedzi wtornej (78;82).

Limfocyty T pamigci charakteryzuja si¢ miedzy innymi zwigkszonym
wystepowaniem na powierzchni czastek bioracych udzial w adhezji do komoérek
prezentujacych antygen (antygen presenting cell — APC), zdolnoscia pobudzenia
za posrednictwem sygnatu przez TCR bez koniecznosci kostymulacji CD28-zalezne;j
oraz ekspresjq receptorow dla czasteczek gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej
klasy I (major histocompatibility complex — MHC), chroniacych przed apoptoza
indukowang aktywacja. Komoérki T naiwne 1 pamigci rozrézni¢ mozna za pomoca
izoform fosfatazy tyrozynowej CID45, uczestniczacej w procesie aktywacii.

Limfocyty T naiwne maja immunofenotyp CD45RA+RO-, podczas gdy limfocyty T
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pamieci maja silna ekspresje izoformy RO (83-86). Dodatkowo, w obrebie
limfocytéw T pamigci immunologicznej (zarowno CD4+, jak i CD8+) wyodrebnia
si¢  przynajmniej dwie subpopulacje zréznicowane pod wzgledem miejsca
wystepowania i funkcji: pamieci centralnej (central memory - Tcm) 1pamigci
efektorowej (effector memory - Tem). Limfocyty Tcm znajduja si¢ glownie
w narzadach limfatycznych, co warunkuje wysoka ekspresja na ich powierzchni
L-selektyny (CD62L) i chemokinowego receptora 7 (chemokine receptor 7 - CCR7).
Komoérki  Tem  odpowiedzialne  sa  za  ‘przechowywanie’  pamieci,
najprawdopodobniej majg zdolnos¢ do samoodnowy analogicznie do komorek
Bcl6+ 1 znich pochodzi pula komoérek efektorowych 1komoérek pamigci
efektorowej. Limfocyty Tem lokalizuja si¢ w tkankach obwodowych, a dzigki
receptorom chemokinowym CCR2 i CCR5 wykazuja szczegdlny tropizm do miejsc
toczacego si¢ stanu zapalnego. Na ich powierzchni, w przeciwienstwie
do limfocytow Tcm, stwierdza si¢ staba ekspresje CD62L 1 brak CCR7. Wykazuja
aktywno$¢ cytolityczna 1zdolnos¢ do produkeji cytokin. Odpowiadaja za szybka
wtorng  odpowiedz immunologiczng po ponownym kontakcie z antygenem.
Zaprogramowane sa prawdopodobnie do ograniczonej ilosci mitoz, zakonczonych
ostatecznym zréznicowaniem w komorki efektorowe (75;87).

Zjawisko nabycia odpornodci przez przeniesienie limfocytéw z ustroju
uodpornionego do uodparnianego nosi nazwe adoptywnego transferu odpornosci.
Istnieja dowody na to, ze w puli komérek hematopoetycznych przeszczepianych
biorcy znajduja si¢ rowniez komorki pamieci immunologicznej, ktére powstaly
w wyniku wczesniejszej immunizacji dawcy. Przemawia za tym obserwowana
niekiedy po HCT od seropozytywnych dawcow serokonwersja lub utrzymywanie
przez kilka — kilkanascie miesiecy swoistych przeciwcial, przy czym udowodniono
ostatnio ich pochodzenie od dawcy (26;88-94). Za komorki zdolne do produkeji
przeciwcial u biorcy uwaza si¢ limfocyty B pamieci lub dlugozyjace komorki
plazmatyczne (ang. long-lived plasma cells), ktérych obecno$¢ w szpiku kostnym
potwierdzono w badaniach (74;76;95). Do wytworzenia dlugotrwalego stanu
odpornosci u biorcy konieczne moze byé réwniez przeniesienie od dawcy
limfocytéw Th pamieci o okreslonej swoistosci (96). Dowodzi sig, ze utrzymywanie
odpowiednio wysokiego miana swoistych przeciwcial po HCT uwarunkowane jest

reimmunizacja biorcy, czyli reekspozycja limfocytow pamigci na Ag (94;97-100).
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1.4  Znaczenie regulacyjne cytokin

Cytokiny naleza do substancji regulujacych aktywnos$¢, proliferacje
1réznicowanie komorek ukladu odpornosciowego. Majg zdolno§¢ dzialania
autokrynnego, parakrynnego, a nawet endokrynnego miedzy innymi na limfocyty
podejmujace swoje funkcje efektorowe po kontakcie z Ag. Przekazywanie sygnalow
do komorek odbywa si¢ za posrednictwem receptorow skladajacych sie z domeny
zewnatrzkomoérkowej, transblonowej i1 wewnatrzkomorkowej. Wigkszosé cytokin
po polaczeniu ze swoistym receptorem aktywuje szlak zalezny od kinaz
tyrozynowych JAK (ang. Janus kinases) 1 w nastepstwie bialka STAT (ang. signal
tranducers and activators of transcription), ktére sa przekaznikami sygnalow
1 czynnikami transkrypcyjnymi. Zdolnos¢ do wydzielania cytokin posiadaja zaréwno
limfocyty CD4+, jak i CD8+. W obrebie limfocytow T pomocniczych (Th) rodzaj
produkowanych przez nie cytokin determinuje podzial na subpopulacje Thl,
stymulujaca za posrednictwem IL2 oraz IFNY gtéwnie odpowiedZ immunologiczna
typu komorkowego i subpopulacje Th2, wydzielajaca miedzy innymi 114, 115 1 1110,
wspomagajac w ten sposob odpowiedZz typu humoralnego (101). Uwaza sig,
ze limfocyty tzw. dziewicze wydzielajq przede wszystkim IL2, dojrzewajac uzyskuja
zdolno$¢ do wytwarzania wigkszosci cytokin (stadium ThO), a po aktywacji
antygenowej polaryzuja si¢ w kierunku Thl lub Th2. Istnieja dowody, Ze pod
wplywem okreslonych warunkéw (w tym interleukin 114 1 ILL12) przed osiggnieciem
ostatecznego fenotypu mozliwa jest zmiana profilu produkowanych cytokin z Thl
na Th2 iodwrotnie (102). Wyodrebniono réwniez mniej znaczace subpopulacje
wydzielajace jednoczesnie cytokiny zaliczane do profilu Thl i Th2 oraz czynniki
wzrostu  (GM-CSF, TGFR). W obrebie limfocytéw T cytotoksycznych (Tc)
obserwuje si¢ rowniez dychotomie zalezna od profilu wydzielanych cytokin (103).
Ponizej przedstawiono krétka charakterystyke znaczenia poszczegdlnych cytokin
w odpowiedzi na Ag, w tym na immunizacj¢ czynna.

IFNY, poza aktywowanymi limfocytami T, wydzielany jest réwniez przez
pobudzone komoérki NK i makrofagi. Do najwazniejszych efektéw biologicznych
nalezy wzmaganie cytotoksycznodci limfocytéw T CD8+ 1 komoérek NK|
aktywowanie makrofagéw oraz stymulowanie prezentacji Ag limfocytom T przez
komorki APC, poprzez zwigkszanie ekspresii czasteczek MHC klasy I 1 I1. Wplywa
na uklad humoralny hamujac czynnosci 1 proliferacje komoérek Th2, ale dzialajac
wspélnie z innymi cytokinami moze réwniez wspomagaé powstawanie okreslonych

podklas przeciwcial.
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IL2 produkowana jest gléwnie przez Thl oraz w niewielkim zakresie przez
limfocyty CD8+ cytotoksyczne. Powoduje aktywacje i stymuluje proliferacje
komoérek Tc iNK, wraz zIL4 ilIL5 pobudza proliferacje iréznicowanie
limfocytéw B, a takze posredniczy w hamowaniu odpowiedzi immunologiczne;j
po zniknigciu Ag.

14 wydzielana jest gtéwnie przez aktywowane Ag limfocyty Th2, a takze NK,
komorki tuczne 1 bazofile. Cytokina ta pobudza limfocyty B, stymuluje ich
proliferacj¢ oraz wydzielanie immunoglobulin IgE i IgG4. Wplywa na réznicowanie
limfocytow T w kierunku Th2, razem zIL10 hamuje wydzielanie IFNY przez
komoérki Thl oraz sekrecje przeciwcial produkowanych pod wplywem IFNY.
Natomiast wickszo$¢ funkeji biologicznych 114 antagonizuje IFNY.

IL5 nalezy do cytokin wydzielanych przede wszystkim przez komorki Th2.
Ma znaczenie gléwnie jako czynnik wzrostu granulocytéw kwasochlonnych, ale
réwniez aktywuje proliferacje komoérek Tc poprzez regulowanie ekspresji receptora
dla IL2. Wspdlnie z 114 pobudza limfocyty B produkujace IgM 1 niektére podklasy
IgG.

IL10 produkowana jest przez aktywowane antygenem limfocyty Th2,
w mniejszym stopniu przez limfocyty B, monocyty i makrofagi. Nalezy do cytokin
przeciwzapalnych, miedzy innymi ogranicza zdolno$¢ do prezentowania Ag droga
zmniejszenia  ekspresji  czasteczek  MHC  klasy II.  Blokuje odpowiedz
immunologiczna typu komoérkowego hamujac powstawanie limfocytéw Thl oraz
wytwarzanie IFNY i IL2. Na odpowiedz humoralng wplywa stymulujac proliferacje
1 réznicowanie aktywowanych limfocytow B.

Niewiele jest doniesient dotyczacych zmian profilu cytokin w réznych okresach
po HCT poza szczegdlnymi sytuacjami klinicznymi, takimi jak GvHD.
We wezesnym  okresie po HCT tzw. ‘burza cytokinowa’ z udzialem cytokin
prozapalnych (IL1, IFNY, TNFo), zwiazana znasilona reakcja cytotoksyczna
na uszkodzone chemioterapig tkanki biorcy, odpowiedzialna jest za obraz kliniczny
aGvHD. W patomechanizmie aGvHD cytokiny nasilaja prezentacje antygenow
MHC biorcy przez komoérki APC, wzmagaja aktywacje alloreaktywnych
limfocytéw Tc ireakcje cytotoksyczne, doprowadzajac w efekcie do zniszczenia
tkanek gospodarza z udzialem komoérek Tc, NK oraz TNFa, IL1, NO (104-108).
W patogenezie cGvHD znaczenie ma najprawdopodobniej produkcja przeciwcial

skierowanych przeciwko antygenom biorcy stymulowana przez cytokiny o profilu
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Th2, ktérych wydzielanie indukuja alloreaktywne limfocyty Tc dawcy (szczegotowy

opis w rozdziale 1.2.4).

1.5 Profilaktyka przeciwzakazna

Opisane zostaly réznorodne zaburzenia rekonstytucji immunologiczne;
po procedurze HCT. Kondycjonowanie doprowadza do zniszczenia hematopoezy
biorcy wywolujac dodatkowo stopniowy zanik nabytej droga immunizacji czynnej
odpornodci przeciwzakaznej u biorcy. Wyrazem tego jest udokumentowane
obnizanie si¢ po transplantacji miana przeciwcial poszczepiennych ponizej
ochronnego (109;110). W konsekwencji dochodzi do wzrostu ryzyka infekcji, ktore
doprowadzi¢ moga do groznych powiklan, a nawet $mierci. Rutynowo
we wszystkich osrodkach transplantacyjnych stosuje si¢ po HCT profilaktyke
przeciwzakazna w okresie przyjmowania lekéw immunosupresyjnych (zazwyczaj
przez minimum 6 miesiecy) (111).

W Klinice Hematologii i Transplantologii Akademii Medycznej w Gdansku
reaktywacji wirusa VZV 1 HSV zapobiega si¢ podajac acyklovir, przeciwgrzybiczo
zastosowanie maja flukonazol lub itrakonazol, a rozwojowi pneumocystodozy
i toxoplazmozy przeciwdziala si¢ stosujac trimetoprim/sulfametoksazol. Ze wzgledu
na zagrozenie infekcjami wywolanymi przez bakterie otoczkowe, szczegdlnie
u chorych z wielolekowa terapia immunosupresyjng z powodu cigzkiej postaci
cGvHD, podaje si¢ profilaktycznie fenoksymetylopenicyling. U czesci pacjentow
z tej grupy dochodzi to nawracajacych reaktywacji wirusa CMV. Po zakonczeniu
terapii dozylnej (gancyklovirem lub foscarnetem) i negatywizacji wirusa w badaniu
PCR (ang. polimerase chain reaction) i IEA (ang. immediate early antygen) prébuje
si¢ stosowaé doustny preparat valgancykloviru, aby zapobiec ponownej replikacji
CMV.

Od dawna sprawdzona metoda profilaktyki choréb zakaznych sa szczepienia
ochronne, zalecane réwniez u chorych po HCT. Wobec braku jednoznacznych
badan prospektywnych przeprowadzonych na duzych grupach chorych, Europejska
Grupa ds. Przeszczepiania Krwi 1 Szpiku (European Group of Blood and Marrow
Transplantation - EBMT) wraz z Amerykanskim Towarzystwem Przeszczepiania
Krwi 1 Szpiku (American Society of Blood and Marrow Transplantation - ASBMT)
zalecaja jednolity system szczepien, niezaleznie od typu izrédla przeszczepu (112).
Mimo powyzszych zalecen w duzej czesci osrodkéw transplantacyjnych wielokrotna

immunizacja nie stanowi rutynowego postepowania profilaktycznego (113).
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Za bezpieczne uwaza si¢ szczepionki z martwych patogenéw inaktywowanych
chemicznie lub termicznie, z oczyszczonych produktéw — drobnoustrojow
(polisacharydy  otoczkowe, toksyny) oraz 2z rekombinowanych bialek.
Przeciwwskazane jest stosowanie, takze w otoczeniu chorego, szczepionek z zywych
atenuowanych  patogendéw. Zaleca si¢ u wszystkich pacjentéw trzykrotne
szczepienie przeciwko wirusowi polio (intramuscular polio vaccine — IPV) oraz
przeciwko blonicy itezcowi (tetanus/diphtheria — Td). Raz do roku w okresie
jesiennym obowiazuje immunizacja przeciw wirusowi grypy (114). Nalezy podac
przynajmniej dwukrotnie szczepionke przeciwko bakteriom  otoczkowym
Haemophilus influenzae typu b (Hib) iStreptococcus pneumoniae (Pneumo).
Wedtug ASBMT, w krajach o wysokim ryzyku zakazenia wirusem HBV, pacjenci
nieposiadajacy ochronnego miana przeciwcial antyHBs powinni by¢ trzykrotnie
immunizowani duza dawka rekombinowanego antygenu HBs wirusa (tHBsAg). 1-2
miesiace po zakonczeniu serii zaleca si¢ kontrole stezenia antyHBs i ewentualne
powtorzenie cyklu. Rozpoczecie programu szczepien rekomenduje si¢ zazwyczaj
miedzy 6 a 12 miesiacem po HCT, 4-6 tygodni po zakonczeniu immunosupresji.
Wyjatkiem jest wedlug niektérych badaczy immunizacja Hib, ktorej pierwsza dawka
zalecana jest juz 4 miesiace po procedurze transplantacji, kiedy znamienna wigkszos¢
pacjentéw otrzymuje jeszcze profilaktyke immunosupresyjng. Natomiast szczepienie
przeciwko innej groznej bakterii otoczkowej Straptococcus pneumoniae, zdaniem
wickszosci  klinicystow, nie powinno by¢ rozpoczynane przed 12, a nawet
24 miesiacem po HCT, poniewaz z powodu zaburzent odpornosci humoralnej przed
tym okresem chorzy nie wytwarzaja przeciwcial opsonizujacych (112). Wazne jest,
aby kolejne dawki tych samych szczepionek podawaé w odstepach czasu
nie krétszych niz 4 tygodnie.

Pomimo stosowania wielokrotnych immunizacji pozytywna odpowiedz
na podany antygen, warunkujaca dlugotrwala odpornosé, pojawia si¢ u mniejszego
odsetka 0s6b w poréwnaniu ze zdrowa populacja (115). Aby poprawi¢ skuteczno$é
szczepionek, nalezy mie¢ na uwadze opisane powyzej dane dotyczace rekonstytucji
immunologicznej i czynnikow regulujacych jakos¢ odpowiedzi na Ag. Logicznym
rozwigzaniem wydaje si¢ dostosowanie kalendarza szczepien do statusu
immunologicznego pacjenta i, co jest sugerowane przez wielu badaczy, potrzebne sq
dobrze zaplanowane badania pozwalajace okresli¢ zwiazek pomiedzy rekonstytucjq

immunologiczna a stopniem odpowiedzi na immunizacije (18).
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2 CEL PRACY

Celem pracy badawczej byly:

1. Ocena rekonstytucji immunologicznej u chorych we wezesnym (>6 miesigcy)

1 poznym (>24 miesigcy) okresie po przeszczepieniu allogenicznym komorek

hematopoetycznych:

monitorowanie liczby neutrocytow, limfocytow i stezenia klas
immunoglobulin w okresie do 3 lat po HCT

okreslenie immunofenotypu powierzchniowego limfocytow  krwi
obwodowej ze szczegélnym uwzglednieniem ekspresji molekul
determinujacych podzial na komoérki naiwne i pamigci immunologicznej
linii Bi T

ocena ekspresji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin charakterystycznych
dla profilu Thl (IFNY, IL2) oraz Th2 (IL4, IL5, IL10) w obrebie
limfocytow T CD4 1 CD8

2. Przeprowadzenie  programu  szczepien ochronnych u  pacjentéow

po procedurze przeszczepienia allogenicznego:

ocena stopnia odpornosci przeciwko WZW B po HCT

okreslenie korelacji miedzy stopniem odpowiedzi na immunizacje
rHBsAg po HCT a badanymi parametrami  rekonstytucji
immunologicznej oraz czynnikami zaleznymi od dawcy i biorcy

opracowanie  kalendarza  szczepien ochronnych  dostosowanego
do statusu immunologicznego pacjenta oraz systemu wizyt w poradni

transplantacyjnej
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3 MATERIAL i METODY

Badania cytometryczne icykl szczepien ochronnych przeprowadzono
u 61 chorych z rozpoznaniem ostrych i przewleklych schorzen hematologicznych,
poddanych postegpowaniu kondycjonujacemu z nastgpowym HCT od dawcow
rodzinnych lub niespokrewnionych. Procedure u wszystkich chorych wykonano
w Katedrze i Klinice Hematologii 1 Transplantologii Akademii Medycznej
w Gdansku w latach 1996-2005.

Pacjentow zakwalifikowanych do programu szczepien ochronnych podzielono
na dwie grupy w zaleznosci od czasokresu, ktéry uplynal od transplantacji: grupe
wezesng (miedzy 6 a 24 miesigcem po HCT) oraz grupe pézna (powyzej 24 miesiaca
po HCT).

Projekt uzyskal zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan
Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku. Na realizacje czesci badawczej

uzyskano finansowanie z Komisji Badan Naukowych Ministerstwa Nauki

1 Szkolnictwa Wyzszego (grant promotorski 2 P05B 080 26).

3.1 Badanichorzy

Do ostatecznej analizy wlaczono dane 49 pacjentow. W celu ujednolicenia
grupy badanej wykluczono biorcéw HCT po postgpowaniu przygotowujacym
o ztedukowanej intensywnosci, jednego pacjenta po przeszczepieniu z krwi
pepowinowej oraz chorych z rozpoznaniem przewleklej biataczki limfocytowe;j
ze wzgledu na odmienny typ kondycjonowania. Wszyscy analizowani chorzy
otrzymali kondycjonowanie mieloablacyjne. U 34 chorych zrédlem materialu
przeszczepowego byly komérki progenitorowe krwi obwodowej (PBSC), u 15 krew
szpikowa (BM).

W 43 przypadkach transplantacje przeprowadzono od dawcéw rodzinnych
(related donor — RD), a w 6 od dawcéw niespokrewnionych (matched unrelated
donor — MUD). Wszyscy dawcy PBSC byli mobilizowani granulocytarnym
czynnikiem wzrostu (granulocyte-colony stimulating factor — G-CSF) w dawce
10pg/kg masy ciata/dobe. Kolekcje komérek progenitorowych — wykonywano
12 godzin po4 15 dawce G-CSF droga leukaferezy za pomoca separatora

komorkowego (Fenwall 3000+). Krew szpikowa pobierano w warunkach sali
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operacyjnej w znieczuleniu ogélnym poprzez aspiracje z talerza biodrowego, bez
stymulacji G-CSF.

6 pacjentéw z ostra bialaczka limfoblastyczng (ALL) oraz 4 chorych
z przewlekla  bialaczka szpikowa (CML) przeszczepionych od  dawcow
niespokrewnionych otrzymatlo jako kondycjonowanie naswietlenie catego ciata (total
body irradiation — TBI) w lacznej dawce 12Gy (w 6 frakcjach) oraz cyklofosfamid
(Cy) dozylny w dawce catkowitej 120mg/kg masy ciata (u chorych, ktérych waga
odbiegala o ponad 25% od tzw. idealnej masy ciala, dawke leku obliczano wedlug
idealnej dostosowanej wagi ciala). Pozostalych 39 pacjentéw otrzymalo
kondycjonowanie wedtug schematu BuCy120: busulfan podawany doustnie (dawka
catkowita 16mg/kg masy ciata) oraz Cy dozylnie w tacznej dawce 120mg/kg masy
ciala (116-118).

Chorym poddanym transplantacji z PBSC przetoczono
0,5x10°CD34+ komorek/kg masy ciata (mediana); (zakres 2,7 - 8,9 x109.

Pacjenci, u ktorych zrédlem komorek macierzystych byt BM, otrzymali
3,3x100CD34+ komérek/kg masy ciata (mediana); (zakres 1,2 - 54 x109. Ogdlng
charakterystyke dawcow i biorcow przedstawia Tabela 1.

Profilaktyka choroby przeszczep przeciw gospodarzowi z zastosowaniem
cyklosporyny A (CsA) 1 metotreksatu (MTX) zgodna byta z protokolem ze Seattle
(3;8;119).  Cyklosporyna podawana byla poczatkowo dozylnie w dawce
3mg/kg masy ciala/dobe, a nastepnie doustnie, przy czym dawkowanie
dostosowywano w celu utrzymania stezenia terapeutycznego leku we krwi
w zakresie 150-300 pg/l. Jezeli u chorego nie obserwowano cech ¢cGvHD, od doby
101 do 180 stopniowo redukowano dawke CsA inastgpnie odstawiano lek.
Natomiast MTX podawano dozylnie w dobach: 1 (15mg/m2 powierzchni ciala), 3,
6111 po transplantacji (10mg/m2 powierzchni ciata). Chorzy poddani transplantaciji
od dawcy niespokrewnionego (MUD) otrzymali jako dodatkowy skladnik
postepowania przygotowujacego globuling antytymocytarna.

