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WYKAZ SKROTOW

aGVvHD — acute graft versus host disease (ostra choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi)

ALL - acute lymphoblastic leukemia (ostra biataczka limfoblastyczna)
allo-HSCT - allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allogeniczne
przeszczepienie hematopoetycznych komérek macierzystych)

AML - acute myeloid leukemia (ostra biataczka szpikowa)

ATG - anti-human T-lymphocyte globulin (globulina antytymocytarna)

cGVHD - chronic graft versus host disease (przewlekta choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi)

CML - chronic myeloid leukemia (przewlekta biataczka szpikowa)

CMV — cytomegalovirus (wirus cytomegalii)

EFS - event-free survival (czas przezycia wolnego od zdarzen)

GvVHD - graft versus host disease (choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi)
GvL — graft versus leukemia (przeszczep przeciwko biataczce)

HLA — human leukocyte antigens (ludzkie antygeny leukocytarne)

IR - immune reconstitution (odnowa immunologiczna)

ITIM - immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (immunoreceptorowy motyw
hamujacy oparty o tyrozyne)

KIR — killer immunoglobulin-like receptors (immunoglobulinopodobne receptory
komorek cytotoksycznych)

NCR - natural cytotoxicity receptors (immunoglobulinowe receptory naturalnej
cytotoksycznosci)

NK cells - natural killer cells (komorki NK)

OS - overall survival (czas catkowitego przezycia)

PCR - polymerase chain reaction (reakcja tancuchowa polimerazy)

STR - short tandem repeats (krétkich tandemowe powtérzenia)

TRM - transplant-related mortality (zgon zwigzany z transplantacjg)

VNTR - variable number of tandem repeats (zmienna liczba tandemowych
powtorzen)
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| WSTEP

1. Przeszczepienie hematopoetycznych komoérek macierzystych jako
metoda leczenia

Allogeniczne przeszczepienie hematopoetycznych komorek macierzystych
(allo-HSCT — allogeneic hematopoietic stem cell transplantation) jest obecnie rutynowg
metodg leczenia wielu choréb nowotworowych i nienowotworowych. Procedura ta
polega na infuzji macierzystych komdérek hematopoetycznych po uprzednim
przygotowaniu pacjenta za pomocg kondycjonowania opartego na chemioterapii i/lub
radioterapiil. U pacjentéw poddawanych procedurze przeszczepienia szpiku kostnego
autologiczna hematopoeza jest eliminowana przed przeszczepieniem poprzez
przygotowanie mieloablacyjne (chemioterapia i/lub radioterapia), a takze poprzez
zjawiska immunologiczne, ktdre majg miejsce po wszczepieniu howego Szpiku.

Wiekszos¢ wskazan do przeszczepienia u dzieci stanowig choroby rozrostowe
szpiku kostnego, rzadziej przeszczepienie znajduje zastosowanie w przypadku
nowotworéw niehematologicznych czy chordb nienowotworowych, jak np. wrodzone
niedobory odpornosci, ciezka anemia aplastyczna, wrodzone wady metabolizmu,
wrodzone nieprawidtowosci hematopoezy®2.

Istniejg rozne rodzaje allogenicznej transplantacji, np. ze wzgledu na stopien
pokrewienstwa dawcy i biorcy lub ze wzgledu na zrédto komoérek macierzystych.
Zrédlo komoérek macierzystych moze stanowi¢ aferezat z krwi obwodowej, krew
szpikowa i krew pepowinowa. Afereza krwi obwodowej jest obecnie najpopularniejszg
metodg uzyskania materiatu przeszczepowego?s.

Juz w 2015 roku fgczna liczba przeszczepien przekroczyta ponad 1 milion,
a obecnie wykonuje sie transplantacje u 50 do 100 tys. pacjentéw rocznie*.
Przeszczep szpiku kostnego wcigz pozostaje metodg zwigzang z wysokg liczbg
powiktan, niekiedy skutkujgcych smiertelnoscig zwigzang z toksycznoscig terapii.
Ponadto w przypadku choréb nowotworowych istotny problem stanowig nawroty

choroby podstawowej po przeszczepieniu®®.



2. Strategia doboru dawcy do transplantacji szpiku kostnego

Kwestia doboru optymalnego dawcy szpiku stanowi od poczatku rozwoju
transplantologii kluczowe zagadnienie, ktore doprowadzito do odkrycia mechanizmow
lezgcych u podtoza prezentacji antygendw i rozpoznawania ich przez uktad
odpornosciowy, a w nastepstwie umozliwito dostep do terapii dla wiekszosci
potrzebujgcych pacjentow. Na podstawie obecnego stanu wiedzy najwazniejszym
kryterium decydujgcym o doborze pary dawca-biorca przy przeszczepieniu szpiku
kostnego jest zgodnosc¢ w uktadzie HLA (HLA — human leukocyte antigens) klasy 1 i II.
Najlepszy dawca szpiku powinien wykazywac sie maksymalng zgodnoscig w zakresie
alleli kodujgcych antygeny HLA-A, -B, -C, -DR- i -DQ. Stan zgodnosci we wszystkich
allelach tego uktadu jest okreslany jako zgodno$¢ 10/10. Dodatkowo na powodzenie
transplantacji majg wptyw takze inne czynniki zalezne od dawcy, jak np.:

- stopien pokrewienstwa z biorcg, odpowiadajgcy za wielkos¢ wspolnej puli
genow,

- podobienstwo w zakresie repertuaru mniejszych antygenéw zgodnosci
tkankowej i innych biatek i ich wptywu na aktywacje uktadu odpornosciowego,

- pte¢, w tym niezgodnosc¢ ptci miedzy dawcg i biorca,

- wiek,

- status serologiczny zwigzany z przebyciem infekcji cytomegalowirusowej
(CMV — cytomegalovirus)’.

Ryzyko ciezkich powiktan poprzeszczepowych jest minimalizowane poprzez
odpowiedni dobd6r dawcy w uktadzie zgodnosci tkankowej oraz unikanie doboru dawcy
z niekorzystnymi czynnikami&?®.

W przypadku pacjentéw nie posiadajgcych zgodnego dawcy spokrewnionego
i niespokrewnionego mozliwe jest przeszczepienie od dawcéw czesciowo zgodnych
w HLA lub haploidentycznych (niezgodnych w jednym haplotypie). Przeszczepy te
obarczone sg duzo wiekszym odsetkiem powiktan, w tym ryzykiem odrzucenia
i choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD - graft versus host disease).
Czestos¢ przeszczepien od dawcoéw czesciowo zgodnych ro$nie wraz ze wzrostem
zachorowan na choroby nowotworowe. Dla czesci pacjentow przeszczepienie
haploidentyczne jest jedyng szansg na wyleczenie choroby zasadniczej'°.

Istniejg przestanki i doswiadczenie kliniczne, ktore pokazuja, ze wykorzystanie

czesciowo zgodnych w HLA dawcow jest mozliwe i niekiedy nawet zwieksza szanse
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powodzenia transplantacji. Nalezy wspomnieC, ze po uwzglednieniu powszechnie
uznawanych czynnikbw odpowiadajgcych za dobdr dawcy, wiele mechanizméw
odpowiadajgcych za reaktywnos¢ ukiadu odpornosciowego nie jest branych pod

uwage przy poszukiwaniu optymalnego dawcy szpiku.

3. Zagadnienie alloreaktywnosci po przeszczepieniu szpiku

Zdolnos¢ do rozpoznawania i eliminowania komérek pacjenta przez
przeszczepiony szpik mozna okresli¢ mianem alloreaktywnosci, ktérg rozumiemy jako
interakcje pomiedzy antygenami HLA a przeciwciatami lub komorkami efektorowymi
dawcy, co moze skutkowac zniszczeniem komorek i tkanek, a w konsekwencji chorobg
przeszczep  przeciwko gospodarzowill.  Mechanizmy odpowiadajace za
alloreaktywnosc sg tylko czesciowo poznane. W zjawisku alloreaktywnosci biorg udziat
przede wszystkim limfocyty T i komorki NK, ale takze przeciwciata. Po przeszczepie
szpiku allogeniczne limfocyty T i komorki NK pacjenta stanowigce nowy uktad
odpornosciowy rozpoznajg autologiczne komorki gospodarza jako obce i dlatego
zyskujg miano alloreaktywnych limfocytow T i alloreaktywnych komorek NK. Skutkiem
alloreaktywnosci jest w przypadku limfocytéw T atak na komérki réznych tkanek
gospodarza, co moze skutkowa¢ chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi,
a w przypadku komorek NK moze to by¢ eliminacja komorek hematopoetycznych,
dzieki czemu moze dojs¢ do eliminacji przetrwatych komérek autologicznych, co jest
potencjalnie korzystne jako mechanizm przeciwdziatajgcy nawrotowi choroby

podstawowej bedgcej wskazaniem do przeszczepienia szpikul?3,

4. Odnowaimmunologiczna po przeszczepieniu szpiku

Odnowa immunologiczna (IR - immune reconstitution) po przeszczepieniu
szpiku kostnego ma decydujgce znaczenie w powodzeniu procedury przeszczepowe;.
Leukocyty, a szczegdlnie limfocyty odgrywajg kluczowg role w ochronie
przeciwinfekcyjnej, a takze w eliminacji autologicznego szpiku kostnego i komorek
nowotworowych w organizmie pacjenta'4*>, Udowodniono, ze liczba biatych krwinek
wptywa na przezywalnos¢ pacjentéw szczegdlnie w ciggu 3 pierwszych miesiecy od
przeszczepu. Pacjenci, ktorzy w ciggu 3 miesiecy od przeszczepu nie uzyskajg petnej
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odbudowy leukocytarnej majg wyzsze ryzyko zgonu z powodu ciezkich zakazen
grzybiczych, wirusowych i bakteryjnych. Komaérki odpornosciowe odpowiadajg takze
za powodzenie transplantacji poprzez eliminacje komoérek nowotworowych, ktére
przetrwaty kondycjonowanie!415, Opdzniong odnowe leukocytarng stwierdza sie
czedciej po przeszczepach od dawcéw czesciowo zgodnych, a takze po
przeszczepieniach, w ktorych uzyto niskiej liczby komorek macierzystych CD34+.
Czynnikami wptywajgcymi spowalniajgco na odbudowe uktadu biatokrwinkowego jest
takze uzycie krwi szpikowej jako zrodta komorek CD34+, atakze zastosowanie
globuliny antytymocytarnej (ATG - anti-human T-lymphocyte globulin) w ramach
profilaktyki GvHD!6. W procesie rekonstytucji immunologicznej jako pierwsze
pojawiajg sie komorki NK, monocyty i granulocyty, nastepnie odnawiajg sie limfocyty
T, a w ostatniej kolejnosci limfocyty B. Poniewaz limfocyty petnig gtdwna role w obronie
przeciwwirusowej, a takze w zapobieganiu wystgpienia nawrotu choroby
nowotworowej, czy tez wystgpienia drugiego nowotworu, ich odnowa po allo-HSCT
jest kluczowa dla powodzenia procedury!’. Oznaczanie liczby poszczegdinych
subpopulacji limfocytow we wczesnym okresie poprzeszczepowym jest standardowg
procedurg diagnostyczng i moze by¢ traktowane jako czynnik prognostyczny dla

ciezkich infekcji oportunistycznych oraz dla nawrotu nowotworu po przeszczepie®>*2,

5. Komoérki NK

Naturalne komoérki cytotoksyczne (NK cells - natural killer cells) nalezg do
uktadu immunologicznego cziowieka - stanowig czes¢ wrodzonej, nieswoistej
odpowiedzi odpornosciowej'®. Komoérki NK rozpoznajg ludzkie antygeny HLA klasy |
(HLA A, B i C), ktore ulegajg ekspresji na powierzchni wszystkich komorek ciata. W ten
sposob komodrki NK odrdzniajg wtasne prawidtowe komérki od komorek zakazonych
wirusem lub komorek nowotworowych. Komorki zakazone wirusem lub komorki
nowotworowe obnizajg ekspresje antygenéw HLA | na swojej powierzchni w celu
unikniecia rozpoznania i zniszczenia ze strony ukladu immunologicznego. Brak
ekspresji antygendw zgodnosci tkankowej klasy | na powierzchni komorki aktywuje
komorki NK do funkcji cytotoksycznej, co powoduje lize zakazonej lub nowotworowe;j

komorki?9,
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Komorki NK majg zdolnos¢ rozpoznawania antygenow HLA klasy | na
powierzchni komoérek przez rézne receptory?l. Do receptorow komérek NK nalezg
m.in.: immunoglobulinowe receptory naturalnej cytotoksycznosci (NCR - natural
cytotoxicity receptors), immunoglobulinopodobne receptory komorek cytotoksycznych
(KIR — killer immunoglobulin-like receptors), receptory lektynowe typu C i inne?223,
Obecnie szeroko badanym, uzupetniajgcym kryterium doboru dawcy staje sie
oznaczanie ekspresji receptorow KIR. W ostatnich latach w transplantologii
postawiono hipoteze, ze lepsze wyniki przeszczepiania szpiku mozna uzyskaé przy
korzystniejszych uktadach receptorow KIR wystepujgcych u dawcow szpiku, co
zwrocito uwage na skomplikowane mechanizmy biologiczne zwigzane z funkcjg tych

receptoréw.

6. Budowa i funkcja immunoglobulinopodobnych receptorow komérek
cytotoksycznych

Immunoglobulinopodobne receptory komoérek cytotoksycznych sg receptorami
zlokalizowanymi na powierzchni naturalnych komorek cytotoksycznych (komoérek NK).
Ich budowa molekularna wyglgda nastepujgco:

- w strefie zewnatrzkomérkowej posiadajg dwie (KIR2D) lub trzy (KIR3D)
globularne domeny biatkowe (immunoglobulinopodobne) odpowiedzialne za wigzanie
ligandu,

- region przezbtonowy,

- odcinek cytoplazmatyczny (dtugi — L long lub krétki — S short).

Budowe immunoglobulinopodobnych  receptorow komorek  cytotoksycznych

przedstawiono na Rycinie 1.
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biatkowe biatkowe
dtugi odcinek krotki odcinek
cytoplazmatyczny cytoplazmatyczny

Rycina 1. Budowa immunoglobulinopodobnych receptoréow komérek cytotoksycznych

Sposob nazewnictwa receptoréw KIR przedstawiono na Rycinie 2. Pierwsza
cze$¢ nazwy (np. 2D) okresla liczbe domen immunoglobulinopodonych, nastepny
czton (L lub S) zalezy od dtugosci odcinka cytoplazmatycznego i informuje o funkciji
aktywujgcej lub inhibujgcej, ostatnia cyfra (np. 1) nadana jest receptorowi zgodnie

z kolejnoscig odkrycia.

- T T T

nazwa liczba domen rodzaj odcinka numer nadawany

receptora Iimmunocglebulinopodobnych cytoplazmatycznego zgodnie z kolejnoscia
(dwie lub trzy) (dtugi lub krotki) odkrycia receptora

Rycina 2. Sposoéb nazewnictwa immunoglobulinopodobnych receptoréw komoérek

cytotoksycznych

Ligandami dla receptorow KIR sg czgsteczki gtdwnego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy | (HLA-A, HLA-B, HLA-C), przy czym rozne KIR wigzg sie tylko
z okreslonymi podtypami antygenéw HLA. Powinowactwo poszczegdlnych receptoréw

do okreslonych ligandéw przedstawiono w Tabeli 1.
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Komorki NK po zwigzaniu sie receptora KIR z ligandem HLA na komorce
docelowej otrzymujg sygnat aktywujgcy jes$li receptor KIR posiada krétki region
cytoplazmatyczny (DS) pozbawiony 2 domen biatkowych ITIM (ITIM - immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif) o wtasciwosciach hamujgcych, ktére natomiast
wystepujg w receptorach DL?4,

Czasteczki KIR wykazujg rézng swoistos¢ wobec ligandéw HLA. Ponadto,
wigzanie tych samych ligandow przez rézne receptory KIR moze wywotywacé

przeciwny efekt w komérce NK (hamujagcy lub aktywujgcy)?®.