U wszystkich pacjentéw doszlo do wszczepienia przed doba 30 po HCT. Jako
kryterium przyjmuje si¢ bezwzgledna liczbe neutrocytéw >0,5G/1 przez dwie
kolejne doby iutrzymywanie si¢ trombocytéw 220 G/1 bez transfuzji przez trzy
kolejne doby (18).
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Tabela 1 Charakterystyka dawcoéw i biorcow

Charakterystyka dawcow i biorcéw

Wiek w dniu transplantacji, mediana (zakres)

Pacjenci 35 (16-54)
Dawcy 38 (10-67)
Wiek w czasie immunizacji, mediana (zakres)
Pacjenci 39 (20-57)
Pte¢ pacjentéw
Kobiety 22
Mezczyzni 27
Choroba zasadnicza

AML* 13
ALL* 6
CML* 26
MDS* 2
Inne (CEL, PNH)* 2

*AML. (Acute Myeloid 1enkemia) - ostra biatacgka szpikowa, ALL (Acute 1ymphoblastic 1enkemia) - ostra biataczka
limfoblastyczna, CML. (Chronic Myeloid 1enkemia) - prewlekla biatlaczka szpikowa, MDS  (Myelodysplastic Syndrome) — zespit
mielodysplastyczny, CEL (Chronic Eosinophilic Lenkemia) - biataczka eogynofilowa, PNH (Paroxysmal Nocurnal Hemoglobinuria) -

nocna napadowa henoglobinnria

3.1.1  Ocena rekonstytucji immunologicznej

W celu oceny rekonstytucji

immunologicznej zebrano z dokumentacji
pacjentéw nastepujace dane retrospektywne: bezwzgledna liczba neutrocytow
1 limfocytéw, odsetek y-globulin, stezenie immunoglobulin IgG, IgM, IgA w dobie
100, 180, rok, 2 lata po HCT w obu grupach oraz dodatkowo 3 lata po HCT
w grupie poéznej 1u wigkszoSci pacjentow z grupy wezesnej. Prospektywnie
zaplanowano wykonanie tych samych badan przed rozpoczeciem programu
szczepien oraz 4-8 tygodni po kazdorazowym podaniu szczepionek.

Ponadto oceng rekonstytucji poglebiono o analize cytometryczna subpopulacji
limfocytow krwi obwodowej ze szczegélnym uwzglednieniem komoérek tzw.
naiwnych i pamigci immunologicznej linii B 1T oraz badano limfocyty pod katem
wydzielanego profilu cytokinowego (Th1/Th2). Wymienione badania wykonywano
u kazdego pacjenta trzykrotnie: przed rozpoczeciem cyklu szczepien ochronnych,
w trakcie oraz 4 - 8 tygodni po zakonczeniu cyklu podstawowego. U czesci

badanych komplet oznaczen powtarzano 4 — 8 tygodni po podaniu dawki

przypominajacej szczepionki przeciwko WZW B.
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3.1.2  Choroba przeszczep przeciw gospodarzowi

Ocene ostrej (aGvHD) oraz przewleklej choroby przeszczep przeciw
gospodarzowi (cGvHD) dokonywano zgodnie z kryteriami Seattle (Tabela 2, 3, 4)
(48;120;121) i nowymi kryteriami ASBMT z 2005 roku (Tabela 5) (46).

U czeéci biorcow HCT rozwdj choroby przewleklej poprzedzony byt
wystapieniem aGvHD (bezposrednio lub po okresie wyciszenia). Gdy obraz
kliniczny charakterystyczny dla cGvHD pojawil si¢ bez poprzedzajacej postaci ostre;
rozpoznawano typ ‘de novo’.

Przy rozpoznaniu okreslono réwniez stopien zaawansowania cGvHD.
Pierwotna klasyfikacja Seattle opracowana w latach 80-tych definiowala nasilenie
choroby w oparciu o podzial na posta¢ ograniczona lub rozlegla, wymagajaca
leczenia systemowego (48). Zmodyfikowana klasyfikacja wprowadzila bardziej
precyzyjne kryteria ilo§ciowe rozpoznania postaci ograniczonej irozleglej, jednak

posiada niskie znaczenie prognostyczne (121).

Tabela 2 Stopniowanie ostrej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi

Stopien Skoéra Watroba Jelito

Biegunka, 500-1000 ml/dobe
lub nudnosci *

Biegunka, 1000-1500

+ Rumien<25% powierzchni ciata Bilirubina 2-3 mg/dl

Rumien 25 — 50 % powierzchni

++ ciata Bilirubina 3-6 mg/dI mi/dobe

+++ Uogolniona erytrodermia Bilirubina 6-15 mg/dl Biegunka >1500 ml/dobe

+4+++ Ztuszczanie lub pecherze Bilirubina >15 mg/dI B4l +/- niedroznos¢
*Rozpoznanie aGvHD na podstawie utrzymujacych si¢ nudnosei wymaga potwierdzenia biopsiq Zotadka lub dwunasticy

Tabela 3 Zaawansowanie aGvHD
Zaawansowanie aGvHD
Skéra Watroba Jelito Zaburzenia funkciji

0 0 0 0 0
| +do ++ 0 0 0
Il +do +++ + + +
I ++ dO +++ ++ dO +++ ++ do +++ ++
Y ++ do ++++ ++ do ++++ ++ dO ++++ +++
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Tabela 4 Oryginalna i zmodyfikowana klasyfikacja Seattle cGvHD

Oryginalna klasyfikacja Seattle
(Shulman et al., 1980)

Zmodyfikowana klasyfikacja Seattle
(Lee et al., 2003)

Posta¢ ograniczona

1. ograniczone zajecie skéry

2.dysfunkcja watroby spowodowana
cGvHD

1. Zmiany na $luzéwkach jamy ustnej w przebiegu cGvHD, dodatnia
biopsja skory lub wargi bez innych objawéw cGvHD

2. Zwiekszona aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (FALK < 2xnorma,
AST, ALT < 3xnorma, bilirubina catkowita < 27,3umol/l) z dodatnig
biopsja skéry lub wargi bez innych objawéw cGvHD

3. Niewielkie zmiany skérne: mniej niz 6 zmian grudkowo -
tuskowych, rumien <20%powierzchni ciata (BSA), lub rumieh <50%
BSA, dodatnia biopsja skéry bez innych objawéw cGvHD

4. Dodatni test Schirmera <5 mm bez innych zmian w narzadzie
wzroku, dodatnia biopsja skoéry lub wargi bez innych objawow
cGvHD

5. Zmiany w narzadach piciowych potwierdzone biopsjg bez innych
objawéw cGvHD

Postac rozlegta

1. uogdlnione zajecie skory

2. Ograniczone zmiany skérne lub
dysfunkcja watroby w przebiegu cGvHD
plus:
a. w biopsji przewlekte postepujace
zapalenie watroby, martwica mostowa,
marskos$¢ watroby
b. zmiany oczne (dodatni test
Schirmera <5 mm) lub
c. potwierdzone biopsjg zmiany
$luzéwek jamy ustnej lub gruczotéw
Slinowych
d. zajecie jakiegokolwiek innego
organu

1. Zajecie 2 lub wiecej narzadéw w przebiegu cGvHD, potwierdzone
biopsja jednego z nich

2. Karnofsky<60%, utrata masy ciata >15%, nawracajgce infekcje
bez innej przyczyny, potwierdzona biopsja cGvHD w jakimkolwiek
innym narzadzie

3. Potwierdzone biopsjq zajecie skory o powierzchni wigkszej niz w
postaci ograniczone;j

4. Twardzina

5. Onycholysis(oddzielanie sig tozyska od paznokcia) lub
onychodystrofia, potwierdzona biopsjg cGvHD w jakimkolwiek
narzadzie

6. Zapalenie obturacyjne oskrzelikéw nie spowodowane inng,
przyczyng

7. Dodatnia biopsja watroby lub (FALK) >2xnorma, AST, ALT >
3xnorma, bilirubina catkowita > 27,3umol/l) z potwierdzeniem
cGvHD w innym narzadzie

8. Potwierdzone biopsjg zmiany gérnego lub dolnego odcinaka
przewodu pokarmowego

9. Zapalenie powiezi lub bton surowiczych bez innej przyczyny;
Przykurcze spowodowane przez cGvHD
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Nowe podejécie do stopniowania zaawansowania klinicznego choroby
przeszczep przeciw gospodarzowi zaproponowane w 2005 roku przez ASBMT (40)
przywiazuje mniejsza wage do kryterium czasowego przy odréznianiu aGvHD
od cGvHD, a o rozpoznaniu decyduje tu obraz kliniczny. Uwzglednia si¢ tez tzw.
zespol nakladania, w ktérym wspdlistnieja cechy aGvHD i cGvHD. Ocenia si¢
stopien uposledzenia funkcji kazdego z narzadow w 4-punktowej skali (0-3), gdzie
0 oznacza brak zajecia danego narzadu, a 3 odpowiada ci¢zkiemu uszkodzeniu
narzadu. Narzady poddawane analizie to: skora, Sluzéwki jamy ustnej, oczy,
przewod pokarmowy, watroba, pluca, powiezi istawy, zenskie drogi plciowe.
Dodatkowo bierze si¢ pod uwage rzadziej wystepujace powiklania lub objawy
towarzyszace: zwezenie przelyku, zapalenie blon surowiczych z wysigkiem,
miastenia  gravis,  zapalenie = nerwowo-mig¢s$niowe,  zespol  nerczycowy,
kardiomiopati¢, neuropatic obwodowa, maltoplytkowos¢, eozynofilic. Konieczne
jest stwierdzenie obecnosci tzw. objawow diagnostycznych, charakterystycznych dla
zajecia danego narzadu przez GvHD. Jesli wystepuja cechy niewystarczajace
do rozpoznania GvHD, wymagane jest potwierdzenie biopsyjne, laboratoryjne lub
radiologiczne. Po podsumowaniu okredla si¢ globalny stopienn zaawansowania

GvHD.

Stopniowanie cGvHD:
® Jlagodna posta¢ przewlektego GvHD (ang. mild cGvHD) — zajecie 1 lub
2 organéw (z wyjatkiem pluc) bez znacznego uposledzenia funkcji
(maksymalnie 1 punkt w zajetych narzadach)
® Umiarkowana posta¢ przewleklego GvHD  (ang. moderate cGvHD) —
zajecie w znacznym stopniu 1 narzadu (maksymalnie 2 punkty) lub zajecie
w nieznacznym stopniu 3 lub wigcej narzadéw (maksymalnie 1 punkt
w kazdym z zajetych narzadow), w tym nieznaczne zajecie pluc (1 punkt)
® Ciezka posta¢ przewleklego GVHD (ang. severe cGvHD) — bardzo znaczne
uposledzenie czynnosci zajetego narzadu (3 punkty w jakimkolwiek organie)
lub znaczace zajecie pluc (22 punkty)
Na podstawie notatek w dokumentacji pacjentéw, obok rozpoznania
postawionego wedlug zmodyfikowanych kryteriow Seattle, retrospektywnie

oszacowano zaawansowanie choroby wedlug kryteriow ASBMT.
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Tabela 5 Kategorie ostrej i przewlekiej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(ASBMT 2005)

. Lo Obecnos¢ cech Obecnos¢ cech
. Okres ujawnienia sie
Kategorie s typowych dla typowych dla
objawéw po HCT lub DLI aGvHD cGvHD
Klasyczne aGvHD <100 doby Tak Nie
Przetrwate, nawracajace lub o ;
péznym poczatku* aGvHD >100 doby Tak Nie
Klasyczne cGvHD bez granic czasowych Nie Tak
Zespbt naktadania bez granic czasowych Tak Tak

*np. przy odstawianin immunosupresji

3.1.3  Kryteria wigczenia do programu szczepieh ochronnych po HCT

Do programu szczepient ochronnych wiaczono pacjentéw po HCT, u ktérych
mingly przynajmniej 2 miesiace od odstawienia immunosupresji. Dopuszczeni
zostali pacjenci zcechami cGvHD w stopniu lagodnym oraz po leczeniu
umiarkowanej (moderate cGvHD) i cigzkiej postaci, bez cech zaostrzenia. Do grupy
wezesnej zaliczono 19 pacjentéw, a do grupy poznej 30 osob.

W grupie 49 badanych 5 przebylo WZW B, ale wyeliminowalo wirusa
(antygen HBs ujemny), w tym 4 przed i 1 osoba po HCT. U tych oséb (3 z grupy
wczesnej 1 2 z grupy poéznej) nie podawano rHBsAg ze wzgledu na ochronne miano
antyHBs z zamiarem immunizacji w razie obnizania si¢ stezenia swoistych
przeciwcial. Wsréd nich u 3 0s6b miano wynosito>1000mIU/ml. Dodatkowo
u 3 pacjentow z grupy poznej dzicki adoptywnemu transferowi odpornosci przed
dlugi okres czasu utrzymywalo si¢ ochronne miano przeciwcial antyHBs; dwojgu
z nich podano rHBsAg z powodu malejacego stezenia przeciwcial. Reasumujac,
peten cykl szczepien ochronnych w grupie wezesnej otrzymato 16 oséb, a w grupie
poznej 27 0séb, podczas gdy cykl szczepien pozbawiony rHBsAg w obu grupach

podano 3 pacjentom.

3.1.4 Kalendarz szczepien ochronnych

Wyjsciowy kalendarz szczepient ochronnych (Tabela 6) opracowano w oparciu
o program realizowany w Fred Hutchinson Cancer Research Center w Seattle, USA,
doniesienia literaturowe dotyczace wynikoéw immunizacji czynnej poszczegolnymi
szczepionkami u pacjentéw z zaburzeniami odpornosci oraz rekomendacje EBMT,

ASBMT iMyeloma and Transplantation Research Center, Little Rock, Arkansas,
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USA. Program szczepien wdrozono w maju 2004 roku wlaczajac stopniowo
pacjentow z obu grup przychodzacych na rutynowe wizyty kontrolne do Poradni dla
Chorych po Przeszczepie Szpiku Kostnego. Podczas kwalifikowania do immunizacji
czynnej pacjenci byli kazdorazowo badani, aby wykluczy¢ infekcje jako
przeciwwskazania do  podania  szczepionki. Lista  szczepionek  uzytych
w realizowaniu programu immunizacji znajduje si¢ w tabeli (Tabela 7).
Jednoczasowo podawane byly maksymalnie 3 szczepienia domig$niowe
(np. Td, 1PV, WZW B), w odlegle cz¢sci ciala (np. rami¢ prawe, rami¢ lewe,
posladek), w odstepach czasu nie wigkszych niz 3 minuty. Kolejne dawki podawano
po 4-8 tygodniach. Odstepstwem od zaplanowanego kalendarza byla pierwsza
immunizacja szczepionka Hib, ktérej nie podawano 4 miesiace po HCT, aby
wykluczy¢ jej wplyw na wyniki badan immunologicznych rozpoczynanych

po odstawieniu immunosupresji (>6 miesigcy po transplantaciji).

Tabela 6 Kalendarz szczepien ochronnych - stosowany formularz

KARTA SZCZEPIEN PO PRZESZCZEPIENIU ALLOGENICZNYM

MIESIAC DATA PIECZATKA SZCZEPIENIE
po HCT LEKARZA
4 Hib (1)
WZW B (0)
6 GRYPA
7 WZW B (1)
8 (WZW B) (2)
10 Hib (11)
WZW B (6)
12 Pneumo (i) (ew. z Il dawkag Hib)
Td + IPV (l)
14 Td + IPV (1)
16 Td + IPV (1)
18 WZW B (12)
24 Pneumo (Il)
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Tabela 7 Charakterystyka szczepionek

Nazwa s Co . Nazwa
skrocona Aktywnosé szczepionki/toksoidu handlowa Producent/dystrybutor
Grypa przeciwko wirusowi grypy Influvac Solvay Pharmaceuticals
ko wi .
Grypa Przeciwio wirusow! grypy Vaxigrip Aventis Pasteur
Hib przeciwko Haemophilus influenza typu B Hiberix GlaxoSmithKline Biologicals
PV przeciwko wirusowi Polio (inaktywowana) Imovax Polio Aventis Pasteur
wk .
Pneumo przeciwko Streptococeus pneumoniae Pneumovax 23 Merck Sharp & Dohme
(23-walentna)
Td przeciwko tezcowi i btonicy Td Biomed S.A.
wzwp | Przeciwko W'r”S°V;’;$”Bzapa'e”'“ wafroby Engerix B GlaxoSmithKline Biologicals

3.1.5  Kryteria odpowiedzi na immunizacje rHBsAg

Miano przeciwcial antyHBs jest rutynowym badaniem wykonywanym przez
Centralne Laboratorium Kliniczne. Dzieki wieloletniemu monitowaniu miana
przeciwcial antyHBs u chorych przed i po transplantacji oraz u ich dawcéw, mozna
bylo retrospektywnie oceni¢ wplyw immunologicznego statusu dawcy i biorcy przed
HCT na utrzymywanie si¢ ochronnego stezenia przeciwcial antyHBs 1 ksztaltowanie
si¢ odpowiedzi na ponowne podanie rHBsAg. U pacjentéow zakwalifikowanych
do szczepienia przeciwko WZW B podawano domigsniowo oczyszczony, gléwny
antygen powierzchniowy wirusa HBV, otrzymywany z rekombinowanych komorek
drozdzy (Saccharomyces cerevisiae), adsorbowany na zwiazkach glinu.

Jako serokonwersje traktowano wystgpienie poszczepiennego miana
antyHBs>1mUI/ml przy wyjSciowym poziomie antyHBs<ImUI/ml. Za miano
niskie zabezpieczajace przyjeto zakres antyHBs miedzy 10-100mUI/ml, miano
zapewniajace odporno$é powyzej roku zakres antyHBs miedzy 100-1000mUI/ml,
a dajace wieloletnia odporno$é miano >1000mUI/ml.

Pierwsza podawana dawka rHBsAg byla u wszystkich pacjentéw podwodjna
(40ug). Kolejne dawki zalezaly od miana antyHBs. Brak serokonwersji lub
utrzymywanie si¢ niskiego miana poszczepiennych przeciwcial po kolejnych
podaniach tHBsAg (antyHBs<10mUI/ml) wymuszal konieczno$¢ podawania nadal
dawki 40pg, az do uzyskania antyHBs>10mUI/ml. W przypadku wystapienia

serokonwersji lub wzrostu miana antyHBs>10mUI/ml juz po pierwszej dawce
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szczepionki, decydowano si¢ na podawanie pojedynczych dawek szczepionki (20Ug)
przy kolejnych immunizacjach.

Miano antyHBs kontrolowano po kazdym podaniu rHBsAg i monitorowano
po zakonczeniu programu szczepien podczas kontrolnych wizyt w poradni. Grupe
pacjentow immunizowanych przeciwko WZW B podzielono na 3 grupy
w zaleznosci od stezenia poszczepiennego antyHBs, ilosci podanych dawek

szczepionki oraz czasokresu utrzymywania si¢ ochronnego miana przeciwciat:

=

Grupa stabo odpowiadajaca na szczepienie (SO)

® konieczno$¢ podawania przynajmniej 4 dawek w celu osiagniecia miana
antyHBs 10-100mUI/ml

® miano ochronne >100mUI/ml osiagni¢to po 2 - 4 dawkach, ale utrzymywato
si¢ >100 mUI/ml ponizej roku

2. Grupa dobrze odpowiadajaca na szczepienie (DO)

® miano ochronne >100mUI/ml osiagni¢to po 3 - 4 dawkach i utrzymywato
sie >100 mUI/ml minimum rok

3. Grupa bardzo dobrze odpowiadajaca na szczepienie (BDO)

® miano ochronne >100mUI/ml uzyskano po 1 - 2 dawkach i utrzymywalo

sie >100mUI/ml minimum rok
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3.2 Metody badan

Badania morfologii  krwi, elektroforezy bialek surowicy, stezenia
immunoglobulin IgG, IgM, IgA, markerow WZW s3 rutynowymi badaniami
wykonywanymi w Centralnym Laboratorium Klinicznym Akademickiego Centrum
Klinicznego podczas wizyt kontrolnych pacjentéw w Poradni dla Chorych
po Przeszczepie Szpiku Kostnego. Pozostale badania doswiadczalne wykonano
samodzielnie w Pracowni Preparatyki 1 Hodowli Komoérkowych Szpiku Kostnego
oraz Pracowni Cytometrii iCytomorfologii Katedry i Kliniki Hematologii
1 Transplantologii Akademii Medycznej w Gdansku. Cze§¢ doswiadczalna pracy
doktorskiej przeprowadzona zostala dzigki zdobytym umiejetnosciom i badaniom
wykonanym w Pracowni Cytometrii, Laboratorium Immunologii Uniwersyteckiego

Centrum Szpitalnego Rangueil (Toulouse, Francja).

3.2.1  Ocena subpopulacji leukocytow krwi obwodowej

Oceng subpopulacji leukocytéw krwi obwodowej wykonywano w Pracowni
Cytometrii i Cytomorfologii Katedry i Kliniki Hematologii i Transplantologii
Akademii Medycznej w Gdansku przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS -
Calibur  (Becton Dickinson, San Jose, USA). Znakowanie antygenow
na powierzchni limfocytéw linii T przeprowadzano z krwi pelnej. W celu
zwigkszenia czulo$ci oceny antygenow na powierzchni mniej licznych limfocytéw B,

znakowanie wykonywano na izolowanej zkrwi pelnej populacji komorek

jednojadrzastych (Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC).

Izolacja jednojadrzastych komorek krwi obwodowej

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) wuzyskiwano droga
wirowania (wiréwka MPW 342) pobranej krwi zylnej w gradiencie stezen, przy
uzyciu Histopaq 1077 (Sigma, nr kat. H8889). W warunkach aseptycznych
w komorze zlaminarnym nawiewem jalowego powietrza do 5ml krwi pobranej
na heparyne dodawano ekwiwalentna (1:1) objetos¢ RPMI (Tominex, nr kat. 36750)
z dodatkiem 10% roztwéru FBS (Tominex, nr kat. 06400), nastepnie nawarstwiano
na 5ml Histopaq 1077 i wirowano przez 25 minut (RCF 400) w temperaturze 20°C.
Po odwirowaniu uzyskiwano widoczne rozdzielenie faz z wyraznie zaznaczonym
pierscieniem komorek jednojadrzastych, ktore przenoszono jatowsa pipeta do innej

probowki. Po jednokrotnym plukaniu komoérek w RPMI (10 minut; RCEF 450)
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usuwano supernatant, a osad komoérkowy zawieszano w roztworze RPMI z FBS
do uzyskania objetosci 1ml. Nastegpnie za pomoca analizatora komoérkowego
Miros 60 (ABX, Montpellier, Francja) oznaczano ilos¢ limfocytow w rozcieniczonej
10-krotnie prébee pobranej z 1ml zawiesiny PBMC. Po uzyskaniu wyniku zawiesing
rozcienczano z uzyciem roztworu RPMI z FBS tak, aby koncentracja limfocytow
wynosita 2x106/ml. Cze¢$é wyizolowanych limfocytéw wykorzystywano do hodowli
z mitogenami do okredlenia ekspresji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin Thl

1 Th2, pozostate limfocyty stuzyly do wyznakowania wybranych antygenéw linii B.

Przygotowanie do analizy cytometrycznej zawiesiny leukocytow z krwi pelnej bez izolacji

Do 1 ml krwi zylnej dodawano 3 ml roztworu lizujacego erytrocyty (FACS
lysing solution, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), po 10 min inkubacji
w ciemnosci probke odwirowywano (5 minut, RCF 650), usuwano supernatant
1 procedure lizy erytrocytow powtarzano. Uzyskany osad komorek plukano przez
dodanie 2ml roztworu PBS (CellWASH, Becton Dickinson, USA), wymieszanie
oraz odwirowanie zawiesiny. Odsaczony osad komoérek zawieszano w PBS
z dodatkiem albuminy (2% roztwor). Komérkowos$¢ zawiesiny okreslano za pomoca

analizatora komoérkowego Micros 60.

Oznaczanie subpopulacji komérek naiwnych i pamieci immunologicznej limfocytow B i T

Do  wyodrebnienia  subpopulacji  komoérek  naiwnych 1 pamieci
immunologicznej limfocytow linit B i T stosowano tréjkolorowe barwienia.
Doktadng liste uzytych przeciwcial wraz z fluorochromami przedstawia Tabela 8.
Wszystkie przeciwciala pochodzily z firmy Becton Dickinson, San Jose, CA, USA.

W osobnych préobéwkach zawiesiny komoérkowe inkubowano z 10ul
monoklonalnych przeciwcial w nastepujacych zestawach: z linii B antyCD19,
antyCD27, antylgM; antyCD19, antyCD27, antylgD; antyCD19, antyCD27,
antylgG, a z linii T antyCD3, antyCD4, antyCD8; antyCD4, antyCD45RA,
antyCD45RO; antyCD8, antyCD45RA, antyCD45RO. Stosowano réwniez kontrole
izotypowq  Y1/¥2a. Komoérki inkubowano przez 30 minut w ciemnosci, po czym
ptukano w PBS (5 minut; RCF 650). Nastgpnie usuwano supernatant, a odsaczony
osad wyznakowanych fluorochromami komorek zawieszano w PBS z albuminami
1 poddawano analizie cytometrycznej. Populacje komoérek badano w bramce
limfocytarnej 1 wyznaczano na podstawie dodatniego sygnatu fluorescencji powyzej

fluorescencji kontroli izotypowej. Wartos¢ bezwzgledna okreslonych subpopulacii
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wyliczano na podstawie odsetka pozytywnych komoérek z bramki limfocytarnej oraz
liczby limfocytéw oznaczonej w badanej probee krwi przez analizator komérkowy.
Jako komorki linii B traktowano limfocyty z ekspresja powierzchniowa CD19+,
z ktérych wyodrebniano komoérki tzw. naiwne o immunofenotypie CD27-IgM+
oraz CD27-IgD+ i komérki pamigci immunologicznej CD27+1gG+, CD27+1gM+,
CD27+IgD+. W linii T (CD3+) badano stosunek komoérek CD4 do CDS8 oraz
subpopulacje komorek naiwnych linii T CD45RA+RO-, komorek pamieci
immunologicznej CD45RA-RO+ oraz komoérek ‘podwodijnie pozytywnych’
CD45RA+RO+ w obrebie limfocytéw CD4+ 1 CD8+. Wyodrebniono réwniez
grupe komoérek CD3-CD8+ nalezaca do komorek NK.

Tabela 8 Charakterystyka przeciwciat uzytych w badaniu ekspresji antygenéw
powierzchniowych

Specyficznos$¢ przeciwciata Klon Pochodzenie ' Podklasa ' Nr katalogowy
(fluorochrom) immunoglobulin

yi/y2a (FITC/PE) X39/X40 mysie lgG1 342409
CD83 (PerCP) SK7 mysie 1gG1,x 345766
CD4 (PE, PerCP) SK3 mysie 1gG2a,x 345769, 345770
CD8 (FITC, PerCP) SKi1 mysie 1gG1,x 345772, 345774
CD19 (CyChrome) HIB19 mysie 1gG1,x 555414
CD27 (PE) L128 mysie 1gG1,x 340425
CD45RA (FITC) L48 mysie 1gG1,x 347723
CD45RO (PE) UCHL-1 mysie lgG2a,x 347967

IgD (FITC) IA6-2 mysie 1gG2a,x 555778

1gG (FITC) G18-145 mysie 1gG1,x 555786
IgM (FITC) G20-127 mysie 1gG1,x 555782

3.2.2  Ocena wewnatrzkomoérkowej ekspres;ji cytokin profilu Th1 i Th2
Izolacja komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (opisana wyzej)

Stymulacja komoérek jednojadrzastych z uzyciem PMA ijonomycyny w obecnosci

brefeldyny A.

W celu oznaczenia ekspresji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin profilu Thl
1Th2 postuzono si¢ protokolami z Pracowni Cytometrii, Laboratorium
Immunologii Uniwersyteckiego Centrum Szpitalnego Rangueil (Toulouse, Francja),
opartymi na sprawdzonej metodzie Sandersa iwsp. (1991 rok), z modyfikacjq

wprowadzona przez Junga i1wsp. (1993 rok). Inkubacja limfocytéw z estrami
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forbolu - PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma-Aldrich, nr kat. P 1585)
1solg wapniowg jonomycyny (Sigma-Aldrich, nr kat. 1 0634) stymuluje produkcje
cytokin, a obecnos¢ brefeldyny A (substancja blokujaca translokacje bialek
z retikulum  endoplazmatycznego do aparatu  Golgiego; GolgiPlug, Becton
Dickinson, nr kat. 555029) zatrzymuje je wewnatrz komorki. W konsekwencii
po wyznakowaniu cytokin przy pomocy przeciwcial sprzezonych z substancja
fluoryzujaca uzyskuje si¢ sygnal wzmocniony wystarczajaco do wykonania pomiaru
w cytometrze przeplywowym. W Tabeli 9 przestawiono liste przeciwcial
wykorzystanych do detekciji cytokin.

Hodowle limfocytow  z substancjami  aktywujacymi  przygotowywano
w sterylnych warunkach w komorze z laminarnym nawiewem jalowego powietrza
na plytce 24-dotkowej. W celu uzyskania wigkszej ilosci komoérek do oznaczen
cytometrycznych prowadzono réwnolegle w kilku dotkach inkubacje komorek
od jednego pacjenta, w kazdym znich okolo 1x10¢ limfocytow. Do dolkéow
z zawiesing komorek dodawano przygotowane uprzednio w odpowiednich
stezeniach: 10l GolgiPlug (10ug/ml — koficowe stezenie w dotku), 5 ul PMA
(25ng/ml — koricowe stezenie w dotku), 100l jonomycyny (1pg/ml — konicowe
stezenie w dotku), nastepnie dopelniano do 1ml roztworem RPMI10%FBS
1 doktadnie mieszano z uzyciem pipety. 5-6h inkubacja odbywala si¢ w temperaturze
379C w atmosferze 5%COs..

Zastosowane stezenia PMA ijonomycyny byly nieco wyzsze niz stosowane
standardowo w Toulouse. Jest to efekt doswiadczen wlasnych w tamtejszym
laboratorium z réznymi stezeniami i czasami aktywacji limfocytow w celu uzyskania
optymalnego pomiaru ekspresji réznych cytokin wykonywanego w tym samym
czasie.

Po kontakcie z PMA dochodzi do znacznego spadku ekspresji antygenu CD4
na powierzchni limfocytéw, natomiast ekspresja antygenu CD8 nie zmienia sig.
Z tego wzgledu do zréznicowania limfocytow T CD4+ 1CD8+ uzywa si¢
przeciwciata antyCD8 i uznaje si¢ komoérki CD3+CD8- za CD3+CD4+.

Oznaczanie ekspresji antygenow linii T na powierzchni komoérek

Po uplywie 5-6h zawiesing komoérek pobierano z dotkéw hodowlanych przy
pomocy pipety, plukano (dodawano 2 ml PBS) iwirowano (5min., RCF 650).
Odsaczony osad zawieszano w PBS z albuminami, rozdzielano do kilku probéwek

1 dodawano przeciwciala antyCD3 sprzezone z PerCP (ang. peridinin chlorophyll)
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oraz antyCD8 sprzezone z FITC (ang. fluorescein isothiocyanate). Po 20 minutach
inkubacji w ciemnosci zawiesing ptukano (opis powyzej). Do odsaczonych komorek
dodawano 500Ul 3% formaldehydu iinkubowano 15 minut w ciemnosci w celu

utrwalenia struktury komorek.

Oznaczanie ekspresji cytokin wewnatrz limfocytow T

Aby mozliwe bylo wyznakowanie cytokin wewnatrz komorek konieczne jest
zwickszenie przepuszczalnosci blon komoérkowych. W tym celu do utrwalone;
formaldehydem zawiesiny, po plukaniu w PBS 1odwirowaniu, dodawano 500ul
10-krotnie rozcienczonego w wodzie dejonizowanej roztworu saponiny - Facs
permeabilizing solution (Perm 2, Becton Dickinson, nr kat. 347692). Probéwki
inkubowano 15 minut w ciemnodci i ponownie plukano w PBS. Po odwirowaniu
1 odsaczeniu, osad komorek zawieszano w PBS zalbuming i dodawano po 10ul
przeciwcial przeciwko cytokinom (IFNy, IL2, IL4, IL10, IL5) znakowanych
fluorochromami (FITC, PE — ang. phycoerytrin). Po 30 minutach inkubacijt
w ciemnosci, wybarwione komoérki plukano 1 po odwirowaniu zawieszano
w 200ul 0,5% roztworu formaldehydu. Odczytu w cytometrze przeplywowym
dokonywano przed uplywem 24h od momentu zakoniczenia procedury barwienia.
Ekspresje cytokin badano w bramce limfocytarnej w komoérkach CD3+,
z podzialem na populacje CD8+ i CD8- (ktére uznaje si¢ za limfocyty CD4+)
1 wyznaczano na podstawie dodatniego sygnatu fluorescenciji powyzej fluorescencji

kontroli izotypowe;.

Tabela 9 Charakterystyka przeciwciat uzytych do detekcji wewnatrzcytoplazmatycznej
cytokin

Specyficznosé przeciwciata Klon Pochodzenie . Podklasa . Numer katalogowy
(fluorochrom) immunoglobulin

Human IFNy (PE, FITC) 25723.11 mysie IgG2b, ¥ 340449, 340452

Human IL2 (PE, FITC) 5344.111 mysie IgG1, 340448, 340450

Human IL4 (PE) 3010.211 mysie 19G1, 340451

Human IL5 (PE) JES1-39D10 szczurze IgG2a 559332

Human IL10 (PE) JES3-12G8 szczurze lgG2a 559076
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3.3 Analiza statystyczna

Kazda zmienna o charakterze ciaglym oceniano pod wzgledem zgodnosci jej
rozkladu zrozkladem normalnym (ocena histograméw, test Kolmogorowa-
Smirnowa). Zmienne o rozkladzie zgodnym z rozkladem normalnym analizowano
metodami parametrycznymi. Do oceny réznic pomiedzy takimi zmiennymi
stosowano test t-Studenta oraz analiz¢ wariancji (ANOVA) z testami post-hoc
(zalozenia analizy wariancji weryfikowano standardowymi metodami). Do oceny
zmienno$ci parametréw w czasie stosowano test t-Studenta dla danych sparowanych
lub ANOVA - uklady z powtarzanymi pomiarami.

Zmienne, ktorych rozklad odbiegal od rozkladu normalnego, analizowano
metodami nieparametrycznymi. Dla poréwnania dwoch zmiennych o charakterze
cigglym stosowano test U Manna—Whitneya. Zwiazki pomiedzy zmiennymi
skategoryzowanymi oceniano przy pomocy testu y>. Do oceny wplywu jednej
ze zmiennych na wynik immunizacji zastosowano metode¢ Kaplana-Meiera.

W pracy przyjeto poziom istotnosci statystycznej p<0,05. Obliczenia zostaly
przeprowadzone przy uzyciu programu komputerowego ,,Statistica 7.1” firmy Stat-

Soft licencjonowanego dla Akademii Medycznej w Gdansku.
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4 WYNIKI

41  Ocena rekonstytucji immunologicznej po HCT

41.1 Wybrane parametry morfologii krwi obwodowe;j

Retrospektywna analiza parametréw krwi obwodowej 49 pacjentéw w dobie
+100,+180 oraz 1, 2, 3 lata po HCT wykazala stopniowy wzrost bezwzglednej ilosci
neutrocytow (absolut neutrophil count; ANC) oraz limfocytow wraz z uplywem

czasu od HCT.

Neutrocyty

W badanej grupie u zadnego z pacjentéw w dobach +100, +180 oraz 1, 2,
3 lata po HCT nie obserwowano agranulocytozy (ANC<0,5G/1). Granulocytopenia
(ANC<1,5G/]l) wystgpowala w ocenianych okresach po przeszczepieniu
u malejacego z czasem odsetka chorych.

W dobie +100 granulocytopeni¢ obserwowano u 14 (28,6%) chorych, w tym
minimalna zanotowana warto§¢ ANC wynosila 0,7G/1, a $rednia wartosé 2,42G/1
(£1,24). W dobie +180 u 6 (12,2%) pacjentéw wystgpowala nadal obniZzona ilo§¢
granulocytéw z minimalng wartoscia 0,8G/11 $rednia 2,6G/1 (£1,11). Rok po HCT
u5 (10,2%) badanych zanotowano granulocytopeni¢ z minimum 1,0G/l, podczas
gdy warto$¢ $rednia w tym okresie wynosita 29G/l1 (*1,1). Po 2latach
od transplantacji jedynie u 2 (4,1%) chorych utrzymywata si¢ granulocytopenia
z minimalna wartoscia 1,24G/1, a srednia wzrosta do 3,1G/1 (£1,01). 3 lata po HCT
minimalna zanotowana warto§¢ ANC w badanej grupie wynosita 1,5G/1, przy
sredniej 3,0G/1 (£0,97).

Wzrost parametru ANC od doby 100 do 3 lat po HCT przedstawia Rycina 1.
Trend zmiennos$ci ANC wraz zuplywem czasu od transplantacji jest istotny

statystycznie (p=0,002).
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Rycina 1 Bezwzgledna wartos¢ neutrocytow (ANC) w 100 dobie, 180 dobie,1 rok, 2 lata,
3 lata po HCT

Na wykresie przedstawiono srednie wartosci ANC i ich 95% przedziaty ufnosci. Linia przerywana oznacza
graniczng wartosc (1,5 G/l), ponizej ktérej rozpoznaje sie granulocytopenie.

35}t

3,0t

25t

20t

bezwzgledna warto$¢ neutrocytow [G/l]
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czas po alloHCT
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Limfocyty

Wystepowanie limfopenii  (<1,0G/I) w grupie badanych pacjentéw
ksztaltowalo si¢ podobnie jak w przypadku ANC - malalo zuplywem czasu
od przeszczepienia. W dobie +100 limfopeni¢ zaobserwowano u 22 (44,9%)
biorcow HCT z minimalng wartoscia 0,21G/1, przy sredniej w grupie 1,3G/1
(£0,73). W dobie +180 wystgpowala u 12 (24,5%) pacjentéw z minimum 0,3G/1
i $rednig wartoscig w tym okresie 1,6G/1 (20,94). W okresie roku po HCT obnizona
warto$¢ limfocytéw obserwowano nadal u 8 (16,3%) o0s6b z minimum 0,7G/],
podczas gdy warto$¢ $rednia wynosita 2,2G/1 (£1,09). Po 2latach u 2 (4,1%)
pacjentéw obserwowano limfopeni¢ z minimalng wartoscia 0,7G/1 i$rednia w
grupie 2,5G/1 (£1,04). 3 lata po HCT minimalna ilo$¢ limfocytéw we krwi badanej
grupy wynosita 1,0G/1, przy utrzymujacej si¢ sredniej wartosci 2,5G/1 (£1,01).

Zmiany wartosci bezwzglednej limfocytow we krwi pacjentéw w dobach
+100, +180 oraz rok, 2 lata i 3 lata po transplantacji przedstawia Rycina 2. Wzrost

tego parametru wraz z uplywem czasu po HCT wykazuje znamienno$¢ statystyczna
(p<0,001).

Rycina 2 Liczba limfocytow w 100 dobie, 180 dobie,1 rok, 2 lata, 3 lata po HCT

Na wykresie przedstawiono srednie liczby limfocytéw i ich 95% przedziaty ufnosci. Linia przerywana oznacza
graniczna wartosc (1,0 G/l), ponizej ktérej rozpoznaje sie limfocytopenie.
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czas po alloHCT
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4.1.2 Wybrane parametry biatkowe

Retrospektywna ocena odetka y-globulin w elektroforezie bialek surowicy oraz
stezenia immunoglobulin IgG, IgA, IgM w grupie 49 pacjentéw w dobie +100,+180
oraz 1, 2, 3 lata po przeszczepieniu allogenicznym wykazala wzrost tych parametrow
wraz zuplywem czasu od HCT. Jako zakres norm gammaglobulin oraz
immunoglobulin IgG, IgM, IgA przyjeto zakresy przedstawione w podreczniku
Choréb Wewnetrznych pod redakcja Prof. Szczeklika

Elektroforeza biatek surowicy

Hipogammaglobulinemia (przyjeto odsetek 7Y-globulin<12%) wystepowala
do 180 doby u 53% pacjentéw z minimalng wartoscia 5%, przy srednim odsetku
12,4%  (£3,76). W  okresie roku po HCT czestos¢  wystgpowania
hipogammaglobulinemii zredukowata si¢ do 40,8% (minimum 4%; $rednia 13,5%,
+4,32). Hipogammaglobulinemia utrzymywata si¢ nadal 21 3 lata po przeszczepieniu
u 35% biorcéw HCT przy warto$ciach $rednich odpowiednio 14,4% (£3,60) 1 14,1%
(£3,63).

Hipergammaglobulinemie (przyjeto Y-globuliny=18%) zanotowano natomiast
u odpowiednio 8% pacjentéw w dobie +100, 10% w dobie +180, 20% rok po HCT,
18% chorych 2 lata i 24% biorcow 3 lata po przeszczepieniu.

Zmiany odsetka gammaglobulin w elektroforezie bialek u pacjentow w okresie
od doby +100 do 3lat po HCT przedstawia Rycina 3. Trend zmiennosci tego

parametru po transplantacji jest istotny statystycznie (p<<0,001).
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Rycina 3 Odsetek y-globulin w 100 dobie, 180 dobie,1 rok, 2 lata, 3 lata po HCT

Na wykresie przedstawiono srednie odsetkow y-globulin i ich 95% przedziaty ufnosci. Linia przerywana oznacza
dolna granice wartosci prawidtowych (12%), poza ktora rozpoznaje si¢ hipogammaglobulinemie.

16

Odsetek gamma globulin [%]

100 dni 180 dni 1 rok 2 lata 3 lata
czas po alloHCT
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Immunoglobuliny

Obnizone stezenie immunoglobuliny IgG  (przyjeto <7g/l) stwierdzano
u malejacego z czasem odsetka chorych: u 30% w dobie +100 (minimum 4,3¢g/1),
24% w dobie +180 (minimum 3,3g/1), 16% rok po HCT (minimum 3,4g/1) i 6%
213 lata po przeszczepieniu (minimum odpowiednio 4,9 i 5,2¢g/1). Wraz z uplywem
czasu od transplantacji obserwowano wzrost odsetka pacjentow ze stezeniem IgG
przekraczajacym 16g/1z 2% w dobie +100 do 12% rok po przeszczepieniu, podczas
gdy 21 3 lata po HCT podwyzszone stezenie IgG utrzymywalo si¢ u 8% biorcow.
Srednie stezenia IgG  wynosily w  wymienionych przedziatach czasowych
odpowiednio 9,1g/1 (£3,4), 9,8¢/1 (*3,69), 10,9¢/1 (*4,26), 11,2g/1 (*3,4), 11,2g/1
(£3,15). Zmiany w stezeniu immunoglobuliny IgG wraz zuplywem czasu
od transplantacji obrazuje Rycina 4. Wzrost tego parametru w zaleznosci od okresu

po HCT wykazuje znamiennos¢ statystyczna (p<<0,001).

Rycina 4 Stezenie immunoglobuliny IgG w 100 dobie, 180 dobie,1 rok, 2 lata, 3 lata po
HCT

Na wykresie przedstawiono srednie stezenia immunoglobulin klasy IgG i ich 95% przedziaty ufnosci. Linia
przerywana oznacza dolng granice wartosci prawidtowych (7 g/l).

12 ¢
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stezenie IgG w surowicy [g/I]

100 dni 180 dni 1 rok 2 lata 3 lata
czas po alloHCT
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Obnizona warto$¢ immunoglobuliny IgM (przyjeto <0,4g/]) utrzymywala si¢
u 12% pacjentéw do 2 lat po przeszczepieniu, odsetek ten zmniejszyl si¢ do 8%
wraz z uplywem 3 lat po HCT. Minimalne obserwowane stezenia IgM miescily si¢
w zakresie 0,2-0,3g/l. Srednie stezenia wynosily odpowiednio 0,9g/1 (+0,59)
w dobie +100, 1,2¢g/1 (¥1,2) w dobie +180, 1,0g/1 (#0,51) rok po przeszczepieniu,
0,8g/1 (£0,43) 2lata oraz 0,9g/1 (£0,38) 3lata po HCT. Na wykresie ponizej
(Rycina 5)  przedstawiono  zmienno§¢  stezenia  immunoglobuliny — IgM
w omoéwionych  przedziatach  czasowych. Trend ten wykazuje znamienno$é

statystyczna (p=0,041).
Rycina 5 Wykres obrazujacy zmiennos¢ stezenia immunoglobuliny IgM w 100 dobie, 180

dobie,1 rok, 2 lata, 3 lata po HCT

Na wykresie przedstawiono srednie stezenia immunoglobulin klasy IgM i ich 95% przedziaty ufnosci. Linia
przerywana oznacza dolng granice wartosci prawidtowych (0,4 g/l).
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Czesto$¢  wystgpowania  obnizonego  stezenia immunoglobuliny IgA
(przyjeto <0,7g/1) stopniowo malala wraz zuplywem czasu od procedury
przeszczepienia szpiku. Dotyczylo to 26% pacjentéw w dobie +100, 22% w dobie
+180, 20% chorych po roku oraz 10% 2 lata i 6% os6b 3 lata po HCT. Wartosci
minimalne stezen ksztaltowaly si¢ w zakresie 0,2-0,4g/1. Nie zanotowano st¢zenia
IgA  przewyzszajacego gorng granice normy  (5,0g/1). Srednie  stezenia
immunoglobuliny IgA  wynosily w wymienionych przedzialach czasowych
odpowiednio: 1,3g/1 (£0,71); 1,3g/1 (£0,69); 1,5¢/1 (£0,72); 1,7¢/1 (£0,75); 1,9¢/1
(£0,82).

Zmienno$¢ stezenia immunoglobuliny IgA w powyzszych przedziatach
czasowych przedstawia Rycina 6. Trend wzrostu stezenia IgA wraz z uplywem czasu

od transplantaciji jest istotny statystycznie (p<<0,001).
Rycina 6 Stezenie immunoglobuliny IgA w 100 dobie, 180 dobie,1 rok, 2 lata, 3 lata po
HCT

Na wykresie przedstawiono srednie stezenia immunoglobulin klasy IgA i ich 95% przedzialy ufnosci. Linia
przerywana oznacza dolng granice wartosci prawidtowych (0,4 g/l)
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4.2 Poréwnanie parametréw rekonstytucji immunologicznej po HCT w grupie wczesnej

i pdznej

42.1 Informacje ogdlne o grupie wczesnej i pdznej

49 pacjentéw wlaczonych do programu szczepien ochronnych podzielono
na dwie grupy w zaleznosci od czasu, ktory uplynal od procedury przeszczepienia.
W okresie wezesnym (>6 miesiecy a <24 miesieccy po HCT) szczepienia ochronne
mozna bylo wprowadzi¢ u 19 chorych, podczas gdy w okresie podznym
(>24 miesiecy po HCT) u 30 chorych.