Tabela 1. Specyficzno$é receptorow KIR wobec ligandéw (na podstawie?®)

Receptor KIR Ligand
2DL2 HLA-C grupa 1
2DL3 Cc*01
2DS2 C*03
C*07
C*08
2DL1 HLA-C grupa 2
2DS1 C*02
C*04
C*05
C*06
3DL1 HLA-B Bw4
3DS1 B*08 B*52
B*13 B*53
B*27 B*57
B*44 B*58
B*51
3DL2 HLA-A
A*03
A*11
2DL4 HLA-G
2DL5 nieznany
2DS3
2DS4
2DS5
3DL3

Geny kodujgce biatka KIR zlokalizowane sg na chromosomie 19 w regionie
19913.4. Wiekszos¢ gendw KIR jest kodowana przez kilka do kilkunastu alleli, co
warunkuje polimorfizm alleliczny. Obecnie znanych jest co najmniej 17 genow KIR. 9
sposrod znanych gendéw KIR koduje receptory hamujgce (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), 6 genéw
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koduje receptory aktywujgce (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5,
KIR3DS1) a dwa pozostate to pseudogeny KIR2DP1 i KIR3DP126:27,

Sktad gendw kodujgcych receptory KIR na obu kopiach chromosomu 19 moze
sie roznic¢ liczba i rodzajem receptoréw (hamujgce vs. aktywujgce). Zestaw genow KIR
na pojedynczym chromosomie tworzy haplotyp, a roznice w kombinacjach gendéw
odpowiadajg za polimorfizm haplotypowy.

Wyrézniono dwa haplotypy nazwane A i B, ktére réznig sie repertuarem genow
kodujgcych hamujgce i aktywujgce receptory KIR. Geny 2DL4, 3DP1, 3DL2 i 3DL3 sg
obecne w niemal wszystkich haplotypach. Haplotyp A zawiera nastepujgce geny:
2DL1, 2DL3, 2DS4, 3DL1, 3DL2, 3DL3, sposrdd ktorych tylko jeden (2DS4) pemni
funkcje pobudzajgcg, a pozostate hamujgcg. Natomiast haplotyp B sktada sie
z roznych kombinacji genow przejawiajgcych zdolnosci aktywujgce: 2DS1, 2DS2,
2DS3, 2DS4, 2DS5 i 3DS12526:2829 '\ zwigzku z polimorfizmem haplotypowym mozna
opisac¢ genotyp danej jednostki jako A/A (homozygota posiadajgca dwa haplotypy A)
lub B/x (genotyp o przynajmniej jednym haplotypie B). Ze wzgledu na polimorfizm
alleliczny i haplotypowy genow KIR geny te wystepujg u ludzi w réznych proporcjach
jesli chodzi o ich funkcje aktywujgca i hamujgca. Polimorfizm genow KIR wptywa na
odmienng osobniczo zdolnos¢ do odpowiedzi odpornosciowej i podatnos¢ na rézne
choroby kontrolowane przez komérki posiadajgce receptory KIR?8. Na Rycinie 3.
przedstawiono przyktadowy region chromosomu 19 kodujgcy geny dla receptorow
KIR.

HAPLOTYP A

— 3013 — 2013 l 2DL1 .— 2014 — 2DL1 — 3Ds4 — 3DL2 ————
HAPLOTYP B
- 3DL3 — 2D52 — 2DL2 F 2014 — 3D51 — 2DL5 — 2DS5 — 2DS1 — 3DL2

\ J | )
| |

CzESC CENTROMEROWA CZESC TELOMEROWA

Rycina 3. Klaster chromosomu 19 kodujacy geny dla receptoréw KIR (na podstawie®)
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Wpltyw receptoréw KIR na aktywnos¢ komoérek NK byt opisywany w wielu
sytuacjach klinicznych. Geny KIR majg wptyw na podatno$¢ na niektore zakazenia
wirusowe, wystepowanie pewnych choréb nowotworowych, zapadalnos¢ na choroby
autoimmunologiczne, np. reumatoidalne zapalenie stawdw, zapalenie naczyn,
tuszczyce, podtrzymanie prawidtowej cigzy i wystepowanie niektorych stanow

patologicznych w cigzy, majg réwniez istotne znaczenie w przeszczepach szpiku?®.

7. Rolaimmunoglobulinopodobnych receptorow komérek cytotoksycznych

w przeszczepieniach szpiku

Geny HLA i geny KIR sg dziedziczone i rozdzielane pomiedzy potomstwo
w sposob losowy i niezalezny od siebie, stgd zwykle para dawca-biorca dobrana jako
zgodna w ukfadzie HLA jest niezgodna w ukfadzie KIR-ligand KIR. Tylko 25%
zgodnego w HLA rodzenstwa jest rowniez zgodna w genach KIR, a w przypadku
dawcéw niespokrewnionych prawdopodobienstwo zgodnosci jest jeszcze mniejsze.
Sytuacja ta umozliwia wystgpienie czynnikow modyfikujgcych aktywnos¢ uktadu
odpornosciowego po wprowadzeniu go do organizmu biorcy i zacheca do poznania
roli komorek NK i receptoréow KIR w transplantacji szpiku?®3t. Wobec wzrastajgcej
popularnosci przeszczepieh szpiku od dawcow czesciowo zgodnych w HLA istnieje
potrzeba dogtebnej analizy mechanizméw regulujgcych odpowiedz immunologiczng
zaleznych i niezaleznych od HLA. Poznanie mechanizmdw zwigzanych z uktadem KIR
u dzieci, a takze roli komoérek NK w patogenezie niekorzystnych zdarzeh po
przeszczepie szpiku moze by¢ w przysztosci wykorzystane w opracowaniu lepszych
strategii postepowania w przypadku przeszczepien od dawcéw czesciowo zgodnych,
ktére obarczone sg wyzszym odsetkiem powiktans3?33,

W szczegolnosci alloreaktywnosé komorek NK podlega regulaciji przez ukfad
receptor KIR — ligand KIR34. Zbadanie interakcji receptor KIR — ligand wymaga
poznania wynikéw HLA oraz sktadu receptoréw KIR u dawcow. Genotypowanie KIR
umozliwia ustalenie wystepowania poszczegdélnych genéw KIR u dawcow, okreslenie
danego haplotypu (A/A lub B/x) oraz stanowi podstawe do badan kombinacji uktadu
KIR-ligand KIR35:36,

U pacjentdéw poddanych allogenicznemu przeszczepieniu szpiku kostnego

zaobserwowano korzystne efekty, jesli istniejg niezgodnosci pomiedzy genami KIR
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dawcy i biorcy. Brak ekspresji ligandu KIR na komorkach allogenicznych dla
hamujgcego receptora KIR pobudza alloreaktywnos$¢ komoérek NK37. W konsekwencji
wzrasta szansa przyjecia sie przeszczepu i wzmochienia efektu przeszczep przeciwko
biataczce (GvL — graft versus leukemia)?33,

Zjawisko GvL po przeszczepie szpiku jest indukowane w dwojaki sposéb: po
pierwsze komorki NK niszczg komorki nowotworowe, ktére utracity zdolnos¢ do
prezentacji HLA |, a po drugie komorki NK dawcy rozpoznajg te komorki biataczkowe,
ktore majg prawidtowg ekspresje antygenow HLA klasy |, ale byly niewidoczne dla
receptorow KIR komorek NK biorcy?®3940  Giebel i wspotpracownicy udowodnili
zwigzek niezgodnosci w genach KIR miedzy dawcg a biorcg z przezyciem po
przeszczepie. W grupie 130 pacjentow chorujgcych na nowotwory hematologiczne
przeszczepianych od dawcéw niespokrewnionych zaobserwowali znaczgco lepsze
odsetki przezycia w 4,5-letniej obserwacji (87% przy stwierdzeniu niezgodnosci, a 48%
przy braku niezgodnosci)*!. Zhou i wspotpracownicy z Chin przebadali 219 pacjentéw
- biorcéw przeszczepow od zgodnego w uktadzie HLA rodzenstwa. Po porownaniu
genotypow KIR u par dawca-biorca okazato sie, ze niezgodnosci w uktadzie receptor
KIR — ligand KIR odpowiadajg za znaczaco lepsze wyniki 5-letniego przezycia po
przeszczepie (87,3% przy stwierdzeniu niezgodno$ci versus 69,3% przy braku
niezgodnosci). Efekt ten zostat zaobserwowany u chorych na ostrg biataczke szpikowag
(AML — acute myeloid leukemia), natomiast nie udowodniono korzysci wynikajgce;
z niezgodno$ci u pacjentow chorujgcych na ostrg (ALL - acute lymphoblastic leukemia)
i przewlektg biataczke szpikowg (CML — chronic myeloid leukemia)°.

Dla alloreaktywnych komorek NK cel stanowig komorki hematopoetyczne, nie
atakujg one natomiast komérek innych tkanek gospodarza, w odréznieniu od
limfocytow T odpowiedzialnych za GvHD. Co za tym idzie, niezgodno$ci w uktadzie
KIR — ligand KIR nie wywotujg choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi, a wrecz
chronig przed nig. Ochrona ta wynika prawdopodobnie z faktu, ze alloreaktywne
komérki NK atakujg komorki prezentujgce antygen biorcy, co eliminuje prezentacje
antygenow biorcy limfocytom T dawcy?®42. Ruggeri i wspdtpracownicy dla
udowodnienia znaczenia niezgodnosci w uktadzie KIR — ligand KIR przeprowadzili na
modelu mysim eksperyment, w ktorym myszy poddane transplantacji szpiku z powodu
AML otrzymaty bardzo duzg dawke komorek NK nie wykazujgcych alloreaktywnos$ci
(brak niezgodnosci w ukfadzie KIR — ligand KIR) i w ten sposéb nie osiggnieto

ochronnego zjawiska przed GvHD*2. Giebel i wspdtpracownicy oszacowali
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prawdopodobienstwo wystgpienia ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
(aGvHD - acute graft versus host disease) na 30% u pacjentéw niezgodnych
w uktadzie KIR-ligand z dawcami oraz 43% u pacjentow zgodnych w uktadzie KIR-
ligand z dawcami. Nie zaobserwowano jednak ochronnego efektu niezgodnosci genow
KIR w przypadku wystgpienia przewlektej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (cGvHD - chronic graft versus host disease)*..

Okazuje sie, ze na efekt transplantacji wptywajg nie tylko niezgodnosci
w uktadzie KIR-ligand, ale znaczenie ma takze obecnosc¢ okreslonego haplotypu KIR
u dawcy. Cooley i wspotpracownicy wykazali, ze ryzyko nawrotu u pacjentow
chorujgcych na AML jest istotnie mniejsze, jesli dawca prezentuje obecnosc¢
haplotypow B niz w przypadku dawcéw genotypowanych jako A/A. Wediug tych
samych badan haplotyp B odpowiada za dtuzsze przezycie po przeszczepie. Podobne
wyniki uzyskano w grupie pacjentow przeszczepianych od dawcow zgodnych w HLA
i niezgodnych w HLA. Nie wykazano natomiast wptywu poszczegdlnego haplotypu na
wyniki leczenia pacjentow z ALL3!. Ci sami autorzy 10 lat pdzniej udowodnili korzystny
efekt haplotypu B dawcy w przypadku przeszczepieh pacjentéw z AML przy
zastosowaniu protokotéw kondycjonowania o zredukowanej intensywnosci“?.
Natomiast Oevermann i wspotpracownikom udato sie wykazac, ze dzieci chorujgce na
ALL i przeszczepione od dawcéw z haplotypem B majg istotnie wieksze
prawdopodobienstwo  przezycia wolnego od zdarzeh po przeszczepie
haploidentycznym niz pacjenci przeszczepieni od dawcow z haplotypem A (50,6% vs.
29,5%)4,

8. Licencjonowanie komoérek NK

Jednym z postulowanych mechanizmdw regulujgcych alloreaktywnosé komérek
NK jest licencjonowanie opierajgce sie o interakcje pomiedzy hamujgcymi receptorami
KIR a ich ligandami HLA tworzgcymi nastepujgce grupy:

- KIR2DL2/3 — ligandy z grupy HLA C1,

- KIR2DL1 - ligandy z grupy HLA C2,

- KIR3DL1 - ligandy z grupy HLA Bw4,

- KIR3DL2 - ligandy z grupy HLA A3/11.
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Proces licencjonowania polega na tym, ze w organizmie wykazujgcym
koekspresje hamujgcego receptora KIR i odpowiedniego liganda HLA, komorki NK
wykazujgce ekspresje jednego z tych receptorow hamujgcych mogg naby¢ gotowos¢
funkcjonalng do petnej aktywacji po pobudzeniu receptorow aktywujgcych*®.

W przypadku przeszczepienia hematopoetycznych komorek macierzystych,
w zaleznosci od uktadu HLA u dawcy i biorcy, moze zajs¢ jedna z 3 ponizszych sytuacji
wptywajgca na alloreaktywnos¢ komorek NK wykazujgcych ekspresje receptora KIR:

- obecnosc liganda HLA u dawcy (D+) i brak odpowiedniego liganda u biorcy
(R-), co jest okreslane jako delicencjonowanie (downward licensing),

- identyczny status liganda HLA u dawcy i biorcy,

- brak liganda HLA u dawcy (D-) i obecnos¢ odpowiedniego liganda u biorcy
(R+), co jest okreslane jako licencjonowanie wzrastajgce (upward licensing).

Mechanizm ten zostat zaobserwowany w modelu mysim, gdzie transfer
dojrzatych komorek NK pomiedzy osobnikami o odmiennych uktadach HLA mogt sie
wigzaé ze zmiang reaktywnosci komorkowej*¢. Znaczenie licencjonowania komorek
NK byto przedmiotem badan i w analizach klinicznych zaobserwowano podobny efekt
u pacjentow przeszczepianych z powodu chorob nowotworowych. Sytuacja pierwsza
(downward licensing) wigzata sie ze znacznie gorszym przezyciem pacjentow

i wyzszym ryzykiem nawrotu nowotworu*’:48,

9. Monitorowanie chimeryzmu u pacjentow po przeszczepie szpiku kostnego

W medycynie termin chimeryzm jest stosowany, gdy w obrebie jednego
organizmu koegzystujg populacje komoérek o réznych genotypach. Fenomen ten
wystepuje spontanicznie w czasie cigzy, a w sposob celowy powstaje w medycynie
transplantacyjnej. Zjawisko chimeryzmu hematopoetycznego jest charakterystyczne
dla biorcéw po allogenicznym przeszczepieniu szpiku kostnego i polega na
wykrywaniu réznych genotypéw komérek we krwi i szpiku pochodzacych od dawcy
i/lub biorcy. Wyrdzniamy: petny chimeryzm dawcy (obecno$¢ wytgcznie komorek
dawcy), mieszany chimeryzm (wspotwystepowanie zarowno komorek dawcy i biorcy),
a takze odnowe autologiczng (obecnos$¢ wytgcznie komorek biorcy).