Grupy wczesna 1 poézna roznily sie zasadniczo czasem rozpoczecia
immunizacji czynnej. Mediana czasu rozpoczecia szczepien w grupie wczesnej
wynosita 20 miesiecy po HCT, 7 miesiccy po odstawieniu immunosupresji.
W grupie pdéznej mediana czasu rozpoczecia immunizacji czynnej to 56,5 miesiaca,
20 miesigcy po zakoniczeniu terapii immunosupresyjnej.

Wiek pacjentow w okresie rozpoczecia szczepienn ochronnych byl istotnie
wyzszy w grupie pdznej w porownaniu do grupy wczesnej (mediana 43,5 v 35)
(p=0,002). Grupy nie réznily si¢ znamiennie rozkladem plci.

Oceniane przed szczepieniem: ilo$¢ bezwzgledna limfocytéw, odsetek -
globulin oraz stgzenie immunoglobulin IgG i1IgM byly poréwnywalne w obu
grupach. Obserwowano natomiast znamienna statystycznie roznice w stezeniu
immunoglobuliny IgA miedzy grupami (p=0,005). Mediana st¢zenia IgA byla
wyzsza w grupie poznej (2,1 v 1,36g/1).

Szczegdlowe poréwnanie wymienionych parametréw w  grupie wcezesnej

1 poznej przedstawia Tabela 10.
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Tabela 10 Charakterystyka grupy wczesnej i pdznej pod wzgledem liczebnosci, rozktadu
pici i czasu oraz podstawowych laboratoryjnych parametrow immunologicznych

Grupa wczesna Grupa pozna
liczba biorcéw HCT 19 30
kobiety/mezczyzni 42% / 58% 47% | 53%
wiek w czasie immunizacji 35 (21-50) 43,5 (20-57)
liczba miesigcy po HCT * 20 (12-24) 56,5 (31-119)
liczba miesiecy po odstawieniu immunosupres;ji * 7 (2-19) 20 (12-31)

Wybrane parametry laboratoryjne oceniane przez rozpoczeciem immunizaciji:

limfocyty **

v-globuliny **
immunoglobulina IgG**
immunoglobulina IgM **
immunoglobulina IgA **

2,05 G/l (+0,91)
13,7% (+2,8)
11,36 g/l (+4,11)
0,81 g/l (+0,42)
1,36 g/l g/l (0,68)

2,42 G/ (+0,91)
14,4% (3,1)
11,55 g/l (£2,56)
0,96 g/l (+0,45)
2,1 g/l (20,97)

Fmediana (w nawiasie wartosci minimalne i maksymalne)
**Srednia arytmetyczna (w nawiasie odchylenie standardowe)

Wystepowanie choroby przeszczep przeciw gospodarzowi

Ostrg chorobe przeszczep przeciw gospodarzowi (aGvHD) rozpoznano
u 22 (44,9%) pacjentéow, w tym u 16 maksymalnie w 2 stopniu, a u 6 os6b
w 3 stopniu zaawansowania. W badanej grupie nie rozpoznano 4 stopnia aGvHD.
13 chorych wymagalo intensyfikacji terapii immunosupresyjnej na 2-lekowa.

Rozpoznanie przewleklej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(cGvHD) postawiono u 31 (63,3%) chorych. U 15 (48,4%) chorych z cGvHD
choroba ta rozwingla si¢ ‘de novo’. U pozostalych poprzedzona byla wystapieniem
aGVvHD, przy czym u 8 (25,8%) doszto do rozwoju cGvHD po okresie wygasnigcia
cech aGvHD iu kolejnych 8 pacjentéw objawy cGvHD wystapily podczas
redukowania dawki terapii immunosupresyjnej wlaczonej z powodu aGvHD.

Oceniajac rozlegtosé choroby w oparciu o kryteria Seattle, posta¢ ograniczona
rozwinglo 11 (35,5%), a rozlegla 20 (64,5%). Kwalifikacja zaawansowania wedlug
ASBMT pozwolita na postawienie rozpoznania postaci lagodnej u 32,3%,

umiarkowanej u 29% 1 cigzkiej u 38,7% pacjentow z cGvHD (Rycina 7).

50



Rycina 7 Stopnie zaawansowania cGvHD (wedtug klasyfikacji ASBMT) w badanej grupie

Wykres przedstawia odsetek przypadkow okreslonej postaci zaawansowania cGvHD w grupie 31 pacjentow, u
ktorych rozpoznano chorobe po HCT.

W ciezka cGvHD
B umiarkowana cGvHD

tagodna cGvHD

W grupie wczesnej u 47,4% chorych w okresie potransplantacyjnym
zdiagnozowano ¢GvHD, a w grupie péznej u 73,3%. Roznica ta jest na granicy
istotnosci statystycznej (p=0,00). Stopien lagodny cGvHD wystepowal czesciej
w grupie wczesnej, podczas gdy posta¢ cigzka obserwowano w wigkszym odsetku
pacjentow w grupie péznej, jednak réznice te nie sa znamienne statystycznie
(p=0,64). Rycina 8 przedstawia poréwnanie rozkladu poszczegolnych stopni
zaawansowania cGvHD w obu grupach.

19 (61,3%) chorych wymagalo 2lub 3-lekowej terapii immunosupresyjnej
z powodu umiarkowanej lub ci¢zkiej postaci cGvHD. Mediana czasu odstawienia

immunosupresji wynosi 13 miesigcy (zakres 4 - 96 miesigcy).
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Rycina 8 Poréwnanie czestosci wystepowania podtypéw cGvHD w grupie wczesnej
i poznej

Wartosci procentowe oznaczajq odsetek pacjentéw w obrebie danej grupy (wczesnej lub péznej) z okreslong
postacig cGvHD

50%
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Odsetek pacjentow z ¢cGvHD
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tagodna ¢cGvHD  umiarkowanracGvHD ciczkacGvHD

Stopnie zaawansowania ¢cGvHD

422  Subpoplacje limfocytéw

Limfocyty B

Rekonstytucja ~ immunologiczna  subpopulacji  limfocytéw B byla
poréwnywalna w grupie wczesnej i poznej. Nie wykazano réznic znamiennych
statystycznie w zakresie warto$ci procentowych 1 ilosci bezwzglednych limfocytow B
(komérek CD19+) oraz poszczegdlnych subpopulacji zaleznych od obecnosci
na powierzchni receptorow immunoglobulinowych IgM, IgD, IgG. Ze wzgledu
na zblizone do zera wartosci bezwzgledne komoérek CD19+IgG+ wynikajace
z bardzo niskiego ich odsetka we krwi obwodowej, przedstawiono jedynie wartosci
procentowe tej grupy limfocytow.

Parametry te oznaczano w bramce limfocytarnej (tzn. w populacji
odpowiadajacej na cytogramie limfocytom). Ponizej umieszczono przykladowe
graficzne wyniki immunofenotypizacji limfocytow B (Rycina 9): w prawym gérnym
polu na pierwszym cytogramie (A) wyodrebnione sa komoérki CD19+IgM+,
na drugim (B) komoérki CD19+IgD+, na trzecim (C) CD19+IgG+. Dokladne
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wyniki ilo§ciowe wymienionych parametréw w grupie wezesnej 1 poznej znajduja sie

w tabeli (Tabela 11).

Rycina 9 Cytogramy przedstawiajace subpopulacje limfocytow CD19 z zaleznosci od
obecnosci receptora immunoglobulinowego: IgM (A), IgD (B), IgG (C).

W prawym gornym polu znajduja sie punkty odpowiadajace komoérkom CD19+ wykazujacym ekspresje
receptorow immunoglobulinowych, wartos¢ procentowa wyraza odsetek tych komérek w populacji limfocytow.
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Obecnos¢ lub brak antygenu CD27 jest kryterium podziatu komérek CD19+
na naiwne (CD27-) 1pamigci immunologicznej (CD27+). Analize wykonano
w bramce komoérek CD19+ iwyniki przedstawiono w formie wartosci
procentowych. Zaréwno w grupie wczesnej jak i péznej przewazaly komorki naiwne
(p<0001). W puli limfocytéw pozbawionych CD27 wigkszo§¢ stanowily komorki
z receptorem immunoglobulinowym IgD (IgD+). W bramce CD19+ stwierdzono
wystgpowanie niewielkiego odsetka komorek z antygenem CD27 na powierzchni,
przewage mialy limfocyty z receptorem IgD (mediana 2,01 v 2,75% odpowiednio
w grupie wezesnej i poznej) i/lub IgM (mediana 2,5 v 2,7%), w mniejszym odsetku
IgG (mediana 0,6 v 0,25%). Przykladowe cytogramy obrazujace ekspresje¢ antygenu
CD27 wsréd  limfocytéw B posiadajacych  na  powierzchni  receptory

immunoglobulinowe przedstawia Rycina 10. Szczegétowe wyniki zebrano w tabeli

(Tabela 11).
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Rycina 10 Przykladowe cytogramy przedstawiajace w bramce komoérek CD19+ ekspresje
antygenu CD27 wsrdd limfocytow B posiadajacych na powierzchni receptory
immunoglobulinowe IgM (A), IgD (B), IgG (C).

Pole gorne prawe odpowiada komérkom pamieci immunologicznej (CD27+), a pole dolne prawe odpowiada
subpopulacji komérek naiwnych (CD27-). Wartos¢ procentowa wyraza odsetek tych komorek w populacji
limfocytow CD19+. Obok klasycznego cytogramu umieszczono tzw. ‘contour plot’, aby lepiej uwidocznié
rozgraniczenie miedzy grupami komorek.
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Tabela 11 Poréwnanie wynikéw immunofenotypizacji subpopulacji limfocytow B w grupie
wczesnej i poznej

W tabeli przedstawiono wyniki pierwszego etapu badan poprzedzajacego immunizacje czynna. Obok mediany
umieszczono wartos¢ minimalng i maksymalna.

Grupa wczesna Grupa pézna
Immunofenotyp komérek e ilos¢
% komorek llos¢ bezwzgledna % komérek bezwzgledna
(G (G/)
CD19+ 13,6 (6,0-40,8) 0,28 (0,09-1,42) 18,0 (7,1-34) 0,41 (0,12-1,5)
CD19+IgM+ 6,1 (1,5-19,0) 0,11 (0,03-0,69) 7,15 (3,1-20,5) 0,16 (0,05-0,84)
CD19+IgD+ 9,2 (3-36,4) 0,21 (0,06-1,32) 13,3 (5,7-31,5) 0,31 (0,08-1,27)
CD19+IgG+ 0,2 (0-1,4) 0,1 (0-0,5)

Limfocyty naiwne (dziewicze) linii B:

CD19+IgM+CD27- 50,0 (22,0-72,0) 42,6 (16,0-65,5)
CD19+IgD+CD27- 81,0 (62,8-93,5) 83,15 (38,0-92,0)

Limfocyty pamieci immunologicznej linii B:

CD19+1gG+CD27+ 0,6 (0-3,5) 0,25 (0-2,3)

CD19+IgM+CD27+ 2,5 (0,7-6,4) 2,7 (1,1-6,0)
CD19+IgD+CD27+ 2,01 (0,8-5,7) 2,75 (0,6-6,2)
Limfocyty T

Grupa wczesna 1pdzna réznily si¢ istotnie statystycznie w  stopniu
rekonstytucji limfocytéw T ocenianej badaniem immunofenotypowym.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala réznic w ilosci komorek
CD3+ oraz CD3+CD8+ miedzy grupami. Natomiast odsetek oraz liczba
bezwzgledna limfocytéw CD3+CD4+ okazaly si¢ znamiennie nizsze w grupie
wezesnej (p=0,000), a mediany tych parametréw wynosily odpowiednio w grupie
wezesnej ipoznej 18,2 v 2555% oraz 0,33 v 0,53G/l. Liczbe bezwzgledna
limfocytow CD3+CD4+ w zakresie >0,2G/], jako prawdopodobnie istotng dla
skutecznej immunizacji, wykazano u 73,7% pacjentow w grupie wczesnej
oraz u 93,3% w grupie poznej (p=0,055).

Przewaga liczebnosci komoérek CD3+CD8+ nad komoérkami CD3+CD4+
przetozyla si¢ na stwierdzony w obu grupach odwrécony stosunek limfocytow
CD4+ do CD8+ (CD4/CDS8). W grupie wczesnej mediana CD4/CD8 wynosita

0,52, a w grupie p6znej 0,86. Réznica ta jest statystycznie znamienna (p=0,008).
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Przykladowe graficzne wyniki immunofenotypizacji limfocytow T przedstawia
Rycina 11. Cytogramy A i B wykonano w bramce limfocytarnej; na cytogramie A
pole goérne prawe odpowiada limfocytom CD3+CD4+, a na cytogramie B pole
to odpowiada limfocytom CD3+CD8+.

Limfocyty tzw. ‘podwojnie dodatnie’ o immunofenotypie CD3+CD4+CD8+
wystepowaly w obu grupach, w wyzszym jednak odsetku w grupie pdznej (mediana
1,0 v 1,3%; p=0,05). Pole gorne prawe na umieszczonym ponizej cytogramie C
(Rycina 11) odpowiada tej grupie komorek. Cytogram ten obrazuje limfocyty
w bramce komérek CD3+.

Analiza poréwnawcza komoérek o immunofenotypie CD3-CD8+ (NK) nie
wykazala istotnych réznic miedzy grupami. Komorki te reprezentuje pole gorne
lewe na ponizszym cytogramie B (Rycina 11).

Szczegdlowe dane liczbowe odzwierciedlajace opisane wyniki znajduja si¢

w Tabeli 12.

Rycina 11 Przykladowe cytogramy przedstawiajace subpopulacje limfocytow T w
zaleznosci od ekspresji antygenéw CD4 i CD8

(cytogram A i B wykonano w bramce limfocytarnej, cytogram C w bramce komoérek CD3+)
Cytogram A: pole gérne prawe odpowiada limfocytom CD3+CD4+.
Cytogram B: pole gérne prawe reprezentuje komorki CD3+CD8+, pole gorne lewe komorki CD3-CD8+.

Cytogram C: pole gorne prawe odpowiada komérkom CD4+CD8+.
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Tabela 12 Poréwnanie wynikéw immunofenotypizacji subpopulacji limfocytow T w grupie
wczeshej i péznej

W tabeli przedstawiono wyniki pierwszego etapu badan poprzedzajacego immunizacje czynna. Obok mediany
umieszczono wartos¢ minimalng i maksymalna. Pogrubiong czcionka zaznaczono parametry i wyniki, w ktérych
wykazano istotne statystycznie roznice.

) Grupa wczesna Grupa pézna
Immunofenotyp komoérek
% komorek ilo$¢ bezwzgledna (G/l) % komorek ilo$¢ bezwzgledna (G/l)

CD3+ 55,6 (30,8-89,3) 1,07 (0,26-3,61) 60,55 (22,0-82,0) 1,25 (0,55-3,35)
CD3+CD4+ 18,2 (5,0-30,4) 0,33 (0,07-0,92) 25,55 (9,2-46,0) 0,53 (0,16-1,57)
CD3+CD8+ 35,5 (12,0-75,9) 0,73 (0,1-3,27) 34,95 (11,6-61,9) 0,7 (0,19-2,29)
CD4/CD8 0,52 (0,13-1,51) 0,86 (0,29-2,2)
CD3-CD8+ 5,2 (1,0-14,0) 0,08 (0,04-0,35) 5,15 (0,8-16,0) 0,11 (0,02-0,39)
CD3+CD4+CD8+ 1,0 (0,3-4,7) 1,3 (0,3-3,0)

Ekspresja izoform antygenu CD45 (RA i RO) w populacji limfocytéw CD4
CD4+CD45RA+ 25,0 (2,0-59,6) 0,08 (0,01-0,17) 20,4 (2,3-49,0) 0,1 (0,01-0,33)
CD4+CD45RO+ 61,0 (33,5-82,2) 0,21 (0,05-0,67) 65,9 (35,7-89,0) 0,34 (0,12-1,06)
CD4+CD45RA+RO+ 12,3 (5,4-22) 0,04 (0,01-0,1) 14,5 (6,2-26,0) 0,07 (0,01-0,41)

Ekspresja izoform antygenu CD45 (RA i RO) w populacji limfocytéw CD8
CD8+CD45RA+ 41,1 (10,0-72,8) 0,29 (0,08-0,75) 44,9 (24,2-80,0) 0,3 (0,07-0,75)
CD8+CD45RO+ 26,3 (15,0-46,0) 0,2 (0,02-1,37) 26,5 (13,0-46,0) 0,19 (0,05-1,06)
CD8+CD45RA+RO+ 28,0 (9,4-47,0) 0,2 (0,01-1,54) 27,1 (7,0-46,0) 0,19 (0,04-0,8)

Kolejna analiza immunofenotypowa dotyczyla ekspresji izoform RA 1RO
antygenu CD45 na powierzchni limfocytéw CD4+ iCD8+. W obu grupach
zarbwno  liczba odsetek ~ komoérek  naiwnych
CD4+CD45RA+RO- byly znamiennie nizsze niz
CD4+CD45RA-RO+,
(p<0,001).

Liczba bezwzgledna komoérek naiwnych linit T (CD4+CD45RA+) wykazywala

bezwzgledna, jak i
subpopulacji  limfocytow
odpowiadajacej

komoérkom  pamigci immunologicznej

nizsze wartosci w grupie wezesnej (mediana 0,08 v 0,1G/1; p=0,096). Znamiennie
wyzszg liczbe bezwzgledna komorek pamigci  immunologicznej linii T
o immunofenotypie CD4+CD45RO+ stwierdzono w grupie pdznej (mediana
0,34 v 0,21G/1; p=0,011). Podobnie bylo w przypadku komérek tzw. ‘podwdijnie
dodatnich’ (CD4+CD45RA+RO+),
(0,07 v 0,04G/1; p=0,007).

W subpopulacji komoérek CD8+ liczba komorek wykazujacych ekspresje

bardziej licznych w  grupie pdznej

izoform RA 1RO antygenu CD45 ksztaltuje si¢ podobnie w grupie wczesnej

1 pbznej.
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Dokladne wyniki liczbowe opisanych analiz wykonanych metoda cytometrii
przeplywowej umieszczono w tabeli 12. Rycina 12 obrazuje przykladowe cytogramy
subpopulacji komoérek naiwnych 1 pamieci immunologicznej limfocytow T.
Na cytogramie A w bramce komoérek CD4+, a na cytogramie B w bramce komorek
CD8+ pole gorne lewe reprezentuje komoérki CD45RA+RO-, pole dolne prawe
CD45RA-RO+, a czworokatna bramka obejmuje komoérki CD45RA+RO+.

Rycina 12 Przykladowe cytogramy obrazujace subpopulacje limfocytow T w zaleznosci
od ekspresji izoformy RA i RO antygenu CD45

Subpopulacje komérek naiwnych (CD45RA+RO-), pamieci immunologicznej (CD45RA-RO+) oraz komorek
‘podwojnie dodatnich’ (CD45RA+RO+) przedstawiono w bramce komoérek CD4+ (cytogram A) i w bramce CD8+
(cytogram B).
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423  Cytokiny Th1iTh2

Ekspresje wewnatrzcytoplazmatyczna cytokin oznaczono w bramce komorek
CD3+. Wyniki przedstawiono w formie warto$ci procentowych. Komorki

CD3+CD8- s3 réwnowazne z komdérkami CD3+CD4+.

Cytokiny Thi (IL2, IFNY)

W obu grupach wykazano znacznie wyzsza ekspresje IL2 w komoérkach CDS8-
w poréwnaniu do komoérek CD8+. Obserwowano wyzszy odsetek komoérek CD8-
IL2+ i CD8+IL2+ w grupie poznej (mediana 26,17 v 19,05% oraz 5,0 v 3,07%),
jednak réznice te nie byly statystycznie znamienne. Przykladowy wynik obrazujacy
odsetek limfocytéw T wykazujacych ekspresje IL2 umieszczono ponize;
na cytogramie A (Rycina 13): w polu gérnym lewym w komoérkach CD8-, a w polu
gérnym prawym w CD8+.

Ekspresja IFNY wyrazona byla silniej w komoérkach CD8+ w pordwnaniu
z komoérkami CDS8-. Biorac pod uwage odsetek komoérek CD8- wykazujacych
ekspresje IFNY, uzyskano zblizone wyniki w obu grupach. Natomiast stwierdzono
istotnie wyzszy odsetek komoérek CD8+IFNY+ w grupie wczesnej w poréwnaniu
do grupy poéznej (mediana 34,23 v 27,83%; p=0,052). Przykladowy wynik
przedstawiajacy ekspresje IFNY znajduje si¢ ponizej (cytogram B; Rycina 13), przy
czym w polu gérnym lewym w limfocytach CD8-, a w polu gérnym prawym
w limfocytach CD8+.

Kazdorazowo wykonano réwniez doswiadczenie majace na celu wykazanie
réwnoczesnej ekspresji obu cytokin Thl w limfocytach CD3+ (ze wzgledu
na ograniczenia techniczne dostepnego cytometru przeplywowego nie mozna bylto
wykona¢ dodatkowego réwnoczesnego barwienia antygenu CD8 na powierzchni
limfocytéw). Jednoczesna ekspresje 1L2 i IFNY stwierdzono w nieco wyzszym
odsetku komoérek w grupie péznej (mediana 11,08 v 6,97%), jednak réznica ta nie
osiagneta znamiennodci statystycznej. Natomiast wykazano istotnie wyzszy odsetek
limfocytéw T IL2-IFNY+ w grupie wczesnej (mediana 49,14 v 38,13%; p=0,018)
w przeciwienstwie do odsetka limfocytéw T IL2+IFNY- znamiennie wyzszego
w grupie péznej (mediana 21,62 v 14,74%; p=0,011).

Przykladowy wynik przedstawiajacy jednoczesna ekspresje IL2 1 IFNY znajduje
si¢ ponizej na cytogramie C (Rycina 13), na ktérym pole gérne prawe odpowiada
komoérkom ‘podwoijnie dodatnim’ IL2+IFNY+, gérne lewe komérkom IL2-IFNY+,
a dolne prawe komérkom IL2+IFNY-.
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Szczegdlowe wyniki immunofenotypizacji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin

Th1 umieszczono w Tabeli 13.

Rycina 13 Przykitadowe cytogramy przedstawiajace ekspresje wewnatrzcytoplazmatyczng
cytokin Th1.

Obok klasycznego cytogramu umieszczono tzw. ‘contour plot’, aby lepiej uwidoczni¢ rozgraniczenie miedzy
grupami komorek.

A Ekspresja IL2: w polu gérnym lewym w komérkach CD8-, a w polu gérnym prawym w CD8+

<t
o o
—_

[8]
O A
ol

102
IL2 PE

IL2 PE

> b = i
0% 10! 102 10% 10%
CD8 FITC CD8 FITC

B Ekspresja IFNYy: w polu gérnym lewym w komérkach CD8-, a w polu gérnym prawym w CD8+

103

IFNG PE
102
IFNG PE

o T + r
0% 10! 102 103 104
CD8 FITC

o [S“{R
21
|

C. Ponizszy cytogram jest wyrazem jednoczesnego wyznakowania IL2 i IFNy (pole gérne prawe
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Tabela 13 Poréwnanie ekspresji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin Th1 w grupie
wczesnej i poznej

W tabeli przedstawiono wyniki pierwszego etapu badan poprzedzajacego immunizacje czynna: mediane oraz
zakres wartosci minimalnej i maksymalnej; pogrubiong czcionka podkreslono parametry i wyniki, w ktorych
wykazano istotne statystycznie réznice.