Autologiczna hematopoeza u pacjentdbw poddawanych procedurze

przeszczepienia szpiku kostnego jest eliminowana poprzez przygotowanie
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mieloablacyjne przed przeszczepem szpiku (chemioterapia i/lub radioterapia), a takze
poprzez zjawiska immunologiczne, ktére majg miejsce po wszczepieniu nowego
szpiku, np. w postaci efektu GvL. Mieszany chimeryzm $wiadczy o przetrwaniu
pewnego odsetka autologicznych komorek (hematopoetycznych, nowotworowych lub
prawidtowych limfocytow) biorcy i najczesciej moze mie¢ miejsce w przypadku
przeszczepien wykorzystujgcych  protokoty kondycjonowania o zredukowanej
intensywnosci lub niemieloablacyjne dawki chemioterapii. Takie postepowanie jest
praktykowane w hematologicznych chorobach nienowotworowych, jak np. niedobory
odpornosci, ciezka anemia aplastyczna, wrodzone wady metabolizmu
i hemoglobinopatie. W chorobach tych osiggniecie petnego chimeryzmu dawcy nie jest
niezbedne do sukcesu terapeutycznego w postaci korekty wadliwej hematopoezy,
naprawy dysfunkcji ukfadu immunologicznego Ilub wyréwnania niedoboru
enzymatycznego*%0,

Rutynowe monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentow po
przeszczepie szpiku jest waznym elementem standardowego nadzoru nad pacjentem
poprzeszczepowym, informuje o sposobie odnowy hematologicznej i przyjeciu
przeszczepu. Wynik chimeryzmu umozliwia takze wczesne wykrycie wznowy choroby
nowotworowej, niewydolnosci lub odrzucenia przeszczepu, co pozwala na szybkie
wdrozenie roznych opcji terapeutycznych. Oznaczenie chimeryzmu jest wykonywane
rutynowo z krwi zylnej obwodowej lub w przypadku wskazan takze ze szpiku kostnego
pobranego metodg biopsji aspiracyjnej. W przypadku monitorowania chimeryzmu
z krwi obwodowej oznaczenie dotyczy catej populacji limfocytéw Ilub, w celu
zwiekszenia czutosci, poszczegolnych subpopulacji®t>2,

Potransplantacyjny chimeryzm moze spontanicznie i dynamicznie sie zmieniac,
szczegolnie w ciggu pierwszych 100 dni po przeszczepie. Odbudowa uktadu
immunologicznego i proces zastgpienia hematopoezy pacjenta przez komaorki dawcy
trwa od kilku miesiecy do kilku lat, ale moze tez wystgpi¢ trwaty mieszany chimeryzm.
Zmiany w chimeryzmie mogg nastepowaC¢ w obu kierunkach, tzn. biorca, ktory
pierwotnie uzyskat petne wszczepienie moze z czasem rozwing¢ mieszany chimeryzm
i odwrotnie — pacjent, ktéry poczgtkowo wykazuje mieszany chimeryzm moze
catkowicie wyeliminowa¢ przetrwatg hematopoeze autologiczng. Na zmiany
chimeryzmu wptywa bezposrednio rekonstytucja uktadu odpornosciowego, ktora

zalezy od wielu czynnikbw, m.in. wieku pacjenta, rodzaju zastosowanego
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kondycjonowania, liczby limfocytow T w materiale przeszczepowym, a takze stezenia
cytokin stymulujgcych produkcje limfocytéw®3,

Metody ilosciowej oceny chimeryzmu bazujg na réznicach w polimorficznych
genach lub ich produktach pomiedzy dawcg a biorcg. Wykrywanie tych réznic odbywa
sie technikami biologii molekularnej i ewoluowato przez lata. Obecnie dominujgcg
metodg oznaczania chimeryzmu jest metoda STR/VNTR: kréotkich tandemowych
powtorzen (STR — short tandem repeats) / zmiennej liczby tandemowych powtorzen
(VNTR - variable number of tandem repeats), ktdra wykorzystuje roznice w sekwenc;ji
DNA pomiedzy dawcg a biorcg. Metoda ta polega na analizie minisatelitarnych VNTR
(sktadajgcych sie z 15-50 nukleotyddéw) i mikrosatelitarnych STR (skfadajgcych sie z 2-
6 nukleotyddéw) fragmentéw DNA poddanych amplifikacji dzieki reakcji tancuchowej
polimerazy DNA (PCR - polymerase chain reaction). Loci STR/VNTR charakteryzujg
sie duzym poziomem zmiennosci w populacji. Polimorfizm wymienionych sekwencji
DNA polega na tym, ze sekwencja STR czy VNTR jest stata, ale liczba jej powtorzen
jest cechg osobniczg. Probki krwi dawcy i biorcy przed przeszczepieniem sg poddane
badaniom okreslajgcym réznice w ich regionach STR/VNTR, co ma na celu okreslenie
markerow informatywnych dla danej pary*®°455, Metody oparte na analizie STR/VNTR
sg wykorzystywane w innych dziedzinach, gdzie niezbedne jest przeprowadzenie

identyfikacji osobniczej, np. w medycynie sgdowej czy do ustalenia ojcostwa.
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Il CEL PRACY

Celem pracy jest analiza roli immunoglobulinopodobnych receptoréw komérek
cytotoksycznych (KIR) u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku kostnego
oraz okreslenie wptywu ukfadu receptoréw KIR na komoérkach dawcy i ich ligandéw
HLA na komorkach biorcy na:

1) wyniki przezycia i wystepowanie niekorzystnych zdarzen,

2) odnowe limfocytarng limfocytéw T, B i komérek NK,

3) warto$¢ chimeryzmu hematopoetycznego.
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Il MATERIAL | METODY

1. Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowito 202 pacjentéw poddanych procedurze allogenicznego
przeszczepienia szpiku kostnego w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii
i Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu w latach 2003-2018. Grupa sktadata sie z 71
pacjentow pici zenskiej (35,15%) oraz 131 pacjentéow pici meskiej (64,85%). Zakres
wieku badanej populacji wynosit od 0,2 do 29 lat, mediana 6,8 lat. Pacjenci

obserwowani byli od dnia transplantacji do dnia 31.07.2019.

2. Analizaretrospektywna

Na podstawie elektronicznej dokumentacji medycznej przeanalizowano:

- wskazania do przeszczepienia szpiku kostnego z podziatem na choroby
nowotworowe i hienowotworowe,

- rodzaj dawcy przeszczepu z podziatem na dawcéw zgodnych i niezgodnych
w uktadzie HLA,

- rodzaj zastosowanego kondycjonowania przed przeszczepem
z wyszczegolnieniem, czy chemioterapia mieloablacyjna zawierata busulfan lub
treosulfan,

- zrédto komérek macierzystych CD 34* (aferezat z krwi obwodowej lub szpik
kostny),

- rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD z wyszczegodlnieniem, czy stosowano
kroliczg immunoglobuline przeciwko ludzkim limfocytom T (ATG),

- czas catkowitego przezycia (OS - overall survival) zdefiniowany jako czas od
przeszczepu szpiku kostnego do zgonu z dowolnej przyczyny lub utraty pacjenta
z obserwaciji,

- czas przezycia wolnego od zdarzenh (EFS - event-free survival) okreslony jako
czas od przeszczepu szpiku kostnego do wystgpienia nawrotu choroby zasadniczej

lub zgonu,
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- przyczyny zgonu z podziatem na zgon zwigzany z transplantacjg, rozumiany
jako smier¢ pacjenta zwigzana z powiktaniami po transplantacji (TRM - transplant-
related mortality) i zgon z innego powodu.

W zwigzku z tym, Ze mediana czasu obserwacji grupy badanej wynosita 34,3
miesigce, co stanowi niespetna 3 lata, postanowiono przedstawi¢ wyniki OS w postaci

prawdopodobienstwa 2-letniego i 5-letniego przezycia.

3. Ocena odnowy limfocytarnej

Podczas rutynowych badan w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii
i Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu od pacjentéw pobierano prébki krwi zylnej,
z ktérych izolowano komoérki jednojgdrzaste przy wuzyciu techniki wirowania
w gradiencie stezen. Czes¢ probki komorek jednojgdrzastych zostata wykorzystana do
badan subpopulacji limfocytarnych metodg cytofluorymetryczng. Oznaczono
liczebnos¢ limfocytdw z podziatem na subpopulacje: T (CD3* CD4*/ CD3* CD8"),
B (CD19*), NK (CD56%). Do identyfikacji populacji badanych komoérek uzywano
odczynnika BD MultitestTM 6-Color TBNK (BD Biosciences, San Jose, CA). Oceny
limfocytow dokonywano przy uzyciu cytofluorymetru FACSCanto (BD Biosciences,
San Jose, CA). Liczbe limfocytdow oceniono w punktach czasowych +30, +60, +90,
+180, +270, +365 dni od transplantacji.

4. Monitorowanie chimeryzmu

Badanie chimeryzmu zostato wykonane w Pracowni Polimorfizmow i Genow
Fuzyjnych w laboratorium przy Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii
Dzieciecej we Wroctawiu. Do oznaczenia chimeryzmu pobierano od pacjentow probke
krwi zylnej o objetosci 2-3 ml na antykoagulant EDTA. Przy uzyciu techniki wirowania
w gradiencie stezen izolowano frakcje komoérek jednojgdrzastych. Kolejnym krokiem
byta izolacja materiatu genetycznego DNA przeprowadzona na aparacie QiaCube
(Qiagen, Venlo, Holandia) z wykorzystaniem zestawu do izolacji Syngen DNA Mini Kit.
Po wyizolowaniu DNA amplifikowano materiat genetyczny przeprowadzajgc reakcje
PCR w aparacie SimpliAmp Thermal Cycler (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) z wykorzystaniem NGM® Kit PCR (Thermofisher Scientific,
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Waltham, Massachusetts, USA). Produkt reakcji PCR po rozcienczeniu na 96 dotkowej
ptytce w formamidzie poddawany byt elektroforezie kapilarnej w sekwenatorze Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Po skonczonej elektroforezie kapilarnej dane analizowane byty
w programie Gene Mapper V4.1.

Wyjsciowa analiza profili genetycznych wykonywana byta jednorazowo na
materiale przed przeszczepem zaréwno u dawcy jaki i u biorcy przeszczepu przy
wykorzystaniu metody STR/VNTR. Analizowanych byto 16 loci gendbw oznaczonych
jako: D10S1248,vWA, D16S539, D2S1338, Amelogenina, D8S1179, D21S11,
D18S51, D22S1045,D0195433, THO1, FGA, D2S441, D3S1358, D1s1656, D12S391.
Nastepnie materiat od pacjentéw po przeszczepie byt wielokrotnie analizowany pod
katem poszukiwania alleli allogenicznych (dawcy) i autologicznych (biorcy). Wyniki
przedstawione zostaty w formie procentu sygnatu autologicznego w badanym
materiale, co zostato oparte na poréwnaniu pola pod krzywymi sygnatow
autologicznych i allogenicznych.

Do analizy wykorzystano wyniki chimeryzmu oznaczone w nastepujgcych
punktach czasowych:

- chimeryzm wstepny oznaczony dzien po uzyskaniu odnowy granulocytarnej
(liczba granulocytow > 500 /ul)

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 0-30
dni od dnia przeszczepu,

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 31-60
dni od dnia przeszczepu,

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 61-90
dni od dnia przeszczepu,

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 91-180
dni od dnia przeszczepu,

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 181-
270 dni od dnia przeszczepu,

- minimalny i maksymalny chimeryzm kontrolny w przedziale czasowym 271-

365 dni od dnia przeszczepu.
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5. Genotypowanie KIR

Badanie genotypu KIR zostato wykonane w laboratorium przy Klinice
Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu. Do typowania
wykorzystano pozostatosci probek DNA do oznaczenia wstepnego wzorca
chimeryzmu hematopoetycznego dawcy. Genotypowanie KIR bylo wykonane za
pomocg zestawu do typowania KIR Typing Kit (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Niemcy)
z wykorzystaniem sprzetu do amplifikacji kwaséw nukleinowych i elektroforezy

zelowej. Przyktadowy wynik badania zaprezentowano ponizej.

Rycina 4. Genotypowanie KIR — przyktadowy wynik badania

GORA numer $ciezki. nazwa genu/dtugo$é amplikonu: 1. Marker wielkoéci 2. 2DL1/148 3. 2DL2/145 4.
2DL3/161 5. 2DL4/221 6. 2DL5all: 2DL5A; 2DL5B/136 7. 2DL5A/1820 8. 2DL5B/1805 9. 2DS1/148 10.
2DS2/177 11. 2DS3/172 12. 2DS4del/204 13. 2DS4ins/209 14. 2DS5/179 15. 3DL1/131 16. Marker
wielkosci

DOt numer $ciezki. nazwa genu/diugo$é amplikonu: 1. Marker wielkosci 2. 3DL2/232 3. 3DL3/204 4.
3DS1/149 5. 2DP1/240 6. 3DP1/237 7. Genomowe DNA jako kontrola kontaminacji/260 8. 3-aktyna
(kontrola pozytywna)/400 9. kontrola negatywna 10. Marker wielko$ci
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Genotypowanie KIR byto wykonane z grantu dla miodych naukowcow
STM.C200.17.046. Projekt badawczy pt.: ,Dynamika zmian chimeryzmu
i wystepowanie niekorzystnych zdarzen w zaleznosci od zgodnosci w HLA i uktadu
KIR — ligand KIR u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku® uzyskat
pozytywng opinie Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu
(nr KB — 35/2019).

Analiza uktadu receptoréw KIR byta wykonana 2z uzyciem publicznie
dostepnego oprogramowania:

a) Do okreslenia grup ligandowych u dawcy i biorcy wykorzystano kalkulator

dostepny w Internecie: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html>®

b) Do okreslenia sktadu haplotypowego (B-content) wykorzystano kalkulator

dostepny w Internecie: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html>’

Na podstawie klasyfikacji zaproponowanej przez Cooley, B-content byt

klasyfikowany jako neutralny (neutral), lepszy (better) lub najlepszy (best)%2.
6. Metody statystyczne

Analiza statystyczna wynikéw zostata przeprowadzona z zastosowaniem
programu ,R” wersja 4.0. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartosé p<0,05.

Stosowano nastepujgce testy statystyczne:

- krzywe OS i EFS wytyczono metodg Kaplana-Meiera, a nastepnie poréwnano
za pomocg testu log-rank,

- analize TRM ze zgonami z innych powodow przeprowadzono metodg
konkurujgcych ryzyk (competing risk analysis), wytyczone w ten sposoéb krzywe
przezycia poréwnano za pomocg testu Graya,

- ocene wptywu parametrow na odnowe limfocytarng przeprowadzono
metodami Manna—-Whitney’a (dla czynnikbw z dwoma poziomami warto$ci) oraz
Kruskala-Wallisa (dla czynnikéw z wiecej niz dwoma poziomami wartos$ci),

- zaleznos¢ pomiedzy wartoscig chimeryzmu a wptywem réznych czynnikow

badano za pomocg testu chi-2.
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IV WYNIKI

1. Analiza danych dotyczacych pacjenta

Grupa liczagca tgcznie 202 biorcow allogenicznych przeszczepow szpiku
sktadata sie z 71 pacjentow pici zenskiej (35,15%) oraz 131 pacjentdw pici meskiej
(64,85%). Zakres wieku badanej populacji wynosit od 0,2 do 29 lat, mediana 6,8 lat.
Struktura wieku populacji zostata zaprezentowana na Rycinie 5. Mediana czasu
obserwacji w badanej grupie (median follow-up time) wynosita 34,3 miesigce liczac od
dnia przeszczepu, dla pacjentow zyjgcych -38,9 miesiecy, a dla pacjentow zmartych -

7,47 miesigca.
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Rycina 5. Struktura wieku badanej populacji
89 chorych (44,06%) zostato poddanych procedurze przeszczepowej z powodu

choroby nowotworowej, a 113 pacjentow (55,94%) z powodu choroby

nienowotworowej. Jedna z pacjentek chorowata jednoczasowo na anemie Fanconiego
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i AML, w niniejszej analizie zostata uwzgledniona w grupie pacjentow z chorobg
nowotworowa.

W Tabeli 2. przedstawiono parametry zalezne od pacjenta: pte€ i szczegdétowo
rodzaj wskazania do przeszczepu szpiku kostnego z podziatem na choroby
nowotworowe i nienowotworowe. Kolumna N oznacza liczbe pacjentow, a kolumna %

odsetkowy udziat grupy pacjentéw w catej badanej populaciji.

Tabela 2. Wykaz parametrow zaleznych od pacjenta

Parametr | N | %
pteé pacjenta
zenhska 71 35,15
meska 131 64,85
wskazanie do przeszczepu
choroba nowotworowa 89 44,06
ALL 22 10,89
MDS 19 9,41
AML 15 7,43
Neuroblastoma 11 5,45
Wtorna AML 8 3,96
CML 5 2,48
inne 5 2,48
JMML 4 1,98
choroba nienowotworowa 113 55,94
ciezka anemia aplastyczna 33 16,34
SCID 13 6,44
BDA 9 4,46
zespot Wiskotta-Aldricha 8 3,96
inne niedobory odpornosci 8 3,96
anemia Fanconiego 5 2,48
inne choroby metaboliczne 6 2,97
zespot hemofagocytarny 5 2,48
CGD 4 1,98
zespot Omenna 4 1,98
nocna napadowa hemoglobinuria 3 1,49
X-ALD 3 1,49
XLP 3 1,49
zespot Hurler 3 1,49
leukodystrofia metachromatyczna 3 1,49
inne Y 3 1,49
BDA (Blackfan-Diamond Anemia) — anemia Blackfana-Diamonda, CGD (Chronic
Granulomatous Disease) — przewlekta choroba ziarniniakowa, JMML (Juvenile
Myelomonocytic Leukemia) — miodziencza biataczka mielomonocytowa, MDS
(Myelodysplastic Syndrome) — zespét mielodysplastyczny, SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) — ciezki zlozony niedobdér odpornosci, X-ALD  (X-linked

30



Adrenoleukodystrophy) — adrenoleukodystrofia sprzezona =z pitcig, XLP (X-linked
Lymphoproliferative Disease) — choroba limfoproliferacyjna sprzezona z ptcig

b inne: Essential Thrombocythemia — nadptytkowos$¢ samoistna, Large Cell Anaplastic
Lymphoma — chtoniak wielkokomdrkowy anaplastyczny, Nephroblastoma — nerczak, Primitive
Neuroectodermal Tumor — prymitywny guz neuroektodermalny.

2. Analiza danych dotyczacych przeszczepu

Biorcy, ze wzgledu na zgodnos¢ z dawcami w uktadzie HLA, zostali podzieleni
na 2 grupy: zgodni (w przypadku dopasowania antygenowego 10/10, 8/8 lub 6/6)
I czesciowo zgodni (z co najmniej jedng niezgodnoscig HLA w tym dawcy
haploidentyczni). Grupa pacjentéw zgodnych liczyta 113 osob (55,94%), a grupa
pacjentow czesciowo zgodnych liczyta 89 osob (44,06%). Zgodnos$¢ dawcy i biorcy
dodatkowo zostata przeanalizowana w poszczegodlnych loci (HLA A, B, C, DRB1],
DQB1) — dane te zostaty zawarte w Tabeli 3. Liczba badanych w procesie typowania
antygendéw byta zgodna z obowigzujgcymi standardami osrodka przeszczepowego.

Pacjenci zostali podzieleni na 3 grupy w zaleznosci od rodzaju kondycjonowania
przed przeszczepem: grupa liczgca 72 osoby (35,64%) otrzymywata chemioterapie
mieloablacyjng zawierajgcg busulfan, grupa liczgca 67 osob (33,17%) otrzymywata
chemioterapie mieloablacyjng o zredukowanej toksycznosci lub intensywnosci
zawierajgcg treosulfan, a pozostatych 63 pacjentow (31,19%) otrzymato inny rodzaj
kondycjonowania. Zrédto komérek macierzystych CD 34* stanowit aferezat z krwi
obwodowej u 157 pacjentow (81,35%) i krew szpikowa u 36 pacjentow (18,65%).
W profilaktyce GvHD zastosowano ATG u 151 pacjentow (74,75%), a pozostatych 51
pacjentéw (25,25%) nie otrzymywato ATG.

W Tabeli 3. zawarto szczegdtowo wykaz parametrow charakteryzujgcych
przeszczep. Kolumna N oznacza liczbe pacjentow, a kolumna % odsetkowy udziat

grupy pacjentéw w catej badanej populac;ji.

Tabela 3. Wykaz parametréow charakteryzujgcych przeszczep

Parametr | N | %
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA
zgodny (10/10, 8/8, 6/6) 113 55,94
czesciowo zgodny 89 44,06
1 niezgodno$c¢ (9/10) 50 24,75
2 niezgodnosci (8/10, 6/8, 4/6) 13 6,44
3 niezgodnosci (7/10, 5/8) 3 1,49
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przeszczep haploidentyczny 13 6,44
brak danych 10 4,95

zgodnos¢ dawcy i biorcy w HLA A

zgodny 149 77,60

niezgodny 43 22,40

razem 192% 100
| zgodnos¢ dawcy i biorcy w HLA B

zgodny 159 82,81

niezgodny 33 17,19

razem 192% 100
| zgodnos¢ dawcy i biorcy w HLA C

zgodny 123 82,81

niezgodny 48 17,19

razem 1719 100

zgodnosé¢ dawcy i biorcy w HLA DRB1

zgodny 165 82,81

niezgodny 26 17,19

razem 191V 100

zgodnosé¢ dawcy i biorcy w HLA DQB1

zgodny 139 90,85

niezgodny 14 9,15

razem 191V 100

rodzaj kondycjonowania

chemioterapia mieloablacyjna z busulfanem 72 35,64

chemioterapia mieloablacyjna z treosulfanem 67 33,17

inny rodzaj kondycjonowania 63 31,19

zrodto komorek macierzystych CD 34*

aferezat z krwi obwodowej 157 90,85

krew szpikowa 36 9,15

razem 193% 100

rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD

z ATG 151 74,75

bez ATG 51 25,25

D Brak danych dotyczgcych szczegdtowego wyniku HLA u pozostatych

pacjentow.

3. Wystepowanie genotypow KIR i okreslonych ukiadéw receptor KIR —

ligand KIR w badanej populaciji

Przeanalizowano czestos¢ wystepowania genotypow KIR u dawcéw. Dane te
zostaty szczegotowo przedstawione w Tabeli 4., gdzie kolumna N oznacza liczbe
pacjentow, u ktorej stwierdzono obecnosc¢ receptora, a kolumna % odsetkowy udziat
grupy pacjentéw w catej badanej populacji. Na Rycinie 6. zaprezentowano w formie
wykresu odsetkowy udziat receptorow KIR w catej grupie pacjentéw. Wyniki dowodzg,

ze najczesciej stwierdzanymi receptorami, obecnymi w prawie catej populacji, sg
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receptory: 2DL1, 3DL1, 2DP1 (jest to kolejno 98,51%, 93,56%, 99,5% populacji),
najrzadziej natomiast zostata stwierdzona obecnos$¢ receptorow: 2DS3 i 2DS5
(odpowiednio 34,16% i 37,62% populacii).

Co najmniej jeden haplotyp B byt obecny u 79% dawcow szpiku. Badania sktadu
haplotypowego (B-content) wykazaty obecnos¢ haplotypu neutralnego u 91, lepszego

u 87 i najlepszego u 21 dawcow.

Tabela 4. Czestos¢ wystepowania receptoréw KIR u dawcy w badanej populacji

ook R [ [

2DL1 199 98,51
2DL2 127 62,87
2DL3 182 90,1
2DL5 121 59,9
2DL5A 98 48,51
2DL5B 115 56,93
2DS1 98 48,91
2DS2 119 58,91
2DS3 69 34,16
2DS4del 170 84,16
2DS4ins 100 49,5
2DS5 76 37,62
3DL1 189 93,56
3DS1 91 45,05
2DP1 201 99,5
KIR B/x 160 79,21
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Rycina 6. Czestos¢ wystepowania receptorow KIR u dawcéw w badanej populacji

Nastepnie przeanalizowano czestos¢ wystepowania ukfaddéw receptor KIR
dawcy - ligand biorcy w badanej populacji. Dane te zostaty szczegétowo
przedstawione w Tabeli 5., gdzie kolumna N oznacza liczbe pacjentéw, u ktérej
stwierdzono obecnos$¢ uktadu receptor-ligand, a kolumna % odsetkowy udziat grupy
pacjentbw w catej badanej populacji. Ze wzgledu na rozbudowane nazwy
poszczegoblnych uktadoéw nadano im kody literowe A-I, co wyszczegdlniono w Tabeli
5.

Tabela 5. Czestos¢ wystepowania uktadéw receptor KIR dawcy — ligand biorcy

w badanej populacji

wspotwystepowanie u biorcy
wybranych ligandéw kod? N %
dlareceptora KIR u dawcy
HLA CO04 lub A11 u biorcy A 22 10,89
KIR 2DS4 u dawcy
HLA A3 lub A1l u biorcy B 73 36,14
KIR 3DL2 u dawcy
haplotyp KIR B/x + C 119 58,91
KIR 2DS2 u dawcy
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HLA z gr. C1 u biorcy D 122 60,4
KIR 2DL2 lub KIR 2DL3 u dawcy

HLA z gr. C1 u biorcy E 74 36,63
KIR 2DS2 u dawcy

HLA z gr. C2 u biorcy F 104 51,49
KIR 2DL1 u dawcy

HLA z gr. C2 u biorcy G 54 26,73
KIR 2DS1 u dawcy

HLA z gr. Bw4 u biorcy H 126 62,38
KIR 3DL1 u dawcy

HLA z gr. Bw4 u biorcy I 65 32,18
KIR 3DS1 u dawcy

D Dla parametrow z kolumny wspotwystepowanie u biorcy wybranych ligandéw
dla receptora KIR u dawcy przyjeto kod literowy A-l.

4. Wptyw wybranych parametréw na prawdopodobienstwo 2-letniego i 5-
letniego przezycia

U badanych pacjentow oszacowano prawdopodobienstwo 2-letniego przezycia
(2-year pOS — 2-years overall survival probability) i prawdopodobienstwo 5-letniego
przezycia (5-year pOS - 5-years overall survival probability). W Tabeli 6.
przedstawiono wyniki analizy w tym: wykaz poréwnywanych parametrow,
prawdopodobienstwo 2-letniego i 5-letniego przezycia, wartos¢ p stanowigcg

o istotnosci statystycznej obu okresow.

Tabela 6. Analiza przezy¢ 2-letnich i 5-letnich.

Wykaz poréwnywanych parametrow 2-year | 5-year p
pOS pOS
Pte¢ pacjenta
kobieta 0,75 0,74 022
mezczyzna 0,82 0,77 '
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA
zgodny 0,89 0,89 -
czesciowo zgodny 0,68 0,62 R
| zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-A
zgodny 0,84 0,82
niezgodny 0,63 0,53 0,0011*
| zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-B
zgodny 0,85 0,83 -
niezgodny 0,53 0,39 =0 e
| zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-C
zgodny 0,84 0,84
niezgodny 0.64 | 055 | ~0.0002"
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| zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DRB1

zgodny 0,84 0,83 %
niezgodny 048 | 035 | 00001
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DOQB1

zgodny 0,81 0,77 031
niezgodny 0,64 0,64 '
wskazanie do przeszczepu

choroba nowotworowa 0,73 0,63 0.0023**
choroba nienowotworowa 0,85 0,85 !
zrodto komorek macierzystych CD 34*

aferezat z krwi obwodowej 0,79 0,74 02
krew szpikowa 0,85 0,85 '
rodzaj kondycjonowania

chemioterapia mieloablacyjna z busulfanem 0,76 0,76
chemioterapia mieloablacyjna z treosulfanem 0,76 0,65 0,092
inny rodzaj kondycjonowania 0,87 0,85

rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD

zZ ATG 0,78 0,73

bez ATG 0,85 0,85 0,099
receptor KIR

2DL1

obecny nie badano?
nieobecny

2DL2

obecny 0,82 0,77 0,47
nieobecny 0,75 0,75

2DL3

obecny 0,79 0,75 0,33
nieobecny 0,85 0,85

2DL5

obecny 0,78 0,73 0,31
nieobecny 0,82 0,80

2DL5A

obecny 0,78 0,74 0,64
nieobecny 0,81 0,78

2DL5B

obecny 0,80 0,75 0,54
nieobecny 0,81 0,79

2DS1

obecny 0,79 0,76 0,96
nieobecny 0,80 0,76

2DS2

obecny 0,80 0,77 0,69
nieobecny 0,78 0,74

2DS3

obecny 0,84 0,76 0,88
nieobecny 0,78 0,78

2DS4del

obecny 0,79 0,75 0,56
nieobecny 0,81 0,81

2DS4ins

obecny 0,82 0,79 0,38
nieobecny 0,79 0,74
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2DS5

obecny 0,77 0,77 0,94
nieobecny 0,81 0,75

3DL1

obecny nie badano?
nieobecny

3DS1

obecny 0,80 0,76 0,83
nieobecny 0,79 0,76

2DP1

obecny nie badano?
nieobecny

KIR B/x

obecny 0,81 0,76 0,8
nieobecny 0,75 0,75

ukiad receptor KIR — ligand HLA?

uktad A

obecny 0,86 0,86 0,43
nieobecny 0,81 0,78

uktad B

obecny 0,81 0,75 0,84
nieobecny 0,79 0,77

uktad C

obecny 0,80 0,77 0,72
nieobecny 0,81 0,73

ukiad D

obecny 0,81 0,76 0,84
nieobecny 0,77 0,73

uktad E

obecny 0,79 0,76 0,34
nieobecny 0,84 0,84

uktad F

obecny 0,84 0,79 0,05*
nieobecny 0,70 0,67

uktad G

obecny 0,85 0,80 0,65
nieobecny 0,76 0,76

uktad H

obecny 0,84 0,79 0,27
nieobecny 0,76 0,74

ukiad |

obecny 0,88 0,84 0,041*
nieobecny 0,65 0,65
B-content

neutralny 0,81 0,77

lepszy 0,77 0,73 0,68
najlepszy 0,85 0,85

) W analizach pominieto oznaczone zmienne ze wzgledu na matg liczbe pacjentdéw
reprezentujgcych dang ceche.
2 Przyjeto kody literowe A-I jak w Tabeli 5.