Immunofenotyp* Grupa wczesna Grupa pézna

CD3+ (limfocyty T)

IL2+INFy+ 6,97 (1,2-26,05) 11,08 (1,52-28,25)
IL2+INFy- 14,74 (5,42-32,58) 21,62 (5,84-36,48)
IL2-INFy+ 49,14 (11,29-81,61) 38,13 (10,86-60,05)

CD3+CD8- (limfocyty Th)

INFy+ 17,9 (9,9-42,49) 20,22 (7,84-33,51)
IL2+ 19,05 (4,5-38,9) 26,17 (8,45-41,9)

CD3+CD8+ (limfocyty Tc/s)

INFy+ 34,23 (5,71-61,68) 27,83 (4,22-64,46)
IL2+ 3,07 (0,65-14,5) 5,0 (0,57-10,85)

Fwyniki predstawiono w formie wartosci procentowych (Yo komdrek)

Cytokiny Th2 (IL4, IL5, IL10)

Ekspresje cytokin Th2 stwierdzono gléwnie w komoérkach CD3+CDS8- w obu
grupach. Poréwnujac ekspresje poszczegdlnych cytokin Th2, przewazaly komorki
produkujace 114, a limfocyty IL5+ oraz I1L10+ wystepowaly w odsetku komorek
nieprzekraczajacym 1%. Nie wykazano statystycznie znamiennych réznic w ekspresji
cytokin Th2 miedzy grupa wczesna i pozna.

Doktadne wartosci liczbowe zebrano w Tabeli 14 umieszczonej ponizej.
Przykladowe cytogramy prezentuje Rycina 14: ckspresje IL4 cytogram A,
IL5 cytogram B, IL10 cytogram C, na ktérych pole goérne lewe odpowiada
komoérkom CD8-, a pole gérne prawe komorkom CD8+.
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Rycina 14 Przyktadowe cytogramy obrazujace ekspresje cytokin Th2

Obok klasycznego cytogramu umieszczono tzw. ‘contour plot’, aby lepiej uwidoczni¢ rozgraniczenie miedzy
grupami komorek.

A Ekspresja IL4: w polu gérnym lewym w komoérkach CD8-, a w polu gérnym prawym w CD8+
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Tabela 14 Poréwnanie ekspresji wewnatrzcytoplazmatycznej cytokin Th2 w grupie
wczesnej i poznej

W tabeli przedstawiono wyniki pierwszego etapu badan poprzedzajacego immunizacje czynna: mediane oraz
zakres wartosci minimalnej i maksymaine;j.

Immunofenotyp* Grupa wczesna Grupa pézna

CD3+CD8- (limfocyty Th)

IL4+ 1,79% (0,38-5,0) 2,15% (0,57-10,85)
IL5+ 0,09% (0,03-0,22) 0,15% (0,01-0,4)
IL10+ 0,12% (0,04-0,39) 0,12% (0,04-0,4)

CD3+CD8+ (limfocyty Tc/s)

IL4+ 0,41% (0,1-1,54) 0,48% (0,11-7,94)
IL5+ 0,05% (0,01-0,18) 0,04% (0-0,26)
IL10+ 0,04% (0-0,24) 0,03% (0-0,09)

*wyniki predstawiono w formie wartosci procentowych (Yo komdrek)

Stosunek Th1/Th2

Porownujac ekspresje cytokin Thl i Th2 w komoérkach CD8- w obu grupach
przed rozpoczeciem programu immunizacji, produkcje IFNy, IL2, IL4 iIL5
wykazano w wickszym odsetku komorek u pacjentéw z grupy péznej, ale roznice nie
osiagnely istotnodci statystycznej. Wynik ekspresji IL10 byl poréwnywalny w obu
grupach. Obserwowano wyzszy odsetek komorek produkujacych cytokiny o profilu
Th1 niz Th2 w obu grupach. Stosunek profilu Th1 do Th2 (IL2 do 1L4) byt wyzszy
w grupie wezesnej (mediana 11,94; zakres 3,7-25,58) niz w grupie p6znej (mediana

9,62; zakres 3,36-24,63), jednak réznica nie byla znamienna statystycznie.

4.3 Charakterystyka odpowiedzi na immunizacje czynna
4.3.1 Tempo zanikania przeciwciat antyHBs po HCT

Status serologiczny dawcow i biorcow przed HCT

W badanej grupie przeciwciala antyHBs przed transplantacja wykryto
u 31 (63,3%) pacjentéw (miano>1 mUI/ml), w tym u znacznej wickszosci z nich
(25 os6b) byly to przeciwciala po szczepieniu rtHBsAg, a u 4 chorych po przebyciu
infekcji WZW B. 5 (16%) z 31 pacjentéw szczepionych rHBsAg przed procedura
HCT nie odpowiedzialo na immunizacje wzrostem antyHBs>1mUI/ml, 6 (19,3%)
0sOb wytworzylo po  szczepieniu niskie miano ochronne 10-100mUI/ml,

a 11 (35,5%) chorych miano>100 mUI/ml. W sumie 7 pacjentéw przed HCT
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posiadalo miano przeciwcial antyHBs w zakresie 10-100mUI/ml, a 15 chorych
miano>100mUI/ml.

20 (40,8%) pacjentow przed transplantacja bylo immunizowanych biernie
gammaglobuling antyHBs, z czego 12 biorcéw nie posiadalo w ogdle przeciwcial
antyHBs, natomiast u 8 os6b miano bylo zbyt niskie (<10 mUI/ml).

25 (58%) o0séb z43 dawcow rodzinnych bylo immunizowanych rHBsAg
przed donacja, z czego 15 (60%) wytworzylo przeciwciala w mianie >10mUI/ml,
w tym 9 (36%) w wysokim mianie ochronnym (>100 mUI/ml). 3 dawcéw posiadato
przeciwciala antyHBs po zakazeniu i wyeliminowaniu wirusa HBV. 1 dawca byt
nosicielem wirusa HBV. W 19 (44,2%) przypadkach transplantacji rodzinnych
szczepiony byl zaréwno dawca jak i biorca.

W analizie nie uwzgledniono dawcéw niespokrewnionych z powodu braku
danych dotyczacych ich immunizacji i miana przeciwcial antyHBs przed donacja.
Natomiast w przypadku donacji spokrewnionych, nie zostala odnotowana
w dokumentacji dokladna ilos¢ dawek szczepionki, ktéra otrzymali dawcy, wiec
niemozliwe bylo poréwnanie wynikéw immunizacji rHBsAg zdrowych dawcow jako
grupy kontrolnej z obciazonych chorobami hematologicznymi pacjentéw
zakwalifikowanych do HCT.

Doba +100

Przeciwciata antyHBs wykrywano u 87,8 % biorcéw HCT, przy czym u 40,8%
miano bylo w zakresie 10-100, u 30,6% w mianie >100mUI/ml. Obecnosé
przeciwcial w surowicy w dobie +100 wydaje si¢ by¢ udzialem przeciwcial

pochodzacych od dawcy, od biorcy ipo immunizacji gammaglobuling antyHBs

(nie wykazano réznic znamiennych statystycznie).

Doba +180

Obecnos¢ przeciwcial antyHBs stwierdzono u 69,4% pacjentéw po HCT,
w tym u 32,6% w zakresie 10-100mUI/ml i jedynie u 14,3% w mianie>100mUI/ml.
Znamiennie cze¢dciej antyHBs wykrywano u pacjentéw immunizowanych czynnie
przed transplantacja (p=0,025) i biorcéw HCT od dawcéw szczepionych przeciwko
WZW B (p=0,006). Nie wykazano takiej zaleznosci w grupie pacjentéw

immunizowanych biernie.
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Po 1 roku

W tym okresie po HCT przeciwciala antyHBs wykryto w badanej grupie
u 40,8% pacjentéw, przy czym jedynie 16,3% chorych posiadato stezenie
przeciwcial w przedziale 10-100mUI/ml, a 8% >100mUI/ml (gtéwnie osoby
po infekcji HBV). Znamiennie wigcej pacjentéw immunizowanych biernie nie
posiadalo przeciwcial antyHBs (p=0,014).

W okresie 12 miesiecy po HCT na obecno$¢ przeciwcial we krwi biorcy
wplyw miata efektywno$¢ immunizacji jego dawcy. W badanej grupie
zaobserwowano, ze jesli miano przeciwcial u dawcy przed donacja przekraczalo
10mUI/ml, antyHBs wykrywano u 61,1% biorcéw HCT (p=0,006). Natomiast
biorac pod uwage immunizacje pacjentéw przed HCT, u 16 (51,6%) =z nich
wykrywano przeciwciala antyHBs rok po przeszczepieniu (p=0,04). Uwzgledniajac
fakt jednoczesnego szczepienia dawcy i biorcy przed HCT, na 19 takich przypadkéw
rok po transplantacji przeciwciala antyHBs wykrywano u 10 (52,6%) biorcow
(p=0,062).

Zjawisko adoptywnego transferu odpornosci obserwowano u 10 pacjentéw
w grupie chorych po HCT od dawcéw rodzinnych.

Ilos¢ biorcow, u ktérych stwierdzano obecnos$¢ przeciwcial antyHBs przed
HCT i do roku po HCT w omoéwionych zakresach stezen (>1, 10-100,
>100mUI/ml) obrazuja umieszczone ponizej wykresy (Rycina 15, 16, 17).
Bezposrednio po immunizacji biernej nie kontrolowane bylo ponownie stezenie
przeciwcial antyHBs, dlatego na wykresach umieszczonych ponizej status
serologiczny biorcéw przed HCT nie uwzglednia miana antyHBs po immunizacji

biernej.
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Rycina 15 Wykrywalnosé¢ przeciwciat antyHBs (miano>1mUl/ml) w okresie 1 roku po HCT

Wysokos¢ kolumn (o$ Y) odpowiada ilosci pacjentow, u ktérych wykrywano przeciwciata antyHBs
(miano>1mUI/ml) przed przeszczepieniem i utrzymywaty si¢ po HCT (os$ X). Wzrost w dobie +100 i +180 chorych
z wykrywalnymi przeciwciatami nastapit dzieki immunizacji biernej przed infuzja materiatu przeszczepowego
i immunizacji czynnej dawcéw. Bezposrednio po immunizacji biernej nie kontrolowane byto ponownie stezenie
przeciwciat antyHBs, dlatego na wykresach umieszczonych ponizej status serologiczny biorcow przed HCT nie
uwzglednia miana antyHBs po immunizacji biernej.

50

Liczba pacjentdw 2 mianem antyHBs>ImUI/ml

Rycina 16 Wystepowanie przeciwciat antyHBs w mianie 10-100mUl/ml w okresie 1 roku
po HCT

Wysokos¢ kolumn (os$ Y) odpowiada ilosci pacjentow, u ktorych wykrywano przeciwciata antyHBs w mianie 10-
100mUl/mI przed przeszczepieniem i obserwowane byly na tym poziomie po HCT (o$ X). Wzrost w dobie +100
i+180 chorych z przeciwciatami antyHBs nastapit dzieki immunizacji biernej przed infuzja materiatu
przeszczepowego oraz immunizacji czynnej dawcow. Bezposrednio po immunizacji biernej nie kontrolowane
byto ponownie stezenie przeciwciat antyHBs, dlatego na wykresach umieszczonych ponizej status serologiczny
biorcéw przed HCT nie uwzglednia miana antyHBs po immunizaciji biernej.
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Rycina 17 Stopniowy spadek ilosci pacjentéw z mianem antyHBs>100mUI/ml w okresie
1 roku po HCT

Wysokos¢ kolumn (o$ Y) odpowiada ilosci pacjentéw, u ktérych miano przeciwcial antyHBs wynosito
>100mUl/ml przed przeszczepieniem i utrzymywato si¢ na tym poziomie po HCT (o$ X). 1 rok po HCT s3a to
gtéwnie pacjenci po infekcji HBV iwyeliminowaniu wirusa. Bezposrednio po immunizacji biernej nie
kontrolowane bytlo ponownie stezenie przeciwcial antyHBs, dlatego na wykresach umieszczonych ponizej
status serologiczny biorcéw przed HCT nie uwzglednia miana antyHBs po immunizaciji biernej.
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15 15
(30,6%) (30,6%)
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Liczba pacjentéw z mianem antyHBs>100muUl/ml
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przed HCT dooa +100 doba +180 1rok po HCT

43.2 Podziat na grupy SO, DO, BDO; ilos¢ dawek rHBsAg w poszczegdlnych grupach

Program szczepien ochronnych u wszystkich wlaczonych pacjentow
przeprowadzono bez powiklan. Zaobserwowano jedynie miejscowe odczyny
zapalne utrzymujace si¢ przez kilka dni. Cala grupa 42 chorych immunizowanych
rHBsAg odpowiedziala pozytywnie wytworzeniem przeciwcial —antyHBs.
Na podstawie wynikéw immunizacji (miana iczasu utrzymywania si¢ przeciwcial)
do wyodrebnionej grupy pacjentéw stabo odpowiadajacych (SO) zaliczono 12 oséb,
dobrze odpowiadajacych (DO) 16 oséb, bardzo dobrze odpowiadajacych (BDO) 14

0sOb. Obrazuje to umieszczona ponizej Rycina 18.
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Rycina 18 Podziat na grupy SO,BO,BDO w zaleznosci od odpowiedzi nha immunizacje
rHBsAg

Dane liczbowe odpowiadaja ilosci pacjentow po HCT, ktorzy stabo (SO), dobrze (DO) lub bardzo dobrze (BDO)
odpowiedzieli na szczepienie ochronne przeciwko WZW B (rHBsAg).

Liczebnos$¢ grup SO,DO,BDO

N grupa stabo
odpowiadajaca (SO)

H grupa dobrze
odpowiadajaca (DO)

grupa bardzo dobrze
odpowiadajaca (BDO)

W grupie stabo odpowiadajacej na immunizacje czynna u 7 (58,3%) pacjentow
serokonwersje uzyskano po 1 podaniu szczepionki, u kolejnych 3 (25%) po 2 dawce
iu 2(16,7%) po 3 prébie immunizacji. Zaden chory nie wytworzyl niskiego
ochronnego miana przeciwcial po 1 dawce rHBsAg, 1 (8,3%) pacjent po 2 dawkach,
6 (50%) po 3 podaniach 15 (41,7%) dopiero po 4 prébie immunizaciji (Rycina 19).
Miano antyHBs >100mUI/ml 2 osoby (16,7%) uzyskaly po 3 dawkach szczepionki,
6 (50%) po 4 dawkach 14 (33,3%) chorych po 5 probie immunizacji (Rycina 20).
U zadnego pacjenta z grupy SO stezenie przeciwcial nie przekroczyto 1000mUI/ml
po kolejnych immunizacjach.

W grupie dobrze odpowiadajacej na szczepienie tHBsAg u 7 (43,75%) chorych
serokonwersja zostala osiagnieta po 1 probie immunizacji, u pozostatych 9 (56,25%)
po 2 szczepieniu. U 2 (12,5%) chorych uzyskano stezenie przeciwcial >10mUI/ml
juz po 1 dawce, u 7 (43,75%) po 2 dawce iu kolejnych 7 (43,75%) po 3 dawce
(Rycina 19). W tej grupie miano antyHBs>100mUI/ml 11 chorych (68,75%)
wytworzylo po 3 dawce 1 pozostatych 5 chorych (31,25%) po 4 dawce szczepionki
(Rycina 20).

W grupie bardzo dobrze odpowiadajacej na szczepienie u wszystkich chorych

serokonwersja wystapita po 1 podaniu rHBsAg, w tym znaczna wigkszos¢
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pacjentow  (85,7%) jednoczesnie uzyskala ochronne miano>10mUI/ml
U pozostatych 2 (14,3%) oséb miano >10mUI/ml zostalo osiagnicte po 2 prébie
immunizacji (Rycina 19). Dodatkowo, juz po 1 dawce szczepionki u 9 (64,3%)
pacjentow stezenie przeciwcial przekraczato 100mUI/ml, po 2 dawce u pozostalych
5 (35,7%) chorych (Rycina 20). U 5 oséb po 2 dawce szczepionki miano antyHBs
przekroczyto 1000mUI/ml.

Rycina 19 llos¢ dawek szczepionki potrzebna do uzyskania miana antyHBs 10-100mUl/ml
w poszczegodlnych grupach (SO, DO i BDO)

Wysokos¢ kolumn odpowiada odsetkowi pacjentéw z poszczegolnej grupy (os Y), u ktérych wymagane byto
1,2,3 lub 4 dawki szczepionki (0$ X). W grupie bardzo dobrze odpowiadajacej na rHBsAg (BDO) u znaczacej
wiekszosci chorych wystarczajaca byla 1 dawka, podczas gdy grupa stabo odpowiadajaca (SO) wymagata 3 lub
4 dawek do uzyskania miana antyHBs 10-100mUl/ml.
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Rycina 20 Rozklad dawek szczepionki podanych do uzyskania miana>100mUl/ml w
poszczegolnych grupach (SO, DO, BDO)

Wysokos¢ kolumn odpowiada odsetkowi pacjentéw z poszczegolnej grupy (os Y), u ktérych wymagane byto
1,2,3,4 lub 5 dawek szczepionki (0$ X). W grupie bardzo dobrze odpowiadajacej na rHBsAg (BDO) u wiekszosci
pacjentow wystarczajaca byla 1 dawka, w grupie dobrze odpowiadajacej (DO) 3 dawki, a grupa stabo
odpowiadajaca (SO) wymagata 4 lub 5 dawek do uzyskania miana antyHBs >100mUl/ml.
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433  Zalezno$¢ miedzy parametrami rekonstytucji immunologicznej oraz czynnikami
zaleznymi od biorcy i dawcy a odpowiedzig na immunizacje rHBsAg

Rekonstytucja limfocytéw T

Wszyscy chorzy z grupy bardzo dobrze odpowiadajacej posiadali bezwzgledna
liczbe limfocytéw pomocniczych (CD3+CD4+) >0,2 G/1 w chwili rozpoczecia
szczepien. Sposréd 6 pacjentdw, u ktérych wartosé ta byla ponizej 0,2G/1, 3 osoby
stabo i 3 dobrze odpowiedzialy na immunizacje (p=0,063).

Biorac pod uwage prawdopodobnie istotng dla wyniku immunizacji liczbe
bezwzgledna limfocytow naiwnych linii T CD4+ (CD4+CD45RA+RO-),
przeanalizowano dwie wartoéci graniczne tych komorek przed rozpoczeciem
szczepiei ochronnych: 0,05 i 0,03G/1. Dla wartosci >0,05G/1 przed immunizacija
nie wykazano réznicy znamiennej statystycznie tego parametru miedzy grupami SO,
DO, BDO. Natomiast znamiennie wyzszy odsetek chorych (63%), ktérzy przy
rozpoczeciu immunizacji czynnej nie osiagneli warto$§¢ bezwzglednej komorek
CD4+CD45RA+RO- powyzej 0,03G/l, stabo odpowiedzialo na szczepienie
rHBsAg (p=0,057), podczas gdy pacjenci, ktérzy osiagneli poziom tych komoérek
powyzej 0,03G/], nalezeli gtéwnie do grupy dobrze (41%) lub bardzo dobrze
odpowiadajacej na immunizacje (38%). Roéznice t¢ obrazuje umieszczona ponizej

Rycina 21.

Rycina 21 Réznice w odpowiedzi na immunizacje w zaleznosci od ilosci komorek
CD4+CD45RA+

Pacjentow immunizowanych podzielono w zaleznosci od ilosci bezwzglednej komérek CD4+CD45RA+ na dwie
grupy: <0,03G/l i >0,03G/I (0$ X). Wysokos¢ kolumn (os Y) odpowiada odsetkowi pacjentow w kazdej z tych
grup, ktorzy stabo (SO), dobrze (DO) lub bardzo dobrze odpowiedzieli (BDO) na szczepienie rHBsAg.
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Poréwnujac  ilo$¢  bezwzgledna komorek naiwnych CD4+CD45RA+
1komoérek pamieci immunologicznej CD4+CD45RO+ podczas programu
szczepien ochronnych (w trakcie i po jego zakoficzeniu) zaobserwowano znamienny
statystycznie (p<0,001) stopniowy wzrost obu parametréw w poréwnaniu
do wartosci wyjsciowych (przed szczepieniem). Trend ten obrazuja umieszczone

ponizej wykresy (Rycina 22, 23).

Rycina 22 Zmiana ilosci bezwzglednej komoérek naiwnych CD4+ w trakcie programu
szczepien

Na wykresie przedstawiono oznaczone przed rozpoczeciem programu szczepien, w trakcie i po zakonczeniu
immunizacji srednie ilosci bezwzgledne komérek CD4+CD45RA+ i ich 95% przedziaty ufnosci.
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Rycina 23 Zmiana ilosci bezwzglednej komérek pamigci immunologicznej CD4+ w trakcie
programu szczepien

Na wykresie przedstawiono oznaczone przed rozpoczeciem programu szczepien, w trakcie i po zakonczeniu
immunizacji srednie ilosci bezwzgledne komoérek CD4+CD45R0O+ i ich 95% przedziaty ufnosci.
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Rekonstytucja limfocytow B

W przeprowadzonej analizie statystycznej nie wykazano istotnych réznic
w badanych parametrach rekonstytucji limfocytow B miedzy trzema grupami

odpowiedzi na szczepienie.
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Cytokiny

Poréwnujac badane przed immunizacja czynna wyniki cytokin profilu Thl
1Th2, uzyskane pod wplywem niespecyficznej stymulacji, nie wykazano
znamiennych statystycznie réznic miedzy grupami pacjentow, ktorzy stabo, dobrze
lub bardzo dobrze odpowiedzieli na immunizacje specyficznym antygenem
(tHBsAg).

W kolejnych pomiarach profilu Th1/Th2 (w trakcie programu szczepien
1 po jego zakonczeniu) zaobserwowano zwickszony udzial odsetkowy limfocytow
CD8- wykazujacych ekspresje cytokin Th2 w poréwnaniu z wyjsciowymi wynikami.
Trend ten dla komoérek IL4+ osiagnal znamienno$¢ statystyczna (p=0,005)

1 obrazuje go wykres umieszczony ponizej (Rycina 24).

Rycina 24 Ksztattowanie sie odsetka limfocytéow T CD8-IL4+ w trakcie programu
szczepien ochronnych

Na wykresie przedstawiono oznaczone przed rozpoczeciem programu szczepien, w trakcie i po zakonczeniu
immunizacji srednie odsetki limfocytow CD3+CD8- wykazujacych ekspresje IL4 iich 95% przedziaty ufnosci.
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Odsetek komoérek CDS8-IFNY+ wzrastal w niewielkim stopniu, podczas gdy
odsetek komoérek CDS8-IL2+ byl istotnie nizszy po zakoficzeniu programu
szczepien (p=0,035). Trend zmiany odsetka limfocytéw T wykazujacych ekspresje
IL2 przedstawiono na wykresie (Rycina 25).