Sposréd poréwnywanych parametréw czes¢ wykazata istotnos¢ statystyczna,

CO zaznaczono w zamieszczonej powyzej Tabeli 6. poprzez zacienienie wartosci p.
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Krzywe przezycia réznigce sie ze sobg w sposob istotny zaprezentowano na Rycinach
7-14.

Wykazano, ze stopien zgodnosci miedzy dawcg i biorcg w uktadzie HLA wptywa
na przezycie pacjentow (Ryciny 7.-11.). W przypadku catkowitej zgodnosci w HLA
pomiedzy dawcg i biorcg prawdopodobienstwo 2- i 5- letniego OS wyniosto 89% i 89%,

natomiast w przypadkach czesciowej zgodnosci odpowiednio 68% i 62% (Rycina 7.).
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 7. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)
i niezgodnych (krzywa ciagta) w ukladzie HLA. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 8. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentow zgodnych (krzywa przerywana)
i niezgodnych (krzywa ciagta) w ukladzie HLA A. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesigce od przeszczepu

Rycina 9. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)
i niezgodnych (krzywa ciagta) w uktadzie HLA B. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesigce od przeszczepu

Rycina 10. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciagta) w ukfadzie HLA C. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznhaczajq ilos¢ pacjentéw objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 11. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciagta) w uktadzie HLA DRB1. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.

Wykazano, ze na przezywalno$¢ znamiennie korzystny wptyw ma wskazanie

do przeszczepu szpiku z powodu choroby nienowotworowej: 2-year pOS 73% dla
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choréb nowotworowych i 85% dla choréb nienowotworowych oraz 5-year pOS 63%

dla choréb nowotworowych i 85% dla chordb nienowotworowych (Rycina 12.).
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 12. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw z podziatem na wskazanie do
przeszczepu: choroba nowotworowa (krzywa przerywana) i choroba nienowotworowa
(krzywa ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg ilos¢ pacjentéw objetych

obserwacjg w danym punkcie czasu.

W dalszej kolejnosci poddano analizie wptyw genotypu KIR i okreslonych
uktadow receptor KIR — ligand KIR na przezywalnos¢ pacjentéw. Stwierdzono istotny
statystycznie wptyw uktadéw: HLA z gr. C2/KIR 2DL1 (uktad F, Rycina 13.) oraz HLA
zgr. Bw4/KIR 3DS1 (uktad I, Rycina 14.) na przezycia 2-letnie i 5-letnie, nie
stwierdzono natomiast znamiennego zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi genotypami

KIR i pozostatymi uktadami receptor KIR-ligand a OS dzieci po allo-HSCT.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 13. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw z ekspresja uktadu HLA z gr. C2/KIR
2DL1 (krzywa przerywana) i brakiem ekspresji uktadu HLA z gr. C2/KIR 2DL1 (krzywa
ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg ilos¢ pacjentéw objetych obserwacjg

w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 14. Krzywe przezycia OS dla grup pacjentéw z ekspresja uktadu HLA z gr.
Bw4/KIR 3DS1 (krzywa przerywana) i brakiem ekspresji uktadu HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1
(krzywa ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg iloS¢ pacjentéw objetych

obserwacjg w danym punkcie czasu.
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5. Analiza przezycia wolnego od zdarzen (EFS — event free survival)

W Tabeli 7. przedstawiono wyniki analizy EFS w tym: wykaz poréwnywanych
parametréw, w kolumnie EFS podano prawdopodobienstwo przezycia wolnego od

zdarzen, a w ostatniej kolumnie warto$¢ p stanowigca o istotnosci statystycznej.

Tabela 7. Analiza EFS

Wykaz poréwnywanych parametréw \ EFS \ p
Pte¢ pacjenta
kobieta 0,53
mezczyzna 0,75 0.45
zgodnosé¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA
zgodny 0,74 -
czesciowo zgodny 0,62 Gt
zgodnos¢ dawcy i biorcy w ukiadzie HLA-A
zgodny 0,73 -
niezgodny 0,53 YR
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-B
zgodny 0,75 -
niezgodny 0,37 Suen
zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-C
zgodny 0,75 ok
niezgodny 0,52 =0
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DRB1
zgodny 0,75 -
niezgodny 0,33 <o
zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DQB1
zgodny 0,68
niezgodny 0,64 034
wskazanie do przeszczepu
choroba nowotworowa 0,53 -
choroba nienowotworowa 0,85 i
zrédto komorek macierzystych CD 34+
aferezat z krwi obwodowej 0,67 0.47
krew szpikowa 0,79 '
rodzaj kondycjonowania
chemioterapia mieloablacyjna z busulfanem 0,62
chemioterapia mieloablacyjna z treosulfanem 0,61 0,055
inny rodzaj kondycjonowania 0,85
rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD
z ATG 0,65 023
bez ATG 0,81 ’
receptor KIR
2DL1
obecny nie badano?
nieobecny
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2DL2

obecny 0,69 0,62
nieobecny 0,68

2DL3

obecny 0,66 0,25
nieobecny 0,85

2DL5

obecny 0,62 0,35
nieobecny 0,78

2DL5A

obecny 0,71 0,89
nieobecny 0,66

2DL5B

obecny 0,66 0,86
nieobecny 0,76

2DS1

obecny 0,73 0,53
nieobecny 0,64

2DS2

obecny 0,68 0,65
nieobecny 0,69

2DS3

obecny 0,63 0,95
nieobecny 0,72

2DS4del

obecny 0,65 0,43
nieobecny 0,81

2DS4ins

obecny 0,76 0,58
nieobecny 0,62

2DS5

obecny 0,71 0,95
nieobecny 0,67

3DL1

obecny nie badano?
nieobecny

3DS1

obecny 0,73 0,7
nieobecny 0,66

2DP1

obecny nie badano?
nieobecny

KIR B/x

obecny 0,67 0,8
nieobecny 0,73

uktad receptor KIR — ligand HLA?

uktad A

obecny 0,82 0,51
nieobecny 0,75
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ukiad B

obecny 0,74 0,92
nieobecny 0,67

uktad C

obecny 0,68 0,67
nieobecny 0,65

uktad D

obecny 0,62 0,76
nieobecny 0,71

ukiad E

obecny 0,47 0,28
nieobecny 0,83

uktad F

obecny 0,67 0,037*
nieobecny 0,57

uktad G

obecny 0,63 0,76
nieobecny 0,76

uktad H

obecny 0,69 0,3
nieobecny 0,66

ukiad |

obecny 0,73 0,042*
nieobecny 0,65

B-content

neutralny 0,64

lepszy 0,68 0,64
najlepszy 0,85

D W analizach pominieto oznaczone zmienne ze wzgledu na matg liczbe pacjentow
reprezentujgcych dang ceche.
2 Przyjeto kody literowe A-l jak w Tabeli 5.

Sposréd poréwnywanych parametrow czes¢ wykazata istotnos¢ statystyczna,
CO zaznaczono w zamieszczonej powyzej Tabeli 7. poprzez zacienienie pola wartosci
p. Analiza EFS zidentyfikowata czynniki znamienne statystycznie podobne jak analiza
OS. Krzywe przezycia EFS rdznigce sie ze sobg w sposob istotny zaprezentowano na
Rycinach 15.-22.

Oszacowano EFS dla pacjentéw zgodnych w HLA z dawcami na 74%, a dla

pacjentow tylko czesciowo zgodnych na 62% (Rycina 15.).
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Miesigce od przeszczepu

Rycina 15. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)
i niezgodnych (krzywa ciagta) w uktadzie HLA. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznhaczajq ilos¢ pacjentéw objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.

Analizujgc prawdopodobienstwo EFS dla poszczegdlnych loci HLA dla
pacjentéw zgodnych i niezgodnych przedstawia sie nastepujgco: dla HLA A 73% vs.
53% (Rycina 16.), dla HLA B 75% vs. 37% (Rycina 17.), dla HLA C 75% vs. 52%
(Rycina 18.), dla HLA DRB1 75% vs. 33% (Rycina 19.), nie stwierdzono natomiast

zwigzku pomiedzy zgodnosciami w loci DQB1 a przezyciem wolnym od zdarzen.
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Miesigce od przeszczepu

Rycina 16. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciaggta) w ukladzie HLA A. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentéw objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 17. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciagta) w uktadzie HLA B. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajg ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesigce od przeszczepu

Rycina 18. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciagta) w ukfadzie HLA C. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 19. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw zgodnych (krzywa przerywana)

i niezgodnych (krzywa ciggta) w uktadzie HLA DRB1. Liczby zaprezentowane nad osig X

oznaczajq ilos¢ pacjentow objetych obserwacjg w danym punkcie czasu.

Prawdopodobienstwo EFS u pacjentow z chorobg nienowotworowg byto

znamiennie wyzsze niz z chorobg nowotworowg (85% vs 53%, Rycina 20.).
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 20. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw z podziatem na wskazanie do
przeszczepu: choroba nowotworowa (krzywa przerywana) i choroba nienowotworowa

(krzywa ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg ilos¢ pacjentéw objetych

obserwacjg w danym punkcie czasu.

Prawdopodobienstwo EFS przy obecnosci uktadu F wynosi 67%, a przy braku
tego uktadu 57% (Rycina 21.), natomiast przy obecnosci uktadu | EFS wynosi 73%,
a przy braku tego uktadu 65% (Rycina 22.). Nie stwierdzono znamiennego zwigzku

pomiedzy poszczegdlnymi genotypami KIR i pozostatymi uktadami receptor KIR-

ligand a EFS dzieci po allo-HSCT.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 21. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentow z ekspresja uktadu HLA z gr.
C2/KIR 2DL1 (krzywa przerywana) i brakiem ekspresji uktadu HLA z gr. C2/KIR 2DL1
(krzywa ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg ilos¢ pacjentéw objetych

obserwacjg w danym punkcie czasu.
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Miesiace od przeszczepu

Rycina 22. Krzywe przezycia EFS dla grup pacjentéw z ekspresja ukitadu HLA z gr.
Bw4/KIR 3DS1 (krzywa przerywana) i brakiem ekspresji uktadu HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1
(krzywa ciagta). Liczby zaprezentowane nad osig X oznaczajg ilos¢ pacjentéw objetych

obserwacjg w danym punkcie czasu.
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6. Analiza zgonéw zwigzanych i nie zwigzanych z transplantacja

W ponizszej analizie zestawiono smiercC pacjenta zwigzang z powiktaniami po
transplantacji (TRM transplant related mortality) ze zgonami z innych powodéw.
W Tabeli 8. przedstawiono wyniki analizy w tym: wykaz porownywanych parametréw,
w kolumnie TRM wpisano prawdopodobienstwo zgonu z powodu powiktan po
procedurze transplantacji, a w ostatniej kolumnie warto$¢ p stanowigcg o istotnosci

statystyczne.

Tabela 8. Analiza TRM

Wykaz poréwnywanych parametréw \ TRM \ p
pte¢ pacjenta
kobieta 0,33
mezczyzna 0,16 0,603
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA
zgodny 0,24
czesciowo zgodny 0,22 0,124
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-A
zgodny 0,22
niezgodny 0,2 0,404
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-B
zgodny 0,19 .
niezgodny 0,3 .
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-C
zgodny 0,2
niezgodny 0,24 0,136
zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DRB1
zgodny 0,2
niezgodny 0,26 0,179
zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DQB1
zgodny 0,24
niezgodny 0,21 0,703
wskazanie do przeszczepu
choroba nowotworowa 0,23 0.909
choroba nienowotworowa 0,15 ’
zrédto komoérek macierzystych CD 34*
aferezat z krwi obwodowej 0,21 0286
krew szpikowa 0,09 '
rodzaj kondycjonowania
chemioterapia mieloablacyjna z busulfanem 0,27
chemioterapia mieloablacyjna z treosulfanem 0,2 0,303
inny rodzaj kondycjonowania 0,1
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rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD

z ATG 0,22

bez ATG 0,1 0,273
receptor KIR

2DL1

obecny nie badano?
nieobecny

2DL2

obecny 0,24 0,378
nieobecny 0,12

2DL3

obecny 0,21 0,916
nieobecny 0,15

2DL5

obecny 0,27 0,046*
nieobecny 0,09

2DL5A

obecny 0,18 0,526
nieobecny 0,23

2DL5B

obecny 0,28 0,038*
nieobecny 0,09

2DS1

obecny 0,17 0,729
nieobecny 0,24

2DS2

obecny 0,27 0,089
nieobecny 0,1

2DS3

obecny 0,31 0,197
nieobecny 0,13

2DS4del

obecny 0,21 0,916
nieobecny 0,16

2DS4ins

obecny 0,16 0,741
nieobecny 0,23

2DS5

obecny 0,17 0,588
nieobecny 0,21

3DL1

obecny nie badano?
nieobecny

3DS1

obecny 0,15 0,683
nieobecny 0,25

2DP1

obecny nie badano?
nieobecny
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KIR B/x

obecny 0,22 0,538
nieobecny 0,12

uktad receptor KIR —ligand HLA?

ukiad A

obecny 0,14 0,758
nieobecny 0,17

uktad B

obecny 0,19 0,379
nieobecny 0,21

uktad C

obecny 0,27 0,108
nieobecny 0,08

ukiad D

obecny 0,27 0,668
nieobecny 0,21

uktad E

obecny 0,43 0,296
nieobecny 0,11

ukiad F

obecny 0,27 0,308
nieobecny 0,22

uktad G

obecny 0,34 0,736
nieobecny 0,14

ukiad H

obecny 0,21 0,417
nieobecny 0,18

ukiad |

obecny 0,23 0,410
nieobecny 0,20

B-content

neutralny 0,25

lepszy 0,17 0,938
najlepszy 0,15

1 W analizach pominieto oznaczone zmienne ze wzgledu na matg liczbe pacjentéw
reprezentujgcych dang ceche.
2) Przyjeto kody literowe A-I jak w Tabeli 5.

Sposréd poréwnywanych parametrow czes¢ wykazata istotnos¢ statystyczna,
CO zaznaczono w zamieszczonej powyzej Tabeli 8. poprzez zacienienie pola wartosci
p. Krzywe przezycia roznigce sie ze sobg w sposob istotny zaprezentowano na
Rycinach 23.-25.

Uzyskane wyniki TRM pokazujg, ze prawdopodobienstwo zgonu zwigzanego
z transplantacjg jest istotnie wieksze w przypadku pacjentow niezgodnych w HLA-B
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(19% jesli HLA-B zgodne vs. 30% jesli HLA-B niezgodne, Rycina 23.). Pozostate

niezgodnosci w analizowanych loci HLA nie wykazaty istotnosci statystyczne;.

1,01 p = 0,027

o
™

o
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o
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Skumulowana czesto$c¢

o
[

......................

00

0 36 72 108 144 180
Miesigce od przeszczepu

Rycina 23. Krzywe przedstawiajgace odsetek pacjentéw, u ktérych stwierdzono zgon
zwigzany z powiklaniami po transplantacji: linia przerywana dla pacjentéw zgodnych

w HLA B, a linia ciggta dla pacjentow niezgodnych w HLA B.

Sposréd poddanych analizie genotypdw KIR i uktaddéw receptor KIR-ligand
jedynie wystepowanie receptora 2DL5 oraz receptora 2DL5B wigzaty sie z wiekszym
ryzykiem TRM. Prawdopodobienstwo TRM dla pacjentow z receptorem 2DL5
0szacowano na 27%, a bez tego receptora na 9% (Rycina 24.), a prawdopodobienstwo
TRM dla pacjentéw z receptorem 2DL5B oszacowano na 28%, a bez tego receptora
na 9% (Rycina 25.).
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Rycina 24. Krzywe przedstawiajace odsetek pacjentow, u ktorych stwierdzono zgon

zwigzany z powiktaniami po transplantaciji: linia przerywana dla pacjentow z ekspresjg

receptora 2DL5, a linia ciggta dla pacjentéw z brakiem ekspresji receptora 2DL5.
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Rycina 25. Krzywe przedstawiajace odsetek pacjentéw, u ktérych stwierdzono zgon

zwigzany z powiktaniami po transplantacji: linia przerywana dla pacjentéw z ekspresjg

receptora 2DL5B, a linia ciggta dla pacjentow z brakiem ekspres;ji receptora 2DL5B.
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7. Ocena mechanizméw licencjonowania komoérek NK

W badanej grupie przeanalizowano przypadki, u ktérych byta mozliwos¢ oceny
genotypu KIR i ligandéw HLA w kierunku licencjonowania. Wyniki przedstawiono
w Tabeli 9.

Tabela 9. Zjawisko licencjonowania w poszczegdlnych ukladach KIR-ligand HLA.

Delicencjonowanie . : , Licencjonowanie
Uktad (Downward Licencjonowanie wzrastaiace
KIR:ligand HLA . bez zmian -ajace
resetting) (Upward licensing)
KIR2DL2/3:C1 3 130 4
KIR2DL1:C2 7 143 2
KIR3DL1:Bw4 6 158 1
KIR3DL2:A3/11 0 170 3

W badanej grupie zaobserwowano w 16 przypadkach zjawisko
delicencjonowania, a w 10 wzrastajgcego licencjonowania. W pozostatych
przypadkach stwierdzono brak ekspresiji receptorow KIR lub brak réznic w ekspresji
ligandéw HLA pomiedzy dawcyg i biorcg, w tym w 30 przypadkach braki wynikéw
typowania HLA uniemozliwiaty szczegdétowg analize. Niska liczba przypadkow
wykazujgcych zmiane licencjonowania w poszczegolnych grupach i réznorodnosé
grupy nie pozwolity na analize przezycia w zaleznosci od kategoryzacji grup dla
pojedynczych ukfadow.

W  kolejnym  etapie  przeprowadzono ocene  wspotwystepowania
poszczegdlnych uktaddw licencjonowania, co przedstawia na nastepnej stronie wykres

Venna na Rycinie 26.5
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Size of each list

178

L J

A DOWNWARD C. UPWARD

Rycina 26. Wykres Venna prezentujacy rozktad przypadkéw licencjonwania komérek NK
w badanej grupie.
Pole A zawiera przypadki delicencjonowania (downward licensing), pole B przypadki, w ktérych nie

obserwowano zmian, a pole C przypadki licencjonowania wzrastajgcego.

Na podstawie rozktadu wspotwystepowania wynikow, stwierdzono w kazdym
z badanych wypadkéw tgczne pojawianie sie efektdw obnizajgcych lub zwiekszajgcych
licencjonowanie dla jednego z uktadéw z wynikami neutralnymi dla innych uktadow,

a w 3 przypadkach wspétistnienie dodatkowo efektéw przeciwstawnych.

8. Wplyw wybranych parametréw na odnowe limfocytarnag

Przeanalizowano, czy liczebnos¢ poszczegdinych subpopulacji limfocytow

zalezy w sposob istotny od badanych parametrow.
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1) Wptyw zgodnoséci w antygenach HLA na odnowe limfocytarng

W Tabeli 10. zaprezentowano wartosci p stanowigce o istotnosci
statystycznej dla poszczegolnych subpopulacji limfocytow w wybranych dniach.
Poréwnywano, czy zgodnosci w antygenach HLA majg wplyw na odnowe

limfocytarng. Punkty, w ktérych wykazano istotno$¢ statystyczng zacieniono

w Tabeli 10.

Tabela 10. Wplyw zgodnosci w antygenach HLA na odnowe limfocytarna

zgodne / niezgodne HLA | HLA-A | HLA-B | HLA-C 'E;”F\‘,é‘l E)-'(Sél
30 dni po przeszczepie
o [T 0,0056** |0,0317* |0,072 0,522 0,0447* |0,107
§§ T CD4+ 0,0095** | 0,0321* | 0,0096** | 0,228 0,0085** | 0,097
<) 8| T CD8+ 0,0135* |0,0933 |0,423 0,789 0,215 0,082
§ E|B 0,0067** | 0,0003** | 0,0005** | 0,019* | 0,0001** | 0,055
?INK 0,202 0,694 0,461 0,894 0,662 0,715
60 dni po przeszczepie
o |T 0,0014** |0,0271* |0,0122* |0,0005** |0,025* | 0,267
§ § T CD4+ 0,0092** |0,0426* |0,028* [0,011* |0,023* |0,471
g 8| T CD8+ 0,0024** | 0,0558 | 0,02* 0,004** 0,068 0,304
§ E B 0,01* 0,0342* |0,0118* |0,115 0,004** 0,2
P INK 0,53 0,143 0,9029 | 0,266 0,639 0,498
90 dni po przeszczepie
2 s T 0,495 0,417 0,222 0,156 0,136 0,655
£ 2 T CD4+ 0,927 0,919 0,51 0,618 0,383 0,865
s 8| T CDh8+ 0,445 0,292 0,222 0,136 0,152 0,777
§ E|B 0,415 0,953 0,173 0,584 0,168 0,102
?INK 0,115 0,1215 |0,444 0,411 0,273 0,914
180 dni po przeszczepie
o |T 0,297 0,235 0,792 0,702 0,274 0,253
§ § T CD4+ 0,148 0,27 0,863 0,653 0,446 0,211
g 8| T CD8+ 0,485 0,387 0,547 0,718 0,334 0,446
§E B 0,819 0,769 0,561 0,643 0,596 0,377
?INK 0,629 0,441 0,763 0,974 0,719 0,196
270 dni po przeszczepie
L. T 0,95 0,67 0,098 0,777 0,078 0,406
£ 2 T CD4+ 0,456 0,767 0,1128 0,293 0,156 0,669
8§ T CD8+ 0,903 0,87 0,126 0,525 0,108 0,556
§ £|B 0,218 0,731 0,0447* | 0,076 0,0101* | 0,646
?INK 0,567 0,157 0,217 0,92 0,363 0,884
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365 dni po przeszczepie
L. T 0,411 0,461 0,833 0,959 0,478 0,7388
g 2 T CD4+ 0,982 0,273 0,383 0,427 0,295 0,98
§ 8| T CD8+ 0,356 0,528 0,646 0,933 0,545 0,902
2 E|B 0,513 0,313 0,236 0,543 0,185 0,439
?INK 0,948 0,108 0,588 0,62 0,77 0,807

Jak zaprezentowano w Tabeli 10., zgodnosci w antygenach HLA majg
wptyw na odnowe limfocytarng, szczegolnie w pierwszych 60 dniach od
przeszczepu, natomiast w pozniejszych punktach oceny nie wykazano istotnego
zwigzku. Wykazano, ze u pacjentdow z brakiem zgodnosci w poszczegolnych
antygenach HLA wystepuje istotnie statystycznie nizsza liczebnos¢ wybranych
subpopulacji limfocytow w okreslonych dniach, co przedstawiono szczegotowo
w Tabeli 11. Najsilniej istotne okazaty sie zgodnosci w HLA-A, -B, -DRB1, stabiej
HLA-C, natomiast w przypadku zgodnosci w HLA-DQB1 wychwycono tylko
tendencje do wyzszej liczby limfocytéw T i B, ale uzyskane wartosci p nie
przejawiaty istotnosci statystycznej. W odniesieniu do subpopulacji komorek NK

wykazano, ze zgodnosci w uktadzie HLA nie majg wptywu na ich rekonstytucje.

Tabela 11. Mediana liczby wybranych subpopulacji limfocytéw u pacjentéw

zgodnych i niezgodnych w poszczegoéinych antygenach HLA

analizowane

subpopulacja

mediana jesli
dawca i biorca

mediana jesli
dawca i biorca

dzien po

antygeny limfocytow zgodny Y niezgodny ¥ przeszczepie
T 138 67
T CD4+
39 22 +30
B 4 1
HLA
T 481 225
T CD4+
90 44 +60
T CD8+ 351 166
B 36 6
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T 121 63
T CD4+ 36 23 +30
HLA-A ° 3 0.5
T 389,5 109
T CD4+ 76 44 +60
B 25 6
T CD4+ 35 10,5 430
B 3 0
T 391 112,5
HLA-B T CD4+ 74 30.5
’ +60
T CD8+ 294 40
B 26 2
B 225 113 +270
B 3 1,5 +30
LA T 456 196
T CD4+ 82 44,5 +60
T CD8+ 310 115
T 113,5 62,5
T CD4+ 34,5 8,5 +30
B 3 0
HLA-DRB1 T 389,5 104,5
T CD4+ 74 35 +60
B 25 2
B 252 96 +270

D Mediana liczby limfocytow zostata wyrazona w: liczba komorek/pl.

2) Wptyw parametréw dotyczgcych receptoréw KIR i uktadu ligand-receptor

KIR na odnowe limfocytarng

Kolejnym etapem badan byta analiza odnowy limfocytarnej w zaleznosci
od obecnosci w genotypie poszczegolnych gendéw kodujgcych receptory KIR.
W Tabeli 12. zaprezentowano wartosci p stanowigce o istotnosci statystycznej
dla poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw w wybranych dniach. Poréwnywano,

czy stwierdzenie obecnosci okreslonego receptora KIR ma wplyw na odnowe
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limfocytarng. Analogicznie w Tabeli 13. zaprezentowano wyniki poréwnania, czy
stwierdzenie obecnosci okreslonego uktadu ligand-receptor KIR ma wptyw na
odnowe limfocytarng. Punkty, w ktérych wykazano istotnos¢ statystyczng

zacieniono w Tabeli 12.i 13.

61



Tabela 12. Zwigzek genotypu receptora KIR z odnowg limfocytarnag

KIR 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL5 |2DL5A |2DL5B | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 2534 2:?24 2DS5 | 3DL1 | 3DS1 | 2DP1
30 dni po przeszczepie
o (T 0,6533| 0,9818| 0,3826| 0,4399 | 0,3457| 0,482 0,3787| 0,6635| 0,7954 | 0,9057 | 0,2948 | 0,1807 | 0,775| 0,5228 | 0,3921
§;§ T CD4+ 0,4385| 0,6832| 0,3186| 0,5143| 0,5904| 0,558 | 0,655| 0,2538| 0,9361 | 0,9946 | 0,5199 | 0,2732 | 0,9839 | 0,5936 | 0,585
S 8 |TCD8+ 0,8025| 0,8331| 0,4369| 0,3907 | 0,2483| 0,4221| 0,2899 | 0,9016 | 0,7685| 0,7104 | 0,5997 | 0,2624 | 0,588 | 0,6165| 0,431
5; E B 0,8749| 0,1896 | 0,2184| 0,4003 | 0,4374| 0,4423| 0,8738| 0,4227| 0,6229| 0,168 | 0,4156 | 0,4219 | 0,4826 | 0,7682 | 0,3701
@ NK 0,3627| 0,2803| 0,6155| 0,6428| 0,8552| 0,576 0,4293| 0,4362 | 0,9325| 0,0872| 0,2315| 0,6749 | 0,5516 | 0,9403 | 0,3752
60 dni po przeszczepie
o (T 0,9902 | 0,8894| 0,7097 | 0,6735| 0,7635| 0,5041| 0,9436| 0,693| 0,6026 | 0,2074 | 0,1055| 0,998 | 0,2547 | 0,5943 | 0,6271
§;§ T CD4+ 0,3849| 0,9043| 0,224| 0,9931| 0,4978| 0,8869 | 0,3801 | 0,4485| 0,8433 | 0,0800 | 0,2091 | 0,4656 | 0,6365 | 0,4549 | 0,7306
8§ T CD8+ 0,8463| 0,9569| 0,9715| 0,6465| 0,6481| 0,5068 | 0,9649 | 0,6109 | 0,5461| 0,214| 0,223 0,8213 | 0,2326 | 0,4488 | 0,6906
§§ B 0,4527| 0,2877| 0,7108| 0,8181 | 0,7982 | 0,9523| 0,9487 | 0,1471 | 0,8102| 0,6225| 0,2074 | 0,5292 | 0,6014| 0,356 | 0,7993
» NK 0,8204| 0,3872| 0,9162| 0,2524 | 0,2476| 0,3105| 0,8191| 0,4928| 0,823| 0,0875| 0,683 | 0,2274| 0,3391 | 0,6622 | 0,2368
90 dni po przeszczepie
%; T 0,9271| 0,7115| 0,655| 0,4535| 0,9538| 0,5463| 0,287 | 0,6987 | 0,4375| 0,1641| 0,0730| 0,6401 | 0,5595| 0,5542| 0,77
g;g T CD4+ 0,2693| 0,7535| 0,1718| 0,9956 | 0,7378| 0,845| 0,4214| 0,6363| 0,743| 0,1625| 0,024* | 0,5538 | 0,8372 | 0,4236 | 0,7528
8§ T CD8+ 0,8394| 0,7129| 0,9701| 0,2616 | 0,9164 | 0,3255| 0,3167| 0,828 | 0,3495| 0,1232| 0,109 | 0,901 | 0,5785 | 0,7099 | 0,6366
§§ B 0,4911| 0,4915| 0,1191| 0,3723| 0,6883 | 0,3033 | 0,3074 | 0,0543 | 0,9188 | 0,2407 | 0,049* | 0,8278 | 0,2711 | 0,3764 | 0,4565
» NK 0,8445] 0,5521| 0,9425| 0,5467 | 0,6883| 0,523| 0,6008 | 0,8238| 0,4196 | 0,7469 | 0,3067 | 0,4621 | 0,4984 | 0,3166 | 0,3008
180 dni po przeszczepie
o (T 0,7546| 0,3372| 0,8946| 0,485| 0,7425| 0,3758| 0,6623 | 0,5717 | 0,4084 | 0,6474| 0,6173| 0,7276| 0,6529 | 0,9794 | 0,2012
iﬁé T CD4+ 0,2433| 0,1497| 0,3978| 0,1764 | 0,8586 | 0,0839| 0,7735| 0,483| 0,0533| 0,5796| 0,84 0,9294 | 0,4514 | 0,8846 | 0,2987
§§ T CD8+ 0,9391| 0,3978| 0,9849| 0,971| 0,8961| 0,9088 | 0,7841| 0,6401 | 0,7387 | 0,5721 | 0,3579 | 0,9146 | 0,6726 | 0,7175| 0,1771
S E B 0,8458 | 0,6657 | 0,6069 | 0,9052 | 0,2403| 0,7903| 0,2818| 0,1238| 0,1368| 0,572 0,2174| 0,2781 | 0,7698 | 0,5859 | 0,5908
» NK 0,8295| 0,6613| 0,6655| 0,7868 | 0,4997 | 0,8959 | 0,8707 | 0,3168| 0,1579| 0,2371| 0,7101| 0,954| 0,383 0,8409 | 0,1622
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270 dni po przeszczepie
25 T 0,8026 | 0,2241| 0,8985| 0,0928 | 0,6706 | 0,2721| 0,4549| 0,3019| 0,1883| 0,4791| 0,884| 0,423| 0,4655| 0,475| 0,3197
%3‘;’, T CD4+ 0,663 | 0,0652| 0,5602| 0,016* | 0,8235| 0,039*| 0,5575| 0,1811 | 0,0573 | 0,6824 | 0,7483 | 0,5547 | 0,4352 | 0,5089 | 0,4838
§§ T CD8+ 0,9715| 0,2981| 0,5602 | 0,4374| 0,912| 0,8373| 0,6733| 0,4068 | 0,3926 | 0,2724 | 0,4594 | 0,7038 | 0,5369 | 0,6956 | 0,2743
S E B 0,1245| 0,8075| 0,82| 0,3946| 0,8105| 0,5434| 0,98| 0,3857| 0,146 0,3778| 0,9021 | 0,4192| 0,9731| 0,8946| 0,912
@ NK 0,602 | 0,5727| 0,7225| 0,3338| 0,7356 | 0,5948 | 0,6267 | 0,2735| 0,0849 | 0,7443 | 0,3526 | 0,7424 | 0,5005| 0,411 | 0,3569