Rycina 25 Ksztaltowanie sie odsetka limfocytow T CD8-IL2+ w trakcie programu
szczepien ochronnych

Na wykresie przedstawiono oznaczone przed rozpoczeciem programu szczepien, w trakcie i po zakonczeniu
immunizacji srednie odsetki limfocytéow CD3+CD8- wykazujacych ekspresje IL2 iich 95% przedziaty ufnosci.
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Obnizenie si¢ odsetka komoérek wykazujacych ekspresje IL2 przy wzroscie
udzialu komoérek 114+ znalazto odzwierciedlenie w obnizeniu sie stosunku
Th1/Th2 w trakcie realizowania programu szczepien. Poréwnujac ten parametr
w trzech grupach odpowiedzi na rHBsAg nie wykazano istotnych réznic. Grupy
dobrze (DO) ibardzo dobrze odpowiadajaca (BDO) wykazywaly zblizone srednie
warto$ci Th1/Th2, podczas gdy grupa pacjentéow stabo odpowiadajacych (SO)
w trakcie programu szczepiei wykazywala jako jedyna wzrost stosunku Th1l/Th2.

Zmiany te obrazuja umieszczone ponizej wykresy (Rycina 26).

Rycina 26 Ksztaltowanie sie stosunku Th1/Th2 w trakcie programu szczepien
ochronnych w trzech grupach odpowiedzi na rHBsAg.

Parametr Th1/Th2 wyliczono ze stosunku IL2 (Th1) do IL4 (Th2). Na wykresie przedstawiono oznaczone przed
rozpoczeciem programu szczepien, w trakcie i po zakonczeniu immunizacji srednie wartosci tego parametru
i ich 95% przedziaty ufnosci.
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Czynniki zalezne od biorcy

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala wplywu przynaleznosci
do grupy wczesnej lub pdznej na wyniki immunizacji czynnej tHBsAg (p=0,772).
Analizujac wystgpowanie czynnikow takich jak: rodzaj choroby zasadniczej, leczenie
chemioterapig przed HCT, typ kondycjonowania, zrédlo przeszczepu, typ
przeszczepu (MUD v RD) w poszczegdlnych grupach odpowiedzi na szczepienie
nie uzyskano réznic znamiennych statystycznie.

W badanej populacji pacjentéw po HCT nie obserwowano pozytywnego
wplywu szczepienia biorcy przed transplantacja na wynik immunizacji czynnej
po transplantacji (p=0,96).

Nie wykazano znaczenia faktu wystapienia cGvHD u pacjentéw po HCT
na wynik pézniejszej immunizacji tHBsAg (p=0,61). Natomiast biorac pod uwage
stopien nasilenia choroby, 75% pacjentéw, ktoérzy slabo odpowiedzieli
na szczepienie (SO), leczeni byli przed immunizacja z powodu cigzkiej postaci
cGvHD (p=0,057). Obserwacje t¢ wraz zrozkladem procentowym postaci
tagodnej, umiarkowanej i cigzkiej cGVHD w poszczegélnych grupach odpowiedzi

na rHBsAg przedstawia wykres umieszczony ponizej (Rycina 27).

Rycina 27 Wystepowanie poszczegolnych postaci cGvHD w grupach SO, DO, BDO

Wysokos¢ kolumn odpowiada odsetkowi pacjentéw w kazdej z grup z okreslona postacia cGvHD po HCT (o$
Y). Na osi X zaznaczono trzy stopnie zaawansowania cGvHD. Zwraca uwage zwiekszone wystepowanie postaci
ciezkiej cGvHD w grupie stabo odpowiadajacej na rHBsAg.
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Czynniki zalezne od dawcy (adoptywny transfer odpornosci)

Serokonwersje po 1 dawce szczepionki znamiennie czgsciej obserwowano
u biorcéw HCT od dawcédw immunizowanych rHBsAg (p=0,022).

Znamienna wickszo$¢ pacjentéw (90,9%), ktorzy bardzo dobrze odpowiedzieli
na szczepienie tHBsAg, otrzymala przeszczep od dawcéw immunizowanych przed
donacja, w przeciwienstwie do grupy stabo odpowiadajacej, w ktoérej przewazaja
pacjenci (66,7%) po HCT od dawcéw nieimmunizowanych rHBsAg (p=0,018)
(Rycina 28).

Rycina 28 Wptyw szczepienia dawcy rHBsAg przed HCT na wynik immunizacji biorcy po
transplantaciji

Na osi X zaznaczono grupy odpowiedzi na szczepienie (SO, DO lub BDO). Wysokos¢ kolumn odpowiada
odsetkowi pacjentéow z danej grupy, ktorych dawcy byli immunizowani p/WZW B przed HCT (os$ Y). Zwraca
uwage znhaczna przewaga pacjentow po przeszczepieniu od dawcy immunizowanego przed donacja w grupie
BDO.
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Odsetek pacjentdw szcrepionych rHBsAg

Sposréd 10 biorcow, u ktérych po HCT obserwowano adoptywny transfer
odpornosci od dawcy, po immunizacji czynnej 6 pacjentéw bardzo dobrze
odpowiedzialo na podanie tHBsAg, a 1 pacjent zostal zaliczony do grupy stabo
odpowiadajacej.  Stosujac  metode Kaplana-Meiera poréwnano —odpowiedz
na immunizacj¢ czynng pacjentéw, u ktoérych wystapilo to zjawisko z pozostalymi
chorymi iwykazano istotny wplyw adoptywnego transferu odpornosci przeciwko
WZW B na odpowiedZ na szczepienie tHBsAg (p=0,014). Prawdopodobienistwo
utrzymywania si¢ miana antyHBs<100mUI/ml po kolejnych dawkach rHBsAg

w cyklu szczepien ochronnych w tych dwoéch grupach przedstawia Rycina 29.
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Rysunek 29 Réznice w odpowiedzi na szczepienie rHBsAg u pacjentow, u ktérych

wystapito zjawisko adoptywnego transferu i u pozostatych pacjentéw

Na osi X zaznaczono kolejne dawki szczepionki (rHBsAg w cyklu szczepien). Wykresy przedstawiaja
prawdopodobienstwo utrzymywania sie miana<100mUl/ml po kazdej z dawek w dwoch grupach. U pacjentow, u
ktérych po HCT doszio do adoptywnego transferu odpornosci przeciwko WZW B od dawcy maja nizsze
prawdopodobienstwo suboptymalnej odpowiedzi na immunizacje czynna rHBsAg.
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5 OMOWIENIE WYNIKOW i DYSKUSJA

Wraz z rozwojem wiedzy 1 dos$wiadczenia zwigzanego z procedura
przeszczepienia allogenicznego komoérek hematopoetycznych wielu pacjentow
ze schorzeniami hematologicznymi otrzymalo szans¢ na dlugotrwale przezycie
wolne od choroby. Po ustapieniu zagrozenia zwiazanego z wczesnym okresem

pancytopenii po HCT 1 osiagni¢ciu regeneracji hematologicznej, jednym

z problemoéw dotyczacych opieki w okresie po transplantacji pozostaja nadal
powiklania infekcyjne. Ryzyko rozwoju zakazen zmniejsza si¢ przez stosowanie
w okresie immunosupresji  profilaktyki farmakologicznej (przeciwwirusowej,
przeciwgrzybiczej i przeciwko pierwotniakom). W wyjasnieniu podtoza zapadalnosci
na infekcje nawet w péznym okresie potransplantacyjnym (>2 lat) pomogly badania
rekonstytucji immunologicznej, ktére dowiodly, Ze nie jest to rekapitulacja
ontogenezy. Wplyw na jej tempo ma wiele czynnikéw zaleznych od samej
procedury, wystapienia GvHD 1iczynnikéw zaleznych od dawcy 1 biorcy.
Okazalo sie, ze w przebiegu HCT zanika nabyta przez pacjenta w okresie
dziecinstwa odpornos$¢ poszczepienna idodatkowo zwigksza si¢ ryzyko zakazen
bakteriami otoczkowymi, przeciwko ktérym rutynowo nie immunizuje si¢ 0sob
dorostych. W osrodkach transplantacyjnych zacze¢to wprowadzac rézne protokoly
szczepien ochronnych, przy realizowaniu ktérych stwierdzono obnizong reakcje
na immunizacje pacjentéw po HCT w poréwnaniu z populacja ludzi zdrowych.

Z tych obserwacji wyniknal pomyst przebadania wielu czynnikéw, ktore
potencjalnie mogg decydowaé¢ o odpowiedzi immunologicznej na podany antygen
szczepionki. Wyniki tych badan mialy postuzy¢ opracowaniu optymalnego
kalendarza szczepien ochronnych, ktéry zwigkszylby szanse pacjentow po HCT

na wytworzenie ochrony przeciwko patogenom.

5.1 Rekonstytucja immunologiczna po HCT

Cechami charakterystycznymi rekonstytucji immunologicznej po procedurze
HCT sa zmiany iloSciowe 1 jakoSciowe w subpopulacjach komorek
odpornosciowych. Ponadto na odpowiedZ immunologiczng na antygen wplyw maja
rézne mechanizmy 1 zwigzane z nimi substancje regulujace, do ktérych naleza

cytokiny. Warunkiem optymalnej dla organizmu reakcji na antygen jest odzyskanie
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prawidlowej  kooperacji  miedzy  poszczegdlnymi  skladowymi  ukladu
odpornosciowego na kazdym z etapéw odpowiedzi immunologicznej. Unikalnym
zjawiskiem charakterystycznym dla okresu potransplantacyjnego jest choroba
przeszczep przeciw gospodarzowi, ktora jest efektem zaburzenia tolerancji
limfocytéw T dawcy na antygeny ukladu zgodnosci tkankowej biorcy. Wystapienie
cGvHD  niesie za sobg szereg glebokich nieprawidlowosci  ukladu

immunologicznego, ktore zaburzaja jego prawidlowa rekonstytucje.

5.1.1  Odporno$¢ humoralna i komérkowa

Ocena wybranych parametréw immunologicznych w okresie do 3 lat po HCT

W badanej grupie pacjentow po HCT przeanalizowano bezwzgledng liczbe
neutrocytéw, limfocytow, odsetek Y-globulin oraz stezenie immunoglobulin IgG,
IgM, IgA jako dostepnych w rutynowych badaniach miernikéw statusu ukladu
immunologicznego w okresie od doby +100 po 3lat po HCT. Trend wzrostu
kazdego z badanych parametréw wraz z uplywem czasu od transplantacji wykazywat
znamiennos$¢  statystyczna. Uzyskane wyniki zgodne sa 2z doniesieniami
literaturowymi (18;27;34;122).

Liczba bezwzgledna neutrocytéow ilimfocytow u przewazajacej wickszosci
biorcow wystepowala w granicach normy w dobie +180 po HCT i obserwowano
jedynie pojedyncze przypadki (4,1%) neutropenii ilimfopenii w okresie powyzej
2 ]at po HCT. Natomiast u wigkszego odsetka oséb utrzymywaly sie¢ zaburzenia
ilosciowe w obrebie immunoglobulin. Hipogammaglobulinemi¢ obserwowano nadal
u 35% pacjentéw 3 lata po transplantacji. Obnizone stezenie immunoglobulin IgG,
IgM iIgA wystgpowalo jeszcze 2 lata po HCT u niewielkiego odsetka pacjentéw.
Odchylenia w wartos$ciach tych parametréw sa odzwierciedleniem utrzymujacych si¢
u pacjentéw do okolo 2 lat po przeszczepieniu deficytow odpornosci humoralne;
(21-23;59). Potwierdza to réwniez istotnie nizsze stezenie IgA u chorych w okresie
wezesnym (<2 lat po HCT) w poréwnaniu do chorych powyzej 2 lat
po transplantacji.

W okresie 1-3 lat po HCT u okoto 20% biorcéw zanotowano wystepowanie
hipergammaglobulinemii oraz u 8-12% podwyzszonego stezenia IgG. Przypisywane
jest to w literaturze gtéwnie pacjentom z cGvHD jako efekt poliklonalnej aktywacji
limfocytéw pochodzacych od dawcy w odpowiedzi na réznice w antygenach

zgodnosci tkankowej u biorcy (59;65).
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Subpopulacje limfocytow B

U pacjentéw zakwalifikowanych do przeprowadzenia cyklu szczepien
ochronnych oceniono subpopulacje limfocytow B 1T (komoérek naiwnych i pamiect
immunologicznej) metoda cytometrii przeplywowej na podstawie ekspresji na ich
powierzchni  charakterystycznych molekut  (antygenow CD 1 receptorow
immunoglobulinowych). Ze wzgledu na ograniczenia techniczne dostepnego
cytometru przeplywowego mozliwe bylo jednoczesne wyznakowanie na komoérkach
tylko trzech antygendw.

Badajac ilosciowo limfocyty B (CD19+), w tym takze analizujac ilo§¢ komorek
naiwnych (CD27-) ipamigci immunologicznej (CD27+), nie wykazano réznic
znamiennych statystycznie miedzy pacjentami we wczesnym ipdéznym okresie
po HCT. U biorcow HCT w obu grupach przewazaly naiwne limfocyty B,
wykazujace ekspresj¢ receptora immunoglobulinowego IgD i/lub IgM. Ze wzgledu
na uzywanie przeciwcial  sprzezonych ztym  samym  fluorochromem
do wyznakowania receptorow immunoglobulinowych, niemozliwe bylo sprawdzenie
jaka cze$¢ komoérek CD19+ wykazuje jednoczesna ekspresje IgD iIgM. Brak
istotnych réznic miedzy subpopulacjami limfocytow B u pacjentow z grupy
wczesnej 1poznej potwierdzalby doniesienia literaturowe dotyczace ustgpowania
losciowych zaburzen w obrebie limfocytéw B u wigkszosci pacjentow do okolo
roku po HCT (20;23).

Wiadomo jednak, ze u cze¢sci pacjentéw znacznie dluzej moga utrzymywac si¢
zaburzenia jakosciowe: oligoklonalny charakter Ig i uposledzona aktywnos¢
opsonizujaca. Z tym zwiazane jest zwickszone ryzyko infekcji bakteriami
otoczkowymi oraz obnizona odpowiedz swoista, w tym reakcja na antygeny
szczepionki (20-24;123). Pacjenci wlaczeni do programu immunizowani byli miedzy
innymi antygenami polisacharydowymi (szczepionka Pneumo23 i Hiberix).
Niemozliwa byta ocena miana przeciwcial przeciwko antygenom tych szczepionek,
ale na uwaga zasluguje fakt, ze u zadnego z pacjentéw nie doszlo do rozwoju
infekcji drég oddechowych o ciezkim przebiegu, ktére zdarzaly si¢ u chorych
z badanego o$rodka transplantacyjnego przed wprowadzeniem programu szczepief
ochronnych. Oceniano natomiast odpowiedZ na rHBsAg u pacjentow
nieposiadajacych przeciwcial przeciwko WZW B (antyHBs). Nie wykazano jednak
wplywu zadnego z analizowanych parametréw rekonstytuciji immunologicznej linii B

na jako$¢ odpowiedzi humoralnej na antygen szczepionki.
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Subpopulacje limfocytéw T

Wstepna analiza subpopulacji limfocytéw T metoda cytometrii przeplywowej
polegala na ocenie ekspresji na ich powierzchni antygenéw CD4 1 CD8. Jedna
z charakterystycznych cech wykazanych w badanej grupie byla opdzZniona
regeneracja komorek CD3+CD4+ w stosunku do CD3+CD8+. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi dysproporcja ta powinna zmniejsza¢ si¢ wraz
z uplywem czasu od transplantacji (33;34;124;125). W badanej grupie znajduje to
swoje potwierdzenie w znamiennie nizszym odsetku 1 ilosci bezwzglednej komoérek
CD3+CD4+ u pacjentéw w okresie wczesnym w porownaniu do okresu p6znego
po HCT (p=0,006). Zaleznosci takiej nie wykazano analizujac komorki
CD3+CD8+. Dodatkowo oceniano odsetek pacjentow z liczba bezwzgledna
komorek CD34+CD4+>0,2G/l, zakres wartosci uwazany za istotny dla
prawidlowego funkcjonowania odpornosci 1wynikéw immunizacji. Wedlug
doniesied Maury iwsp. po roku od transplantacji nadal u okolo 1/3 pacjentow
liczba limfocytow CD3+CD4+ nie przekracza tej wartosci (34). Zblizone dane
zaobserwowano w badanej grupie, poniewaz w okresie weczesnym po HCT liczbe
limfocytow CD3+CD4+>0,2G/1 wykazano u 73,7% pacjentéw, pozostali (okolo
26,3%) nie osiagneli tej warto$ci. Z uwagi na fakt, ze w grupie tej byli réwniez biorcy
blisko 2 lata po transplantacji, odsetek oséb z tym wskaznikiem regeneracji byt
odpowiednio wyzszy niz w grupie doswiadczalnej Maury 1wsp. Natomiast
po 2latach od transplantacji (grupa pézna) u znamiennie wyzszego odsetka
pacjentéw (93,3%) wykazano liczbe komérek CD3+CD4+ na poziomie >0,2G/1
(p=0,055). Warto§¢ kliniczna tego parametru potwierdza wynik immunizacji
rHBsAg, poniewaz w badanej grupie u wszystkich pacjentéw, ktérzy bardzo dobrze
odpowiedzieli na szczepienie, liczba komérek CD3+CD4+ wynosita >0,2G/1.

Dysproporcja miedzy dwoma subpopulacjami komoérek CD3+  znajduje
odzwierciedlenie w odwréconym stosunku komérek CD4+ do CD8+ (CD4/CDS).
Wedlug danych z pismiennictwa dotyczy to okolo 78% pacjentéw w okresie roku
po HCT imoze utrzymywaé si¢ wiele lat po transplantacji. Dla poréwnania
w populaciji 0s6b zdrowych stosunek CD4/CD8 wynosi srednio 1,3-2 (zakres 0,5-7)
(34;101;126).  Odwrécony — stosunek  CD4/CD8 u pacjentow po HCT
zaobserwowano zardwno w grupie wczesnej jak 1pdznej, a mediana stosunku
CD4/CD8 nie przekraczata wartosci 1 (wynosita odpowiednio w grupach

0,52 v 0,80) i byla znamiennie nizsza u os6b w okresie wczesnym (p=0,008).
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U pacjentéw po HCT obserwuje si¢ ponadto unikalne zjawisko obecnosci
w krwi obwodowej komoérek tzw. ‘podwojnie dodatnich® CD4+CD8+, co jest
charakterystyczne rowniez dla wezesnego okresu ontogenezy (127). Komorki o tym
immunofenotypie  wystepowaly ~w  odsetku  siggajacym  maksymalnie
4,7% limfocytow, przy czym mediana byla istotnie wyzsza w grupie poznej
(1,0 v 1,3%; p=0,05). Brak jest danych jak dlugo populacja komoérek ‘podwodinie
dodatnich’ CD4+CD8+ moze utrzymywac si¢ we krwi biorcéw HCT.

W analizie ujeto réowniez komoérki o immunofenotypie CD3-CD8+, ktore
odpowiadaja komoérkom NK. Nie zaobserwowano réznic w ilosci tych komorek
miedzy okresem wczesnym i péznym po HCT, co potwierdzaloby badania innych
autoréw, wedlug ktérych stopien rekonstytucji komoérek NK jest prawidlowy juz
2 miesiace po transplantacji (18;127).

Na podstawie stopnia ekspresji izoform RA 1RO antygenu CD45
identyfikowano komorki naiwne 1pamigci immunologicznej w obrebie komorek
CD4+ 1CD8+. W ciagu pierwszych 6 miesiccy po HCT pula limfocytow T
obecnych w organizmie pochodzi z ekspansji dojrzatych komorek, ktore przetrwaly
kondycjonowanie lub zostaly przetoczone w materiale przeszczepowym. 7 tej
oligoklonalnosci wynika waski zakres swoistosci dostgpnych limfocytéw 1 tzw. nisze
w ich repertuarze. Dopiero pézniej zaczynaja si¢ pojawia¢ komorki naiwne powstale
‘de novo’ (33;128;129). W badanej grupie liczba bezwzgledna komorek
CD4+CD45RA+RO- wykazywala nizsze warto$ci u pacjentéw we wczesnym
okresie po transplantacji, ale réznica ta nie byla statystycznie znamienna (p=0,096).
Potwierdza to obserwacje, ze stopien rekonstytucji tej puli komoérek uzaleznia si¢
nie tyle od czasu po HCT, co od funkcjonowania grasicy. Na to natomiast wplyw
majg glownie wiek pacjenta, agresywnosc¢ terapii stosowanej przed HCT oraz rozwo;
cGvHD. W badanej grupie komoérki CD4+ wykazywaly silng ekspresje izoformy
CD45RO, charakterystycznej dla komoérek pamieci immunologicznej, zaréwno
u pacjentow w grupie wczesnej, jak 1podznej. Natomiast liczba bezwzgledna
komoérek CD4+CD45RA-RO+ byla nizsza u pacjentéw w grupie wczesnej i réznica
ta byla statystycznie znamienna (p=0,011).

Uwaza si¢, ze grasica odpowiada za regeneracje gléwnie puli komorek
naiwnych CD4+, natomiast komoérki naiwne CD8+ powstaja prawdopodobnie poza
grasica, gdyz odnowa tej subpopulacji po HCT jest sprawniejsza iniezalezna
od wieku pacjenta (33;39). Dane uzyskane w badanej grupie potwierdzaja wyniki

innych badaczy, poniewaz warto$¢ bezwzgledna komoérek CD8+ wykazujacych
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ekspresje izoformy CD45RA ikomoérek CD8+45RO+ nie wykazywaly istotnych
réznic miedzy chorymi w okresie wczesnym 1ipoéznym po przeszczepieniu.
Niektorzy autorzy twierdza jednak, Zze immunofenotyp rozrézniajacy komorki
naiwne 1pamieci w puli komérek CD8 jest bardziej zlozony isame izoformy
CD45RA/RO nie sa doskonalymi markerami réznicujacymi (33;130)

W puli komérek CD4+ 1 CD8+ znajduja si¢ rowniez komorki ‘podwoijnie
dodatnie’ pod wzgledem ekspresji izoform antygenu CD45 (CD45RA+RO+).
Uwaza sig, ze sa to komorki pamigci CD45RO+, na ktérych doszlo do reekspresji
izoformy RA (128). Wsréd limfocytow CD4 znamiennie wigcej komorek
CD45RA+RO+ obserwowano w grupie péznej (p=0,007), podczas gdy wsrdd

limfocytéw CD8 nie wykazano takiej réznicy.

5.1.2  Profil cytokin Th1/Th2

Typ odpowiedzi immunologicznej Th-zaleznej moze ukierunkowac reakcje
na podany antygen szczepionki w strone odpornosci humoralnej lub komérkowe;.
Detekcja komoérek o profilu Thl iTh2 mozliwa jest dzigki metodzie cytometrii

przeplywowej, po stymulacji niespecyficznej limfocytow zudzialem PMA
1jonomycyny oraz, w celu wzmocnienia sygnalu, po zablokowaniu za pomocq
brefeldyny wydzielania z komoérki wytworzonych cytokin (131;132). W grupie
chorych po HCT badano cytokiny z profilu Th1l (IL2, IFNY) oraz Th2 (IL4, IL5,
IL10) przed i w trakcie realizowania programu szczepien ochronnych.