365 dni po przeszczepie
2. T 0,763| 0,2822| 0,8674| 0,3016| 0,8566 | 0,552 | 0,9444| 0,6639| 0,364 | 0,1106 | 0,6258 | 0,8514| 0,32 0,5968 | 0,1531
g;g; T CD4+ 0,9707| 0,2724| 0,4862| 0,1152| 0,9531| 0,1866 | 0,8702 | 0,9426 | 0,1707 | 0,1987 | 0,915| 0,9281 | 0,4249 | 0,669 | 0,3303
S 8 |TCDs+ 0,7518| 0,4366| 0,8451| 0,8443| 0,8875| 0,8281 | 0,8685| 0,6592 | 0,6212 | 0,0683 | 0,9133 | 0,8674 | 0,3858 | 0,8375 | 0,1391
§§ B 0,2574| 0,6087 | 0,8758| 0,3026 | 0,7227| 0,2119| 0,5845| 0,4055| 0,048*| 0,3038 | 0,998 | 0,2273 | 0,9815 | 0,6486 | 0,8894
» NK 0,7743| 0,1791] 0,9972| 0,6716| 0,7721| 0,9064 | 0,7472| 0,2517| 0,6212 | 0,4637 | 0,4698 | 0,8567 | 0,4878| 0,5968 | 0,5867
Tabela 13. Wptyw obecnosci ukiadu ligand-receptor KIR na odnowe limfocytarng

dia uidadéw igand receptor kiR | A | B | ¢ | o | E | F | & | H | |

30 dni po przeszczepie
o |T 0,875| 0,0548| 0,0623 0,45 0,393 0,269 0,454 0,45 0,421
§;§TCD4+ 0,517 0,0389*| 0,0411* 0,313 0,194 0,155 0,167 0,583 0,735
g 8| T CD8+ 0,494| 0,0855| 0,0657 0,226 0,306 0,512 0,431 0,765 0,503
§E B 0,285 0,476 0,613 0,768 0,548 0,507 0,351 0,714 0,861
P INK 0,226 0,611 0,509 0,245 0,576 0,691 0,215 0,569 0,532

60 dni po przeszczepie
% 5 T 0,48 0,784 0,885 0,243 0,101 0,864 0,727 0,485 0,601
% g T CD4+ 0,25 0,558 0,344 0,532 0,491 0,943 0,683 0,892 0,685
S 8| T CD8+ 0,614 0,636 0,963 0,382 0,191 0,566 0,643 0,549 0,818
§'§ B 0,584 0,24 0,113 0,232 0,097 0,238 0,383 0,097 0,428
D INK 0,396 0,929 0,83 0,355 0,059 0,612 0,741 0,58 0,975

63




90 dni po przeszczepie
o |T 0,977 0,261 0,791 0,545 0,305 0,801 0,374 0,505 0,942
§ é T CD4+ 0,246 0,711 0,866 0,545 0,397 0,557 0,486 0,358 0,646
S 8| T CD8+ 0,889 0,187 0,705 0,651 0,256 0,877 0,325 0,598 0,784
%E B 0,933 0,353| 0,024* 0,198 | 0,0624 0,95 0,861 0,271 0,339
P INK 0,36 0,928 0,696 0,348 0,315 0,501 0,698 0,422 0,935
180 dni po przeszczepie
o |T 0,284 0,337 0,543 0,37 0,71 0,26 0,643 0,819 0,799
§ é T CD4+ 0,49 0,678 0,54 0,36 0,819 0,653 0,998 0,658 0,221
S 8| T CD8+ 0,213 0,299 0,623 0,646 0,912 0,244 0,63 0,632 0,756
%E B 0,6 0,718 0,129 0,511 0,918 0,57 0,774 0,516 0,618
P INK 0,1313 0,639 0,237 0,212 0,571 0,694 0,322 0,739 0,435
270 dni po przeszczepie
% 5 T 0,257 0,479 0,494 0,869 0,462 0,677 0,632 0,456| 0,0667
g ;g T CD4+ 0,977 0,846 0,378 0,369 0,188 0,647 0,313 0,304 0,01*
g 8| T CD8+ 0,181 0,407 0,56 0,956 0,673 0,964 0,992 0,599 0,204
—§E B 0,547 0,675 0,287 0,671 0,902 0,339 0,6 0,605| 0,0367*
P INK 0,37 0,616 0,419 0,568 0,777 0,118| 0,016* 0,382 0,998
365 dni po przeszczepie
L 5 T 0,142 0,162 0,851 0,9 0,494 0,428 0,294 0,185| 0,024*
g ;g T CD4+ 0,828 0,176 0,578 0,761 0,451 0,313 0,084 0,111]| 0,013*
g 8| T CD8+ 0,107 0,339 0,769 0,818 0,416 0,754 0,762 0,395 0,203
—§'E B 0,132 0,285 0,165 0,903 0,723 0,146 0,333 0,908 | 0,0128*
D INK 0,187 0,21 0,348 0,95 0,755 0,256| 0,029* 0,906 0,863

Y Przyjeto kody literowe A-l jak w Tabeli 5.
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W Tabeli 14. przedstawiono szczegdétowo, ze u pacjentéw, u ktérych
wystepuje receptor 2DL5 stwierdzono istotnie statystycznie mniejszg liczbe
limfocytow T CD4+ w dniu +270, u pacjentéw, u ktérych wystepuje receptor
2DL5B stwierdzono istotnie statystycznie mniejszg liczbe limfocytéw T CD4+
w dniu +270, u pacjentéw, u ktérych wystepuje receptor 2DS3 stwierdzono
istotnie statystycznie mniejszg liczbe limfocytow B w dniu +365, u pacjentéw,
u ktorych wystepuje receptor 2DS4ins stwierdzono istotnie statystycznie wiekszag
liczbe limfocytow T CD4+ oraz B w dniu +90. Mediana liczby limfocytéw dla

wymienionych zmiennych znajduje sie w Tabeli 14. ponizej.

Tabela 14. Mediana liczby wybranych subpopulacji limfocytéw u pacjentéw

z ekspresja lub brakiem ekspresji okreslonego receptora KIR

: . mediana jesli | mediana jesli N
analizowany subpopulacja receptor receptor dzien po

receptor limfocytow nieobeFZ:ny 1) obec?\y 1) przeszczepie

2DL5 T CD4+ 449 267 +270

2DL5B T CD4+ 417 267 +270

2DS3 B 381 255 +365

T CD4+ +90

2DS4ins 86 129
B 10 59 +90

D Mediana liczby limfocytow zostata wyrazona w: liczba komorek/ul.

W Tabeli 15. przedstawiono szczegdétowo, ze u pacjentéw, u ktoérych
wystepuje uktad HLA A3 lub A11 KIR / 3DL2 (kod B) stwierdzono istotnie
statystycznie wyzszg liczbe limfocytéw T w dniu +30, u pacjentéw, u ktérych
wystepuje uktad haplotyp KIR B/x / KIR 2DS2 (kod C) stwierdzono istotnie
statystycznie wyzszg liczbe limfocytow TCD4+ w dniu +30 oraz B w dniu +90,
u pacjentow, u ktorych wystepuje uktad HLA z gr. C2 / KIR 2DS1 (kod G)
stwierdzono istotnie statystycznie nizszg liczbe komérek NK w dniu +270 oraz
+365, u pacjentdw, u ktérych wystepuje uktad HLA z gr. Bw4 / KIR 3DS1 (kod 1)
stwierdzono istotnie statystycznie nizszg liczbe limfocytow T i B w dniu +270 oraz
+365. Mediana liczby limfocytow dla wymienionych zmiennych znajduje sie

w Tabeli 15. na nastepnej stronie.
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Tabela 15. Mediana liczby wybranych subpopulacji limfocytow u pacjentow

z ekspresja lub brakiem ekspresji okreslonego ukladu ligand-receptor KIR

kod I.iterowy dla subpopulacja mediana jesli | mediana jesli dzief po
analizowanego limfocytéw _ uktad uktad przeszczepie
ukiadu nieobecny 2 obecny ?
B T 68 144 +30
T CD4+ 24 47 +30
T CD4+ 15 36 +30
¢ B 5 48 +90
G NK 330 157 +270
NK 209 160 +365
T CD4+ 695,5 286 +270
B 433 172
T 2160 1272
T CD4+ 1087 489 +365
B 532 272

D Przyjeto kody literowe A-l jak w Tabeli 5.

2 Mediana liczby limfocytow zostata wyrazona w: liczba komorek/pl.

3) Wptyw innych parametréw na odnowe limfocytarng

W Tabeli 16. zaprezentowano wartosci p stanowigce o istotnosci

statystycznej dla poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw w wybranych dniach.

Poréwnywano, czy zrodto komdrek macierzystych, rodzaj kondycjonowania oraz

zastosowanie ATG majg wptyw na odnowe limfocytarng. Punkty, w ktorych

wykazano istotnos¢ statystyczng zacieniono w Tabeli 16.

Tabela 16. Wptyw innych parametréw na odnowe limfocytarna

zrédito komoérek rodzaj
poréwnywane macierzystych kondycjonowania | zastosowanie ATG
parametry (aferezat/krew (busulfan/treosulfan/ (tak/nie)
szpikowa) inne)
30 dni po przeszczepie

2 T 0,456 0,281 0,0398*

% é T CD4+ 0,741 0,131 0,0292*

8—§ T CD8+ 0,339 0,316 0,302

%’g B 0,0108* 0,147 0,0066**

0 NK 0,0393* 0,074 0,0019**
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60 dni po przeszczepie
o T 0,668 0,778 0,4422
S5 |TCD4+ 0,838 0,618 0,975
23 [T CD8+ 0,744 0,649 0,202
SE (B 0,888 0,197 0,595
o INK 0,016* 0,117 0,041*
90 dni po przeszczepie
o T 0,837 0,392 0,654
2§ |TCD4+ 0,769 0,395 0,191
23 |T CD8+ 0,943 0,438 0,303
SE (B 0,344 0,495 0,093
? INK 0,08 0,523 0,555
180 dni po przeszczepie
o T 0,506 0,352 0,99
s é T CD4+ 0,515 0,365 0,177
23 |T CD8+ 0,473 0,474 0,778
SE (B 0,477 0,334 0,126
?INK 0,644 0,188 0,658
270 dni po przeszczepie
o |T 0,226 0,849 0,955
8 é T CD4+ 0,127 0,908 0,29
23 |TCD8+ 0,348 0,687 0,898
SE (B 0,605 0,657 0,906
% INK 0,308 0,322 0,54
365 dni po przeszczepie
o T 0,338 0,755 0,876
8 § T CD4+ 0,048* 0,724 0,361
23 |T CD8+ 0,528 0,839 0,602
SE (B 0,622 0,137 0,291
o INK 0,408 0,523 0,803

Jak zaprezentowano w Tabeli 16. zrédto komoérek macierzystych ma
wptyw na odnowe limfocytarng w wybranych punktach czasu od przeszczepu
i dla wybranych subpopulacji (istotne statystycznie réznice w medianach liczby
limfocytow podano szczegdétowo w Tabeli 17.). Rodzaj kondycjonowania nie
wptywa natomiast na rekonstytucje limfocytéw. Najsilniej natomiast prezentuje

sie zwigzek pomiedzy zastosowaniem ATG a odnowa.
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Tabela 17. Mediana liczby wybranych subpopulacji limfocytow u pacjentow

Z réznym zrédtem komorek macierzystych

mediana jesli mediana iesli
subpopulacja aferezat krewj dzien po
limfocytéw Z krwi . 1) | przeszczepie
obwodowej Y SZplleEE
5 3 1 +30
NK 170 113
NK 205 148 +60

Y Mediana liczby limfocytow zostata wyrazona w: liczba komorek/pl.

Jak przedstawiono w Tabeli 17. powyzej u pacjentdw, u ktérych
zastosowano krew szpikowg jako zrodto komérek macierzystych stwierdzono
istotnie statystycznie mniejszg liczbe limfocytow B i komérek NK w dniu +30,
komérek NK w dniu +60 i limfocytow T CD4+ w dniu +365.

Tabela 18. Mediana liczby wybranych subpopulacji limfocytow u pacjentow

Z réznym rodzajem profilaktyki GvHD

mediana jesli T EEETE
subpopulacja stosowajno jesli nie dzien po
limfocytéw ATG D stosowano | przeszczepie
ATG Y
T 75 118
T CD 4+

28 52 +30
B 3 1
NK 171 82
NK 205 157 +60

D Mediana liczby limfocytow zostata wyrazona w: liczba komorek/pl.

Jak przedstawiono w Tabeli 18. powyzej u pacjentéw, u ktérych
zastosowano ATG w profilaktyce GvHD stwierdzono istotnie statystycznie
mniejszg liczbe limfocytéw T i T CD4+, a istotnie wyzszg liczbe limfocytow B

i komorek NK w dniu +30 oraz istotnie wyzszg liczbe komérek NK w dniu +60.
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9. Wplyw wybranych parametréw na chimeryzm

Do celéw niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano wyniki minimalnego
I maksymalnego chimeryzmu oznaczone w okresie od dnia odnowy granulocytarnej
do +30 dnia od transplantacji. Nastepnie za pomocg testu chi-2 sprawdzono, czy
wystgpienie maksymalnego mieszanego chimeryzmu w wymienionym okresie jest
zalezne czy niezalezne od poszczegdélnych analizowanych czynnikdéw. Poréownywane
parametry umieszczono w Tabeli 19., a w kolumnie p wpisano liczbe p stanowigcag

0 istotnosci statystyczne;j.