U pacjentow po HCT po stymulacji niespecyficznej wykazano silng aktywacje
uktadu Thl wyrazona wysokimi odsetkami komoérek IL2+ i IFNY+ w poréwnaniu
do komoérek 114, IL5 1 IL10+ zaréwno w komoérkach T CDS8- (CD4+), jak 1 CD8+.
Taki obraz profilu cytokin poréwnywalny jest z wynikami zinnych osrodkow.
Bardzo trudno jest uzyska¢ wyzszy odsetek komorek wykazujacych ekspresje
cytokin Th2 takze u zdrowych oséb. Ttumaczone jest to nie tyle niedoskonalo$cia
stosowanych stymulacji, co stanem spoczynkowym komorek Th2 lub rzeczywista,
malg czestoscia tej subpopulacji limfocytow za wyjatkiem specyficznych sytuacji
klinicznych, takich jak hipereozynofilia czy alergia (132). W badanej grupie
zastosowano jedynie krotki czas stymulacji (5-6h), poniewaz w dos$wiadczeniach
wlasnych 1 innych badaczy po 4h stymulacji cytokiny Thl iTh2 wykazywaly
wystarczajaco wysoka ekspresj¢ do pomiaru metoda cytometrii przeplywowej
(dla limfocytéw produkujacych IL2, IL4, IL10 iIFNY przypada wowczas
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maksymalny okres wydzielania) bez wplywu na zywotnos¢ komoérek w warunkach
‘in vitro’ (po dlugiej stymulacji cz¢§¢ komorek ulega apoptozie).

Poréwnujac wyniki badanej grupy z obserwacjami Picker i wsp.(131) uzyskano
zblizony generalny trend wydzielania poszczegdlnych cytokin przez limfocyty CD4
(IL2> IFNY>IL4) oraz CD8 (IFNY>IL2 i minimalna produkcja IL.4). Nie mozna
bylo jednak dokladnie skonfrontowa¢ wynikéw grupy badanej 2z uzyskanymi
w grupie do$wiadczalnej Picker 1 wsp., poniewaz w doswiadczeniu Picker’a
zastosowano nieco nizsze stezenie PMA i jonomycyny.

W doswiadczeniu  przeprowadzonym w Laboratorium  Immunologii
w Toulouse na grupie zdrowych wolontariuszy przez Rostaing iwsp. (132)
stwierdzono osobnicza zmienno$¢ ekspresji cytokin Thl iTh2 inie udalo si¢
okresli¢ zakresu wartosci ‘prawidlowych’. W badaniu tym zastosowano rowniez
nizsze stezenia PMA ijonomycyny oraz monensyne jako substancje blokujaca
wydzielanie cytokin. Pomimo tych réznic stwierdzono zblizone zakresy wartosci
po krotkiej stymulacji dla IL2 oraz IL4 u biorcow HCT 1izdrowych oséb
z do$wiadczenia Rostaing 1wsp. U pacjentéw po transplantacji nie udalo si¢
natomiast uzyska¢ wartosci przekraczajacych 1% limfocytéw pozytywnych pod
wzgledem ekspresji IL5 1 IL10 pomimo zastosowania silniejszej stymulacji, podczas
gdy wsrdd wigkszosci zdrowych osob otrzymano takie wartosci. Tymczasem
w badanej grupie biorcow HCT wykazano w znacznie wyzszym odsetku komoérek
ekspresj¢ IFNY przekraczajaca ponad dwukrotnie $rednia warto$¢ stwierdzang
w grupie reprezentujacej zdrowa populacje. Wysoki odsetek komorek IFNy+
w badanej grupie pacjentow po HCT dotyczyl gléwnie subpopulacji CD8+
spelniajacej funkcje cytotoksyczne lub supresorowe w organizmie. Ciekawa
obserwacja jest fakt, ze ten znamiennie wyzszy odsetek komoérek CD8+IFNy+
stwierdzony byl u pacjentéw w okresie do 2 lat po transplantacji (p=0,052), co moze
swiadczy¢ o duzym stopniu aktywacji mechanizméw odpornosci komoérkowej
we wezesnym okresie po HCT.

Poréwnujac  odsetek limfocytow wykazujacych typowa dla profilu Thl
koekspresj¢ IL2 1IFNY uzyskano wyniki zbliZone do Rostaing 1wsp., czyli
zadziwiajaco niski odsetek komorek ‘podwdjnie pozytywnych’® w  stosunku
do komorek IL2+IFNY- i IL2-IFNy+. W badanej grupie pacjentéw po HCT nie
wykazano réznic istotnych = statystycznie w odsetku komorek ‘podwodinie
pozytywnych’ miedzy okresem wczesnym 1 pdznym po transplantacji. Znamiennie

wyzszy byl natomiast odsetek limfocytoéw CD3+ wykazujacych jedynie ekspresje
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IFNy (IL2-IFNY+) u os6b zgrupy wczesnej w poréwnaniu do wynikéw
stwierdzanych w grupie oséb po 2 latach od transplantacji (p=0,018).

Do okreslenia profilu cytokinowego komoérek Th danej osoby, podobnie jak
w badaniu Rostaing i wsp., uzyto parametru Th1/Th2. W badanej grupie parametr
ten okreslono przez stosunek IL2 do IL4 w populacji komoérek CD8- (CD4+).
W wyborze kierowano si¢ wystepowaniem obu cytokin gtéwnie w komérkach CD8-
oraz w przypadku profilu Th2 wysoka ekspresja 1L.4 w poréwnaniu do 1L5 1 1L10.
Mediana stosunku Th1/Th2 wykazywala nieco wyzsze wartosci u pacjentéw z grupy

wezesnej, jednak nie wykazano znamiennosci statystycznej tej réznicy.

87



5.2 Szczepienia ochronne po HCT

Stosowanie szczepien ochronnych u chorych po HCT jest bardzo waznym
aspektem opieki, zmniejszajacym ryzyko powiklan zwigzanych z zakazeniem.
Przeprowadzenie programu szczepien nie zapewnia jednak wszystkim chorym
pewnej ochrony ze wzgledu na obnizona, w poréwnaniu do zdrowej populacii,
odpowiedZz na antygeny szczepionek. Wynika to migdzy innymi z koniecznosci
stosowania mniej immunogennych szczepionek oraz zaburzonych na réznych
etapach mechanizméw odpornosci. W badanej grupie u wszystkich pacjentow
przeprowadzono program immunizacji czynnej zgodnie z przygotowanym wstepnie
kalendarzem szczepien, uwzgledniajac szczepienie przeciwko polio, tezcowi,
btonicy, bakteriom otoczkowym (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae). U oséb nieposiadajacych ochronnego miana antyHBs podawano
réwniez szczepionke przeciwko WZW B. W gdanskim osrodku tansplantacyjnym,
poza oznaczaniem miana antyHBs, nie bylo mozliwosci monitorowania
poszczepiennego miana przeciwcial przeciwko antygenom innych szczepionek.
Skupiono si¢ wigc na wyniku szczepienia przeciwko WZW B ze wzgledu na duze
znaczenie epidemiologiczne ochrony przeciwko wirusowi HBV oraz mozliwosé
oznaczania miana antyHBs w zakresie rutynowych badan laboratoryjnych. Wszystkie

analizowane czynniki poréwnywano wi¢c do wynikéw immunizacji rtHBsAg.

5.2.1  Czynniki decydujgce o odpowiedzi na szczepienie

Rekonstytucja limfocytéw T naiwnych (CD4+CD45RA+RO-)

Uwaza sig, ze wraz ze wzrostem odsetka powstalych ‘de novo’ komoérek
naiwnych, dzigki ktérym poszerza si¢ repertuar swoistodci, organizm zyskuje
stopniowo zdolno§¢ do reagowania na wigksza réznorodnos¢ antygendw
1 wytworzenia przeciwko nim odpornosci. Pojawiaja si¢ doniesienia dowodzace,
ze obnizona odpowiedZ na szczepienia ochronne po HCT wynika wlasnie
z niewystarczajacej réznorodnosci  swoistych  limfocytow T, ktére moga
odpowiedzie¢ na podane w szczepionce antygeny. Wskazuja na to badania Roux
1wsp., zktérych wynika, ze liczba komoérek naiwnych CD4+ lepiej koreluje
ze zdolnodcia do wytworzenia stanu odpornosci przez ukiad immunologiczny

pacjenta niz czas immunizacji (ilo§¢ miesiecy po przeszczepieniu), wiek pacjenta, czy
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liczba bezwzgledna limfocytow CD4+. Na potwierdzenie tej tezy w doswiadczeniu
Roux sprawdzono odpowiedz na szczepienie przeciwko tezcowi (miano przeciwcial
antyTT) u pacjentow w réznym okresie po transplantacji. Wykazano, ze pacjenci
z niewystarczajacym funkcjonowaniem grasicy, stwierdzonym na podstawie liczby
komérek CD4+CD45RA+RO- <0,03G/1, bardzo stabo odpowiedzieli na podane
trzy dawki szczepionki w przeciwienstwie do chorych z wyzsza liczba tych komorek
(130). Podobna zalezno$¢ zaobserwowano w badanej grupie badajac skutecznosc
immunizacji rtHBsAg. Nie wykazano réznic w stopniu odpowiedzi na szczepionke
przeciwko WZW B miedzy pacjentami z liczba komoérek naiwnych CD4+ powyzej
i ponizej 0,05G/1. Podobnie jak w badaniu Roux iwsp. krytyczna wydaje si¢ by¢
ilos¢ CD4+CD45RA+RO- na poziomie 0,03G/l, poniewaz znamiennie wyzszy
odsetek pacjentéw, ktorzy nie przekroczyli tej wartodci, stabo odpowiedzieli
na szczepionke, w przeciwienstwie do pacjentéw z zadowalajacym  statusem
>0,03G/1 komérek naiwnych (p=0,057). Jest to kolejny dowdd potwierdzajacy
znaczenie grasicy i komorek naiwnych CD4+ w uzupelnianiu nisz w repertuarze
swoistodci po transplantacji. Dodatkowo, jest to cenna klinicznie obserwacja, ktéra
moze stuzy¢ zidentyfikowaniu pacjentéw z opézniona rekonstytucja. Aby zwickszy¢
u nich szans¢ na efektywniejsza odpowiedZz na antygeny szczepionek, nalezaloby
odroczy¢ immunizacje do czasu pelniejszej odnowy repertuaru immunologicznego
limfocytéw T CD4+.

Z drugiej strony immunizowanie pacjenta antygenami szczepionek wydaje si¢
mie¢ réwniez wplyw modulujacy na pule komoérek naiwnych 1 pamieci
immunologicznej. Ciekawa wydaje si¢ by¢ obserwacja poréwnujaca te subpopulacje
podczas realizowania programu szczepien ochronnych z wyjsciowymi parametrami
oznaczonymi przed immunizacja. Wykazano, ze zaréwno liczba komorek
CD4+CD45RA+RO-, jak i CD4+CD45RA-RO+ zwigcksza si¢ po immunizacji

czynnej, uzyskujac najwyzsze wartosci po zakonczeniu cyklu szczepien (p<0,001).

Znaczenie profilu cytokin Th1/Th2

Produkcja przeciwcial antyHBs w odpowiedzi na immunizacje czynng jest
efektem pobudzenia swoistych limfocytéw B w mechanizmie zaleznym
od limfocytow T. Skoordynowane dzialanie cytokin Thl i Th2 wydzielanych przez
limfocyty T warunkuje optymalne dojrzewanie i roznicowanie specyficznych dla Ag
szczepionki limfocytéw B. Parametr Th1l/Th2 okreslony przed rozpoczeciem

immunizacji poréwnywano miedzy trzema grupami odpowiedzi na rHBsAg.
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Uwaza si¢ bowiem, ze zaburzenia réwnowagi miedzy Thl a Th2 moga wplywaé
na jakos¢ odpowiedzi immunologicznej na szczepienia ochronne, przy czym
doniesienia sa czgsto przeciwstawne. W badaniu Larsen i wsp. oraz Kardar i wsp.
analiza profilu cytokin wydzielanych po ponownej ekspozycji ‘in vitro’ na Ag
szczepionek przez specyficzne limfocyty CD4+ ujawnila mieszany profil Th1/Th2
u 0s6b dobrze odpowiadajacych na immunizacjg, podczas gdy limfocyty osob, ktore
nie wytworzyly niskiego ochronnego miana przeciwcial, nie proliferowaly
w obecnosci Ag inie wydzielaly cytokin, podobnie jak u o0séb wczesnie;
nieimmunizowanych (133;134). Inne badanie potwierdzilo mieszany profil
cytokinowy grupy dobrze odpowiadajacej na rHBsAg, lecz wobec uzyskania
proliferacji swoistych limfocytow CD4 w warunkach ‘in vitro’, brak odpowiedzi

na immunizacj¢  tlumaczono tam niemoznoscia polaryzacji  specyficznych
komoérek Th w kierunku Thl lub Th2 (135). W przeprowadzonym dos$wiadczeniu,
badajac ekspresj¢ cytokin u pacjentéw po przeszczepieniu allogenicznym stosowano
jednak stymulacj¢ niespecyficzng, sprawdzajac ogdlna polaryzacje czynnosciows
limfocytow CD4 w kierunku profilu Th1l lub Th2. Parametr Th1/Th2 mial wiec
z zalozenia odzwierciedla¢ trend odpowiedzi immunologicznej w strone odpowiedzi
humoralnej lub komoérkowej. Wynik tego parametru nie wplynal jednak
bezposrednio na jako§¢ odpowiedzi humoralnej na specyficzny antygen szczepionki,
poniewaz nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy w stosunku Th1l/Th2
okreslonym przed immunizacjqa miedzy grupa stabo (SO), dobrze (DO) ibardzo
dobrze odpowiadajaca (BDO) na szczepienie tHBsAg.

Cickawa obserwacjqa byla réwniez zmiana profilu cytokin pod wplywem
stosowanego programu szczepien ochronnych. Pierwszy pomiar ekspresji cytokin
wykonywano przed rozpoczeciem szczepien, drugi w trakcie realizowania programu
(w grupie DO iBDO pokrywalo si¢ to najczesciej z okresem pojawienia si¢
odpowiedzi humoralnej na rHBsAg), trzecie badanie przypadalo po zakonczeniu
podstawowego kalendarza szczepien (woéwczas u  pacjentow z grupy SO
obserwowano juz cechy odpowiedzi humoralnej na rHBsAg). Wykazano
statystycznie znamienny wzrost odsetka limfocytéw CD8- wykazujacych ekspresije
IL4 w kolejnych pomiarach (p=0,005) i obnizenie si¢ odsetka komérek CD8-1L2+
w pomiarze wykonanym po zakonczeniu programu szczepien w porownaniu
do wyjsciowych wartosci (p=0,035). Odsetek komoérek CD8-INFy+ nie wykazywat
istotnych zmian w trakcie realizowania programu szczepied. Zmiana odsetka

komorek wykazujacych ekspresje 1L2 1114 znalazta odzwierciedlenie w obnizaniu
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si¢ wartosci parametru Th1/Th2 w trakcie realizowania programu szczepien.
Pod wplywem tej obserwacji nasunclo si¢ pytanie: czy zmiany w réwnowadze
miedzy profilem Thl iTh2 byly odzwierciedleniem réznego stopnia odpowiedzi
humoralnej na antygen szczepionki (np. tHBsAg), czy moze generalnym efektem
dzialania immunomodulujacego podawanych szczepionek? Sprawdzono zmiany
stosunku Th1/Th2 w trzech grupach odpowiedzi na rHBsAg i zaobserwowano,
ze grupa DO i BDO wykazywaly zblizone $rednie wartosci Th1/Th2, obnizajace si¢
na kolejnych etapach realizowania programu szczepien. Natomiast grupa pacjentow
SO, u ktérych reakcje na rHBsAg uzyskano po wielu dawkach szczepionki i miano
przeciwcial ochronnych bylo stosunkowo niskie w poréwnaniu do grup DO
i BDO, jako jedyna wykazywala wzrost stosunku Th1/Th2 w drugim pomiarze.
Mogtoby to $wiadczy¢ o @ silniejszej aktywacji na tym etapie ukladu
immunologicznego w kierunku odpowiedzi typu komoérkowego. W ostatnim
pomiarze wykonanym po zakonczeniu programu szczepien, kiedy doszlo juz
do serokonwersji w zakresie odpowiedzi na rHBsAg w grupie SO, parametr
Th1/Th2 osiggnal srednie warto$ci porownywalne do grupy DO i BDO.

Nie wykazano jednak znamiennosci statystycznej tego trendu.

Przewlekta choroba przeszczep przeciw gospodarzowi

Zaburzenia rekonstytucji immunologicznej zwigzane z wystapieniem cGvHD
1z immunosupresyjnym leczeniem choroby decyduja o znacznie obnizonej
odpowiedzi na szczepienia ochronne lub nawet jej braku. W zwiazku ztym
nie zaleca si¢ immunizacji czynnej w aktywnej fazie choroby i program szczepien
ochronnych nalezy rozpocza¢ po odstawieniu leczenia immunosupresyjnego.
Do tego czasu wskazane jest stosowanie profilaktycznej antybiotykoterapii
(18;67;68).

U 063,3% pacjentow 2z badanej grupy w okresie potransplantacyjnym
rozpoznano c¢GvHD, zczego u 38,7% w stopniu ci¢zkim. Catkowity odsetek
rozpoznan byl wysoki w poréwnaniu z raportowang czestoscig rozpoznan cGvHD
w innych o$rodkach transplantacyjnych (43;45;49). Nalezy jednak pamictad,
ze postawienie diagnozy wedlug samych kryteriow klinicznych, szczegélnie jesli
mamy do czynienia z postacig tagodna (ograniczona) i tylko jeden narzad jest zajety,
moze by¢ do$¢ subiektywna. Odsetek rozpoznan choroby w stopniu ciezkim jest

zblizony do danych literaturowych.
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Przewaga czgstosci rozpoznan cGvHD u pacjentéw w grupie péznej (p=0,06)
wynika z tego, ze wlasnie w wigkszosci przypadkéw wystapienie choroby bylo
powodem odroczenia momentu rozpoczecia immunizacji czynnej. Potwierdza to
takze réznica w rozkladzie poszczegdlnych stopni zaawansowania cGvHD miedzy
grupami. W grupie péznej przewazaja rozpoznania ci¢zkiej postaci, ktéra wymaga
stosowania 2-lub 3-lekowej terapii immunosupresyjnej, natomiast w grupie wczesnej
dominuje rozpoznanie postaci lagodnej, ktéra zazwyczaj nie jest przeszkoda
w przeprowadzeniu immunizacji, bo rzadko wymaga dlugotrwalego leczenia
immunosupresyjnego. Opisana réznica bylaby bardziej znamienna statystycznie,
gdyby w przeszlosci program rewakcynacji byl rutynowym postepowaniem. U czgsci
0s6b przynalezno$¢ do grupy péznej wynikala bowiem ztego, ze szczepienia
ochronne nie zostaly u nich przeprowadzone we wczesnym okresie po HCT,
pomimo braku przeciwwskazan.

W momencie rozpoczecia cyklu szczepien, zgodnie z przyjetymi zaleceniami,
pacjenci nie wykazywali cech zaostrzenia choroby. Poréwnujac jednak wyniki
immunizacji tHBsAg wykazano, ze 75% pacjentéw, ktorzy leczeni byli po HCT
z powodu cigzkiej postaci cGvHD, stabo odpowiedzialo na to szczepienie
(p=0,057). Obserwacja ta jest zgodna z doniesieniami literaturowymi, wedlug
ktorych cze§é zaburzen jako$ciowych ukladu immunologicznego moze utrzymywac
si¢ pomimo wygasnigcia ostrej fazy cGvHD, a w rezultacie immunizacja u tych oséb

moze by¢ mniej efektywna niz u zdrowych pacjentéw po HCT (65;115;1306).

Immunizacja dawcow

Znaczenie immunizacji czynnej dawcow przed donacja przeanalizowano
w badanej grupie pod katem utrzymywania stanu odpornosci przeciwko WZW B
u chorych po HCT. Pierwszym istotnym aspektem jest zabezpieczenie pacjenta
w okresie bezposrednio po transplantacji, kiedy ryzyko powiklan zwiazanych
z zakazeniem jest najwicksze (137;138). Proby szczepienia pacjentow leczonych
z powodu nowotworéw hematologicznych sa czesto nieskuteczne, co potwierdzily
rowniez wyniki uzyskane w badanej grupie: u 16% pacjentow immunizowanych
czynnie tHBsAg nie doszto do serokonwersiji, a tylko 35,5% chorych odpowiedziato
optymalnie wytwarzajac miano antyHBs>100 mUI/ml. U pozostalych os6b miano
przeciwcial utrzymywalto si¢ w nizszym zakresie. Aby zabezpieczy¢ biorcow, ktorzy
nie byli wcze$nej immunizowani lub u ktérych szczepienie nie bylo wystarczajaco

skuteczne, uzyto immunizacji biernej gammaglobuling antyHBs. Dzieki takiemu
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postepowaniu znaczna wickszo§¢ pacjentéw byla dobrze chroniona przed
kontaktem z wirusem HBV w dobie +100 po HCT, co potwierdzita analiza miana
przeciwcial antyHBs. Jednak w dobie +180 immunizacja bierna nie zabezpieczala
juz chorych. W tym okresie ochronne miano przeciwcial antyHBs pacjenci
zawdzigczali wezesniejszej immunizacji czynnej (p=0,025) lub szczepieniu dawcy
(p=0,000). Takze po roku od transplantacji wykrywano przeciwciala antyHBs
w szczegolnodcei u pacjentéw po HCT od immunizowanych dawcow, ktérzy przed
donacja wytworzyli przynajmniej niskie ochronne miano przeciwcial (p=0,000).

W sumie u 10 pacjentéw obserwowano zjawisko adoptywnego transferu
odpornosci przeciwko WZW B od dawcy, dzicki ktéremu chorzy przez dluzszy
okres po transplantacji chronieni byli na wypadek kontaktu z wirusem. Znaczenie
transferu odpornosci przeciwko WZW B wykazano w wielu badaniach, w tym takze
pojedyncze przyklady eliminacji nosicielstwa wirusa HBV u biorcy po HCT
od antyHBs(+) dawcy. Z doniesien literaturowych wnika, ze przeciwciata antyHBs
w mianie>10mUI/ml obserwowano przez oktres okoto 4 lat u 50% biorcéw
po przeszczepieniu od dawcow, ktorzy wyeliminowali wirusa HBV (antyHBs+,
antyHBc+) oraz przez okolo 25 miesiecy po HCT od dawcéw immunizowanych
czynnie przed donacja (138-142).

Uwaza sie, ze adoptywny transfer odpornosci ma roéwniez duze znaczenie
w odpowiedzi na reimmunizacj¢ po transplantacji. Brak wczesniejszego kontaktu
dawcy  zokreSlonym  patogenem/antygenem  szczepionki moze  prowadzié
do nastepowej nieobecnosci swoistych komorek odpowiedzialnych za odpowiedz
wtorng u biorcy. Woéwcezas nalezy ‘ha nowo nauczy¢ rozpoznawania danego
antygenu, oczywiscie pod warunkiem wytworzenia przez biorce po HCT komorek
naiwnych o okreslonej swoistosci, ktére odpowiedzialyby na podany antygen.
W przypadku immunizacji dawcy 1 przekazania komoérek pamieci biorcy teoretycznie
wystarczyloby ‘przypomnie¢ znany antygen’ w celu wywolania reakcji ukladu
immunologicznego zblizonej do odpowiedzi wtérnej, czego odzwierciedleniem
byloby szybkie wytworzenie ochronnego miana przeciwcial. Zalozenia te
potwierdzono w badanej grupie, poniewaz znamienna wickszo$¢ pacjentéw (90,9%),
ktoérzy bardzo dobrze odpowiedzieli na szczepienie przeciwko WZW B, otrzymato
przeszczep od dawcoéw immunizowanych rHBsAg przed donacja (p=0,018).
Wigkszos¢ pacjentow z tej grupy odpowiadala wzrostem miana przeciwcial antyHBs
do poziomu ochronnego juz po pierwszej dawce szczepionki, wigc odpowiedz ta

przypominala typ odpowiedzi wtérnej. Dodatkowo analizujac fakt serokonwersji
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po plerwszej dawce szczepionki, to znamiennie czg¢$ciej obserwowana ona byla
u pacjentow po przeszczepieniu od immunizowanych dawcow (p=0,022).

Ze wzgledu na mala liczebno$¢ grupy biorcow HCT, u ktérych mozliwe byto
wykazanie adoptywnego transferu odpornosci, do przedstawienia wplywu tego
zjawiska na efektywno$¢ immunizacji czynnej zastosowano metode statystycznag
Kaplana-Meiera. W analizie tej udowodniono wyzsze prawdopodobienstwo
optymalnej odpowiedzi na szczepienie rHBsAg po mniejszej liczbie dawek
szczepionki w grupie oséb, u ktérych doszlo do transferu odpornosci od dawcy
(p=0,014). Dla poréwnania nalezy doda¢, ze nie wykazano pozytywnego wplywu
szczepienia pacjentow przed transplantacja na wynik podzniejszej immunizacii
po HCT.

Wyniki dotyczace istotnego znaczenia adoptywnego transferu odpornosci
od dawcy w aspekcie odpowiedzi na szczepienie biorcy po HCT przeciwko
WZW B, ktére uzyskano w badanej grupie, zgodne sa z obserwacjami badaczy
z innych osrodkéw. Wykazano miedzy innymi wplyw immunizacji dawcy
na efektywniejsza odpowiedZ na szczepionke przeciwko blonicy i tezcowi (100),
polio (100), Haemophilus influenzae (98;100), Streptococcus pneumoniae (99)

u pacjentow po transplantacji komoérek hematopoetycznych.

5.2.2 Propozycja nowego kalendarza szczepien ochronnych po HCT

Doswiadczenie praktyczne, dane z innych osrodkéw transplantacyjnych oraz
wyniki immunizacji u pacjentéw zakwalifikowanych do programu szczepien
w gdanskim osrodku posluzyly do opracowania zmodyfikowanego kalendarza
szczepien, dostosowanego zaréwno do statusu immunologicznego pacjenta, jak
1 do organizacji wizyt w Poradni dla Chorych po Przeszczepie Szpiku.

Podstawowe warunki wlaczenia pacjenta po HCT do programu szczepien
ochronnych nie zmienily si¢ w znaczacym stopniu. Immunizacj¢ czynng nalezy
rozpoczaé 4-6 tygodni po zakonczeniu leczenia immunosupresyjnego przy braku

objawéw infekcji  (obowiazujqa  generalne zasady prowadzenia  szczepien
ochronnych). Uwzgledniajac fakt, ze wigkszo$¢ pacjentéw bez cech cGvHD ma
ostatecznie odstawiane leczenie immunosupresyjne w dobie +180 (6 miesigcy
po HCT), wiaczenie ich do programu szczepien mozliwe jest okolo 7 miesiaca
po przeszczepieniu. Podczas wizyty poprzedzajacej rozpoczecie —szczepien

konieczna jest ocena stopnia zabezpieczenia chorego przeciwko WZW B
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(oznaczenie miana antyHBs), aby w zaleznosci od potrzeby podania rHBsAg
zindywidualizowa¢ plan szczepien. Dodatkowo nalezy oszacowaé, czy pacjent
osiagnal stopien rekonstytucji limfocytow T zwickszajacy prawdopodobienstwo
skutecznej immunizacji (lo§¢ bezwzgledna limfocytow CD3CD4>0,2G/1 oraz
CD4CD45RA+RO->0,03G/1). Wartos¢ kliniczng tych parametréw potwierdzono
na podstawie wynikow szczepienia rHBsAg w badanej grupie. W przypadku
pacjentéw, u ktérych stwierdza si¢ niewystarczajaca ilo$¢ komoérek CD3+CD4+
1 CD4CD45RA+RO-, zaleca si¢ odroczenie programu szczepienn ipowtorzenie

immunofenotypizacji po 2-3 miesiacach.

Ponizej przedstawiono szczegélowe zalecenia dotyczace realizowania
kalendarza szczepien z uzasadnieniem modyfikacji. Propozycje nowego formularza
‘kalendarz szczepien ochronnych’ przedstawiono w tabeli (Tabela 15).

Tolerancja szczepien ochronnych byta bardzo dobra, a jednoczesne podawanie
trzech szczepionek w odrebne czeSci ciala uznano za bezpieczne, poniewaz
za wyjatkiem niewielkich odczynéw miejscowych nie zaobserwowano zadnych
dzialan niepozadanych. W zwiazku z tym szczepionke przeciwko tezcowi i blonicy
(Td), polio (IPV) oraz rHBsAg (WZW B) mozna podawaé¢ w tym samym czasie
w trzy odlegle czedci ciala, a odstepy miedzy kolejnymi dawkami tej samej
szczepionki powinny wynosi¢ okoto 4 - 6 tygodni (planowo podanie przypada na 7,
819/10 miesiagc po HCT).

Szczepienie przeciwko grypie wykonuje sie kazdego roku (w okresie
jesiennym) poczawszy od 6 miesiaca po przeszczepieniu, takze u 0sob
z bezposredniego  otoczenia chorego, aby wuchroni¢ go przed wtérnymi
powiklaniami bakteryjnymi (143).

Immunizacja czynna przeciwko Haemophilus influenzae typu b (Hib) budzi
pewne kontrowersje. Ze wzgledu na zagrozenie zwiazane z zakazeniem tq bakterig
1 dobra immunogennos$¢ szczepionki skoniugowanej, wedlug niektérych autorow
oraz EBMT nalezy podja¢ probe pierwszej immunizacji juz po 4 miesiacach
od HCT (113;144;145). W wigkszo$¢ osrodkow pierwsza dawke szczepionki Hib
(Hib I) podaje si¢ po 6 miesiacach od transplantacji. Kolejna dawke Hib w celu
zwickszenia immunogennodci zaleca si¢ podawac tacznie z pierwsza dawka Pneumo
w odlegte czgsci ciata (143).

Szczepienie przeciwko Streptococcus pneumoniae (Pneumo) powinno si¢

wykona¢ 12 i 24 miesiace po HCT. Przy dostgpnosci 7-walentnej szczepionki
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koniugowanej (Pneumo7), ktéra uwaza si¢ za bardziej immunogenna, optymalnie
byloby podac ja jako pierwsza dawke, a druga dawke 23-walentna (Pneumo?23), aby
poszerzy¢ spektrum antygenow (140).

W przypadku immunizacji tHBsAg (WZW B) odsetek zdrowych oséb, ktorzy
nie odpowiadaja na podstawowy cykl immunizacji szacuje si¢ na okolo 1-10%
(134;147;148). W badaniu Jaffe iwsp (115) po 3 dawkach szczepienia rHBsAg
serokonwersje zaobserwowano u 64% pacjentéw po HCT i1wykazano negatywny
wplyw wieku >18 lat oraz przebytej GvHD na odpowiedZ poszczepienna.
W badanej grupie pacjentow z gdanskiego osrodka uzyskano wyzszy odsetek
odpowiedzi na 3 dawki rHBsAg: w sumie do grupy DO 1 BDO zaliczono 30 z 42
immunizowanych pacjentow (71,4%). W analizie Jaffe 1 wsp. nie okreslono wielkosci
stosowanej dawki rHBsAg, a szczepionke podawano wedlug cyklu 0-1-6, podczas
gdy w gdanskim osrodku transplantacyjnym stosowano u znacznej wigkszosci
pacjentow podwojne dawki rHBsAg (40pg) w cyklu 0-1-(2). W zaleznosci
od poszczepiennego miana antyHBs pozostali pacjenci otrzymywali dodatkowe
dawki szczepionki iostatecznie u  wszystkich uzyskano serokonwersje,
co potwierdza doniesienia literaturowe, ze cze$¢ osob stabo odpowiadajacych
na immunizacj¢ dobrze reaguje na kolejne proby podania tHBsAg (149).

Podobnie jak analiza Jaffe iwsp., réwniez wyniki immunizacji pacjentow
w gdanskim osrodku potwierdzily negatywny wplyw cigzkiej postaci GvHD
na odpowiedZ poszczepienng. W zwiazku z tym osoby bez ochrony przeciwko
WZW B lub z niskim ochronnym mianem, u ktoérych przewiduje si¢ staba reakcje
na antygen szczepionki z powodu ci¢zkiej postaci GvHD w wywiadzie, nalezy
immunizowa¢ podwojna dawka rHBsAg (401g) do czasu uzyskania odpowiedzi
na szczepienie (antyHBs>100mUI/ml). Stezenie przeciwcial powinno si¢ u tych
chorych kontrolowaé przy kazdej wizycie w celu reimmunizacji przy obnizeniu si¢
ich miana ponizej ochronnego. U pacjentow bez cech cGvHD w wywiadzie
pierwsza dawka rHBsAg powinna by¢ podwoéjna, natomiast kolejne dawki mozna
uzalezni¢ od stopnia odpowiedzi na pierwsza dawke. W przypadku serokonwers;ji
po pierwszej dawce, szczegélnie jesli miano antyHBs przekroczy 100mUI/ml,
mozemy mie¢ do czynienia zodpowiedzia typu wtornego. Z doswiadczen
uzyskanych przy realizowania programu szczepien w gdanskim osrodku wynika,
zew tej sytuacji wystarczy podanie kolejnej dawki pojedynczej izawieszenie

dalszego immunizowania tHBsAg do czasu obnizenia si¢ miana<100mUI/ml.
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W kalendarzu
przypominajacych: dla IPV i Td podanie przypada 12 miesi¢cy po ostatniej dawce,
dla WZW B reimmunizacje¢ zaleca sig, jesli miano antyHBs obnizy si¢ <100mUI/ml

(143).

obowiazuje

podawanie  dawek

Tabela 15 Kalendarz szczepien ochronnych dla pacjentow po HCT (projekt nowego

formularza)

'\gloEﬁ ICA_“IE: DATA PtiiigTZﬁA SZCZEPIENIE
4 (6) Hib (1)
od 6 GRYPA
WZW B (0)
7 Td + IPV (I)
WZW B (1)
8 Td + IPV (Il)
(WZWB) (2)
910 Td + IPV (Ill)
12 Pneumo 7 (1) + Hib (1I)
13 (WZW B) (6)
19 (WZW B) (12)
24 Pneumo 23 (1)
1 rok Td + IPV
po lll dawce dawki przypominajace
co roku GRYPA
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6 WNIOSKI

la Obnizona liczba bezwzgledna neutrocytow i limfocytéw normalizuje sig
do doby+180, podczas gdy zaburzenia w obrebie gammaglobulin (hipo- lub
hipergammaglobulinemia oraz niskie stezenie IgA) moga si¢ utrzymywac 3 lata
po HCT.

1b W obrebie limfocytow B u pacjentéw zaréwno w okresie wezesnym, jak
1péznym po transplantacji wyrazna jest dominacja komoérek o naiwnym
immunofenotypie (CD19+CD27-) z ekspresja receptora immunoglobulinowego

IgD i/lub IgM.

lc W populacji limfocytéow T metoda cytometrii przeplywowej wykazano
opdzniong regeneracj¢ komoérek CD3+CD4+ w stosunku do komorek
CD3+CD8+, czego efektem byt odwrécony stosunck CD4/CD8 utrzymujacy
si¢ u pacjentéw >24 miesiccy po HCT. W obrebie limfocytow CD4 pacjentéw
z grupy wczesnej i poznej dominowala subpopulacja komoérek pamieci
immunologicznej (CD45RA-RO+) nad komoérkami naiwnymi (CD45RA+RO-),
czego nie stwierdzono w obrebie limfocytow CDS8. Potwierdzaloby to

grasiczozalezny tor powstawania naiwnych komoérek CD4 1 pozagrasiczy

naiwnych komoérek CD8.

1d W obrebie limfocytéw CD4 i CD8 charakterystyczny byl wysoki odsetek
komoérek wykazujacych ekspresje cytokin z profilu Thl (IL2, IFNY)
w poréwnaniu do cytokin Th2 (IL4, IL5, IL10) po stymulacji niespecyficzne;j
za pomocg estrow forbolu 1 jonomycyny w obecnosci brefeldyny.
Zaobserwowany znamiennie wyzszy odsetek limfocytéw ~CDS8+INFy+
u pacjentow w okresie <24 miesigcy w poréwnaniu do okresu pdznego
po przeszczepieniu moze §wiadczy¢ o silniejszej aktywno$ci mechanizméw

odpornosci komoérkowej w okresie wezesnym po HCT.
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2a  Osiagniccie przez pacjenta odpowiedniego stopnia rekonstytucii
limfocytow T (CD4+>0,2G/1 oraz CD4+CD45RA+RO->0,03G/1) zwigksza

szans¢ na optymalng odpowiedZ na immunizacj¢ czynna.

2b Wykazane réznice w ekspresji poszczegdlnych cytokin profilu Th1/Th2
po HCT wuzyskane po stymulacji niespecyficznej nie wplywaja bezposrednio

na stopient odpowiedzi na immunizacje specyficznym antygenem.

2¢ Cigzka posta¢ cGvHD jest czynnikiem potencjalnie obnizajacym efektywnosé
immunizacji czynnej. Planujac program szczepien u pacjenta po HCT nalezy
to uwzgledni¢ w wyborze optymalnego momentu na rozpoczecie programu
i stosowa¢ podwojne dawki rHBsAg do czasu uzyskania ochronnego miana
przeciwcial antyHBs oraz monitorowa¢ miano w celu reimmunizaciji.

2d  Korzystny wplyw immunizacji dawcy przed donacja zaréwno
na utrzymywanie si¢  ochronnych  przeciwcial u biorcy w  okresie
po transplantacji, jak i efektywniejsza odpowiedZ na szczepienie biorcy po HCT

zacheca do rutynowego szczepienia dawcow szpiku.
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7 STRESZCZENIE

Rozwdj wiedzy idoswiadczenia zwiazanego z procedura przeszczepienia
allogenicznego komoérek hematopoetycznych dal  szanse wielu pacjentom
ze schorzeniami hematologicznymi na dlugotrwale przezycie wolne od choroby.
Jednym z probleméw dotyczacych opieki w okresie po transplantacji pozostaja
w dalszym ciagu powiklania infekcyjne, ktérych podlozem sa zaburzenia
rekonstytucji immunologicznej. Dodatkowo po HCT zanika nabyta przez pacjenta
odpornos¢ poszczepienna i zwicksza sie ryzyko zakazen bakteriami otoczkowymi.
W wielu o$rodkach transplantacyjnych wprowadzono programy szczepien
ochronnych obejmujace powszechne patogeny wirusowe i bakteryjne. W trakcie
ich realizacji stwierdzono obnizong reakcje w poréwnaniu z populacja ludzi
zdrowych. Uwaza si¢, ze odpowiedzialne za to moga by¢ niedobory w zakresie
odporno$ci humoralnej i komérkowej oraz mechanizméw regulujacych odpowiedz
immunologiczna.

Metoda  cytometrii  przeplywowej  umozliwia  dokladng =~ oceng
immunofenotypows subpopulacji limfocytow oraz wewnatrzcytoplazmatycznej
ckspresji cytokin Th1/Th2 po stymulacji limfocytéw ‘in vitro’ w obecnosci PMA,
jonomycyny i brefeldyny. Z uzyciem tej techniki u 49 pacjentow po HCT
zakwalifikowanych ~ do  szczepien  ochronnych  oceniono  subpopulacje
limfocytéw B1iT, ktére poréwnano miedzy grupa wcezesna (6 miesiecy —
24 miesiace) oraz grupa pézna (>24 miesiecy po transplantacii).

We krwi obwodowej obu grup wykazano dominacje¢ limfocytéw B naiwnych
(CD19+CD27-)  zreceptorami IgD i/lub IgM nad komoérkami —pamieci
immunologicznej (CD19+CD27+). W obrebie limfocytéw T wyrazna byla
opdzniona regeneracja komoérek CD3+CD4+ w stosunku do komorek
CD3+CD8+, a w efekcie odwrocony stosunck CD4/CD8, znamiennie nizszy
u pacjentow w okresie wczesnym (p=0,008) iutrzymujacy si¢ nadal u biorcow
>24 miesigcy po HCT. W obrebie limfocytéw CD4 u pacjentéw z grupy wcezesnej
1poznej dominowala  subpopulacja komoérek  pamigci  immunologicznej
(CD45RA-RO+) nad komorkami naiwnymi (CD45RA+RO-), czego nie
stwierdzono w obrebie limfocytow CD8. Potwierdzaloby to zalezny od grasicy tor
rekonsytucji dziewiczych komoérek CD4 przy pozagrasiczym — powstawaniu

naiwnych komoérek CD8.
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W kolejnym etapie czeSci badawczej wykazano wysoki odsetek komorek
wykazujacych ekspresje cytokin z profilu Th1 (IL2, IFNY) w poréwnaniu do cytokin
Th2 (IL4, IL5, IL10) po stymulacji niespecyficznej w obrebie limfocytow CD4
1 CD8 u pacjentéw obu grup. Charakterystyczny byl réwniez znamiennie wyzszy
odsetek limfocytéw CD8+INFY+ u biorcow HCT <24 miesiecy po przeszczepieniu
w poréownaniu do grupy pdznej, co mogloby $wiadczy¢ o silniejszej aktywnosci
mechanizméw odpornosci komoérkowej w okresie wezesnym po transplantacii.

U wszystkich pacjentéw program immunizacji przeprowadzono bez powiklan,
zgodnie z protokolem. Monitorowano miano przeciwcial antyHBs po szczepieniu
rHBsAg, uzyskujac u wszystkich chorych serokonwersje. Poréwnanie zréznicowane;j
odpowiedzi na szczepienie rHBsAg z parametrami rekonstytucji immunologicznej
oraz uwarunkowaniami zaleznych od dawcy i biorcy pozwolito na ustalenie
czynnikéw wplywajacych na efektywnos$¢ immunizacii.

Wykazano, ze osiagnigcie przez pacjenta odpowiedniego stopnia rekonstytucji
limfocytow T (CD4+>0,2G/l, CD4+CD45RA+RO->0,03G/]) zwicksza szansg¢
na optymalna odpowiedz na immunizacje czynna. Nie potwierdzono, aby réznice
w ekspresji  poszczegdlnych cytokin  profilu  Th1/Th2 po HCT, uzyskane
po stymulacji niespecyficznej, wplywaly bezposrednio na stopien odpowiedzi
na immunizacje¢ specyficznym antygenem. Udowodniono natomiast, ze ci¢zka
posta¢ cGvHD jest czynnikiem potencjalnie obnizajacym efektywnos$¢ immunizacji
czynnej. W zwigzku z tym, planujac program szczepien po HCT nalezy uwzglednié
cGvHD w wyborze optymalnego momentu na rozpoczgcie programu, stosowac
podwojne dawki rHBsAg (40lg) do czasu uzyskania ochronnego miana przeciwcial
antyHBs oraz monitorowa¢ miano w celu reimmunizacji. Kolejnym istotnym
klinicznie wynikiem bylo wykazanie korzystnego wplyw immunizacji dawcy
zarbwno na utrzymywanie si¢ ochronnych przeciwcial u biorcy w okresie
potransplantacyjnym (p=0,000), jak iefektywniejsza odpowiedZ na pdzniejsze
szczepienie biorcy HCT (p=0,018). Zachecaloby to do rutynowego szczepienia
dawcow szpiku przed pobraniem komoérek hematopoetycznych.

Whioski z czgdci  doswiadczalnej iKklinicznej postuzyly do optymalizaciji

stosowanego kalendarza szczepient ochronnych dla pacjentéw po HCT.
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8 SUMMARY

The procedure of allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT), due to
developing knowledge and experience, gave many patients the opportunity
for prolonged  disease  free survival. ~Among the complex problems
in posttranplantation care, infectious complications due to dysfunctional immune
system still remain an important issue. Moreover, following HCT a gradual loss of
specific post vaccination immunity and an increased risk of infections with capsular
bacteria is observed. Realization of different vaccination protocols targeting
common bacteria and viruses that were introduced in other transplant centres,
revealed a poor response rate comparing to healthy people. It is suggested that
various deficiencies in humoral and cellular immunity, as well as altered mechanisms

regulating immune responses might be responsible.

Flow cytometry is an accurate method to assess lymphocyte subtypes and
intracytoplasmic Th1/Th2 cytokine expression following in vitro activation with
PMA and ionomycin in the presence of brefeldin. With this technique lymphocytes
B and T of 49 patients qualified to active immunization after transplantation were
immunophenotyped and lymphocyte subtypes were compared between the early
group (6 -24 months after HCT) and the late group (>24 months after HCT).

Naive B lymphocytes (CD19+CD27-) with IgD and/or IgM receptors
occurred to be dominant comparing to memory B cells (CD19+CD27+) in
peripheral blood equally in both groups. Between lymphocytes T, delayed
reconstitution of CD3+CD4+ cells in relation to CD3+CD8+ was a predominant
feature leading to the inverse CD4/CD8 ratio. Inverse CD4/CD8 ratio was still
present in patients >24 months after HCT but was significantly lower in patients
from the early group (p=0,008). In the early and late group CD4 memory cells
(CD45RA-RO++) were more numerous than CD4 naive cells (CD45RA+RO-). This
difference was not found among CD8 lymphocytes and it could confirm a thymus-
dependant pathway of CD4 naive lymphocyte reconstitution and extrathymic CD8
naive cells generation.

In the next step of research the high frequency of Thl cytokine (IL2, IFNY)
producing cells comparing to Th2 (IL4, IL5, IL10) after non-specific stimulation
was revealed among CD4 and CDS8 lymphocytes in both groups of patients.
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Characteristic higher level of CD8+INFY+ lymphocytes in the patients <24 months
after HCT than in the late group might suggest predominant activation of cellular
immune mechanisms in the early posttransplantation period.

Active immunization of HCT recipients was realized without complications
according to the prepared protocol. Titre of antiHBs antibodies after vaccination
with rHBsAg was monitored and seroconversion was achieved in the whole group.
Comparison of varied responses to vaccination with rtHBsAg to the parameters of
immune reconstitution as well as donor- and recipient-dependant conditions
enabled to complete factors affecting the efficacy of immunization.

It is essential to achieve the certain level of T lymphocyte reconstitution
(CD4+>0,2G/1, CD4+CD45RA+RO->0,03G/]) to increase the probability of
optimal immune response to vaccination. Cytokine Th1/Th2 profile of lymphocytes
assessed after non-specific stimulation seemed to have no direct influence on the
grade of response to immunization with the specific antigen. It was proved that
severe cGvHD is the factor weakening efficacy of the active immunization.
Therefore, it should be taken into consideration to choose the right moment of
immunization and to use the double dose of rHBsAg (40ug) until the protective
level of antiHBs antibodies is achieved, as well as to monitor the antiHBs titre as
reimmunization might be necessary. Since the positive influence of donor’s
immunization on maintenance of protective antibodies in patients after HCT
(p=0,006) and on efficacy of recipient response to vaccination (p=0,018) were
evident, routine donors’ vaccination prior haematopoietic cell harvest would be
strongly recommended.

Conclusions from the experimental and clinical part of research served to

optimise the vaccination schedule for HCT recipients.
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