Tabela 19. Analiza chimeryzmu

Wykaz poréwnywanych parametrow \ p
pteé pacjenta
kobieta vs. mezczyzna 0,8778

zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA
zgodny vs. czesciowo zgodny 0,0017**

zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-A
zgodny vs. niezgodny 0,3081

zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-B
zgodny vs. niezgodny 0,9999

zgodnos¢ dawcy i biorcy w uktadzie HLA-C
zgodny vs. niezgodny 0,0848

zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DRB1
zgodny vs. niezgodny 0,4463

zgodnosé dawcy i biorcy w uktadzie HLA-DQB1
zgodny vs. niezgodny 0,6813

wskazanie do przeszczepu
choroba nowotworowa vs. nienowotworowa 0,0001**

zrédto komorek macierzystych CD 34+
aferezat z krwi obwodowej vs. krew szpikowa 0,1295

rodzaj kondycjonowania
chemioterapia mieloablacyjna z busulfanem vs. 0,0003**
chemioterapia mieloablacyjna z treosulfanem vs.
inny rodzaj kondycjonowania

rodzaj stosowanej profilaktyki GvHD

z ATG vs. bez ATG 0,1525
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receptor KIR

2DL1 obecny vs. nieobecny nie badano?
2DL2 obecny vs. nieobecny 0,1391
2DL 3 obecny vs. nieobecny 0,5236
2DL5 obecny vs. nieobecny 0,9461
2DL5A obecny vs. nieobecny 0,1611
2DL5B obecny vs. nieobecny 0,6946
2DS1 obecny vs. nieobecny 0,0488*
2DS2 obecny vs. nieobecny 0,1835
2DS3 obecny vs. nieobecny 0,1351
2DS4del obecny vs. nieobecny 0,9999
2DS4ins obecny vs. nieobecny 0,2933
2DS5 obecny vs. nieobecny 0,7529
3DL1 obecny vs. nieocbecny nie badano?
3DS1 obecny vs. nieobecny 0,1429
2DP1 obecny vs. nieobecny nie badano?
KIR B/x obecny vs. nieobecny 0,2266
uktad receptor KIR — ligand HLA

ukiad A obecny vs. nieobecny 0,0314*
uktad B obecny vs. nieobecny 0,3787
uktad C obecny vs. nieobecny 0,5322
uktad D obecny vs. nieobecny 0,6433
uktad E obecny vs. nieobecny 0,4442
uktad F obecny vs. nieobecny 0,5930
uktad G obecny vs. nieobecny 0,8799
uktad H obecny vs. nieobecny 0,9999
ukiad | obecny vs. nieobecny 0,7020

D W analizach pominieto oznaczone zmienne ze wzgledu na matg liczbe pacjentéw
reprezentujgcych dang ceche.
2 Przyjeto kody literowe A-l jak w Tabeli 5.
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Wykazano, ze wyniki chimeryzmu (catkowity vs. mieszany) zalezg znamiennie
od choroby zasadniczej, ktéra stanowi wskazanie do przeszczepu i zgodnosci w HLA,
przy czym zaden z poszczegolnych loci HLA nie wykazat w tym zakresie istotnosci
statystycznej. Nastepnie wykazano, ze uzyskanie wyniku chimeryzmu zalezy istotnie
od rodzaju kondycjonowania, obecnosci receptora 2DS1 oraz obecnosci uktadu A
(HLA CO04 lub A1l / KIR 2DS4). Pozostate analizowane parametry nie wykazaty
istotnosci statystycznej.

W Tabeli 20. przedstawiono szczegotowo odsetek populacji z chimeryzmem
catkowitym i mieszanym wraz z parametrami, ktérych analiza wykazata istotnosc¢
statystyczng. Wykazano, ze w grupie pacjentéw z mieszanym chimeryzmem istotnie
wiecej pacjentdw miato zgodnos¢ w uktadzie HLA. Analizujgc grupy z réznym
rodzajem kondycjonowania wykazano, ze wsrdéd pacjentdw poddanych
kondycjonowaniu z treosulfanem istotnie wiecej uzyskato petny chimeryzm dawcy niz
w pozostatych rodzajach kondycjownowania. Nastepnie w grupie pacjentow
z mieszanym chimeryzmem istotnie wiecej byto pacjentéw przeszczepionych od
dawcy posiadajgcego ekspresje receptora 2DS1. Wreszcie w grupie pacjentéw
Z mieszanym chimeryzmem istotnie wiecej pacjentow nie posiadato ekspresji uktadu
A (HLA CO04 lub A11 / KIR 2DS4).

Tabela 20. Odsetek populacji z chimeryzmem catkowitym i mieszanym wobec

wybranych parametréw (istotnych statystycznie)

porownywany chimeryzm chimeryzm
parametr catkowity mieszany

zgodnos¢é w HLA
tak 50,9% 75,4%
nie 49,1% 24,6%
wskazanie do przeszczepu
ch. nowotworowa 58,4% 21,1%
ch. nienowotworowa 41,6% 78,9%
rodzaj kondycjonowania
Z busulfanem 39,8% 30,3%
z treosulfanem 39,8% 22,4%
inne 20,4% 47,3%
receptor 2DS1
obecny 42.9% 58,7%
nieobecny 57,1% 41,3%
uktad A
obecny 31,2% 10%
nieobecny 68,7% 90%
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V DYSKUSJA

Analiza czynnikdw wptywajgcych na wyniki przezycia, odnowe limfocytarng byta
konieczna w celu potwierdzenia typowego charakteru grupy badanej. Ponadto
rozpatrywanie wptywu uktadu receptorow KIR i w konsekwencji aktywnosci komaérek
NK na efekty kliniczne, chimeryzm i odnowe immunologiczng po przeszczepieniu
szpiku nie jest mozliwe przy pominieciu znanych czynnikdw modyfikujgcych badane

parametry.

1. Wptyw choroby podstawowej na wyniki leczenia i wystepowanie

niekorzystnych zdarzen po allo-HSCT

W przypadku pacjentéw z chorobami nienowotworowymi prawdopodobienstwo
2- i 5-letniego catkowitego przezycia jest identyczne. Za ten wynik moze odpowiadac
fakt, ze ryzyko zgonu jest najwieksze w ciggu pierwszych 2 lat po przeszczepie, gdyz
wtedy istnieje najwieksze obcigzenie wynikajgce z toksycznosci leczenia, a takze
najwieksze ryzyko powaznych infekcji i wystgpienia GvHD®°. Wedtug
zaprezentowanych tu wynikow prawdopodobieAstwo OS po 5 latach u pacjentow
z rozpoznaniem onkologicznym jest o 10 punktéw procentowych nizsze niz po 2
latach, co przede wszystkim wynika z ryzyka nawrotu choroby nowotworowej, ktéry
jest uznany za gtébwng przyczyne niepowodzenia leczenia u pacjentéw po
allogenicznym przeszczepieniu szpiku. Moje wyniki potwierdzajg informacje, ze brak
nawrotu choroby nowotworowej w ciggu 2-4 lat po przeszczepieniu szpiku jest
gtéwnym warunkiem dtugotrwatego przezycia®'. Ograniczenie analizy przezycia do
okresu 5 lat nie pozwala na wykrycie skutkdw poznych powiktan (np. fagodna postac
cGvHD, powikfania sercowo-naczyniowe, nowotwory indukowane przez leczenie),
ktére mogg wywiera¢ wplyw na przezycie w pozniejszym okresie.

Analogiczne wyniki uzyskano w badaniach EFS, ktére byto wyzsze w przypadku
rozpoznan nienowotworowych, co wynika z braku niekorzystnego efektu nawrotu
choroby nowotworowej. Analiza TRM nie wykazata istotnej statystycznie réznicy
pomiedzy dzieCmi z rozpoznaniem nowotworowym a nienowotworowym. Ta

obserwacja sugeruje, ze wystepowanie sSmiertelnych powiktan jest przede wszystkim
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zwigzane z czynnikami zaleznymi od procedury, jak rodzaj przeszczepu lub protokot

kondycjonowania, a w mniejszym stopniu z rozpoznaniem.

2. Wptyw zgodnosci w HLA miedzy dawcg i biorcg na wyniki leczenia

i wystepowanie niekorzystnych zdarzen oraz odnowe limfocytarnag

Najsilniejszy wptyw na przezycie pacjentow wywierat stopien zgodnosci miedzy
dawca i biorcg w uktadzie HLA. Obserwacja ta podkresla, jak istotne sg czynniki
zwigzane z doborem optymalnego dawcy. Zwigzek prawdopodobienstwa OS i EFS ze
zgodnoscig w HLA-A, -B, -C i -DRB1 potwierdza obecng strategie doboru dawcy, nie
wykazano natomiast takiej roli dla locus -DQB1l. Z kolei w analizie TRM
zaobserwowano efekt tylko dla HLA-B. Efekt zgodnosci w HLA pomiedzy dawcg
i biorcg ma dominujgcy wptyw na wyniki allogenicznego przeszczepienia.
Niezgodnosci w HLA-A, -B, -C, -DRB1 stanowig istotny czynnik ryzyka
poprzeszczepowych komplikacji (wystgpienia GvHD, wzrostu $miertelnosci),
natomiast niezgodnosci w HLA-DQB1 wydajg sie byc lepiej tolerowane, co jest zgodne

z obserwacjami literaturowymi®?,

Kolejnym czynnikiem analizowanym w aspekcie wynikow przezycia i ryzyka
nawrotdw nowotworow byta odnowa immunologiczna, ktéra jest wieloetapowym
procesem i moze trwac do 2 lat od przeszczepienia®3%4. Wedtug danych literaturowych
najwazniejsze czynniki o udowodnionym wptywie na odnowe hematologiczng, w tym
rekonstytucje uktadu biatokrwinkowego stanowig: zrodio komorek macierzystych,
sposéb kondycjonowania, wiek biorcy i rodzaj leczenia immunosupresyjnego®.

Wyniki mojej pracy ukazaty wptyw zgodnosci w HLA na odnowe limfocytarna,
ktory jest wyraznie istotny w pierwszych 2 miesigcach po transplantacji i dotyczy
wszystkich subpopulacji limfocytarnych, poza komérkami NK. Odnowa odpornosci
nieswoistej, ktérej elementem sg komorki NK, jest mniej zalezna od zgodnosci w HLA
niz odnowa odpornosci specyficznej. Na postawie tej obserwacji mozna wnioskowac,
ze aktywnos¢ komorek NK i czynniki modyfikujgce ich reaktywno$¢ mogag sie
manifestowaC w bardziej przewidywalny sposéb po kazdym rodzaju allo-HSCT

i z powodu tej uniwersalnosci zastugujg na uwage.
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3. Wplyw genotypu KIR i uktadéw receptor KIR — ligand na wyniki leczenia

i wystepowanie niekorzystnych zdarzen oraz odnowe limfocytarnag

Ochrona ze strony uktadu odpornosciowego przed zakazeniami
oportunistycznymi i nawrotami choroby nowotworowej oraz z drugiej strony jego udziat
w wywotywaniu nieinfekcyjnych powiktan tworzg skomplikowany model, w ktorym
liczebnos¢ komorek efektorowych i ich reaktywnosS¢ przektadajg sie na wyniki
przezycia. W tym aspekcie zaobserwowatam kliniczny wptyw zaroéwno ekspresji
pojedynczych genow, jak i wptywu interakcji receptor KIR — ligand HLA.

Analiza OS wykazata korzystny, istotny statystycznie wptyw uktadéw: HLA z gr.
C2/KIR 2DL1 (ukfad F) oraz HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1 (ukfad I). Obecnos$¢ uktadu F
potwierdzono u ponad 50% badanej populacji, a obecno$¢ uktadu | u niemal jedne;j
trzeciej badanej populacji, wobec czego wyniki te warte sg szczegdétowej analizy.
Receptor 2DL1 jest receptorem hamujgcym i oddziatuje z ligandem w postaci HLA
nalezgcym do grupy C2. Obecnos$¢ ligandu C2 u biorcy dla receptora 2DL1 u dawcy
mogta wptyngé na obnizenie alloreaktywnosci komorek NK dawcy. Skutkiem
obecnosci ukfadu F byty lepsze wyniki OS i EFS po 2 i 5 latach, ale nie obserwowano
wptywu na TRM, ani na odnowe limfocytarng. Z kolei receptor 3DS1 jest receptorem
aktywujgcym i oddziatuje z ligandem w postaci HLA z grupy Bw4. Efektem obecnosci
u biorcy liganda Bw4 dla receptoréw KIR 3DS1 u dawcy powinna by¢é wyzsza
alloreaktywnos$¢ komoérek NK. Skutkiem obecnosci uktadu | byty lepsze wyniki OS
i EFS po 2 i 5 latach, a takze lepsza odnowa limfocytarna w +270 i +365 dobie po
przeszczepie, ale nie obserwowano wptywu na TRM. Interesujgca jest obserwacja, ze
obydwa ukfady (F i I) majg przeciwstawny wptyw na mechanizmy aktywacji komorek
NK, natomiast oba wigzg sie z poprawg przezycia po alloHSCT.

W analizie ekspresji poszczegolnych receptorow KIR wykazano zwigzek
pomiedzy obecnoscig receptora 2DL5 oraz 2DL5B a wyzszym prawdopodobienstwem
TRM. Czestosé wystepowania wymienionych receptorow w badanej populacji wynosi
prawie 60% dla receptora 2DL5 oraz ponad 56% dla receptora 2DL5B. Receptory
2DL5 i 2DL5B sg receptorami hamujgcymi, a odpowiedni dla nich ligand HLA nie jest
znany. Obecnos¢ wymienionych receptorow 2DL5 i 2DL5B wigzata sie z gorszg IR

w zakresie limfocytow T CD4+ w +270 dobie od przeszczepu.
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Kolejnymi czynnikami, ktére zaobserwowatam w badaniach, o potencjalnej roli
modyfikujgcej odpowiedz odpornosciowg byty réznice odnowy immunologicznej
w zaleznosci od sktadu receptorow KIR i interakcji receptor-ligand.

Analizujgc zwigzek genotypu receptorow KIR z odnowg limfocytarng
obserwowatam, ze statystycznie istotne nizsze wartosci liczby limfocytéw
wystepowaty, gdy dawcy wykazywali ekspresje nastepujgcych receptorow KIR: 2DL5
I 2DL5B, a takze 2DS3, a z kolei w przypadku ekspresji receptora 2DS4ins widoczna
byta lepsza odnowa limfocytarna. W przypadku uktadéw ligand-receptor KIR wykazano
korzystny istotny statystycznie wptyw uktadéw HLA A3 lub A11/KIR 3DL2 (uktad B)
i haplotyp KIR B/x/KIR 2DS2 (uktad C), gdzie zaobserwowano wyzszg liczbe komdrek
odpornosciowych, a niekorzystny istotny statystycznie wptyw uktadéw HLA z gr.
C2/KIR 2DS1 (uktad G) oraz HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1 (uktad 1), gdzie IR
charakteryzowata sie mniejszg liczebnoscig wybranych subpopulacji limfocytow.

W dostepnych danych literaturowych powtarzalna jest klasyczna obserwacja,
ze niezgodnos$ci miedzy receptorami KIR dawcéw a ligandami biorcow odpowiadajg
za alloreaktywnos¢ komérek NK, co wigze sie z ochrong przed wznowg choroby
nowotworowej i wydtuza przezycie chorych3?41.66  Przytoczone wyniki zostaty
uzyskane u dorostych pacjentow po allo-HSCT, ale nie potwierdzity sie w przypadku
populaciji pediatryczne;j®”’.

Brak ligandu KIR na powierzchni komorki docelowej pobudza cytotoksycznosc
komoérek NK, co jest okreslane jako ,missing self hypothesis”, ale rola pojedynczych
receptorow KIR i wynikajgcych z nich efektéw aktywacji lub hamowania jest stabo
poznana. Proba oszacowania udziatu gendw KIR w przeszczepach szpiku wymaga
nie tylko analizy genotypu i okreslenia repertuaru receptoréw KIR u dawcy
przeszczepu, ale konieczne jest zestawienie tych informacji z danymi o obecnosci lub
braku ligandu dla danego receptora. Autorzy takich analiz okreslajg je ,teorig
brakujgcego ligandu™%°. Co ciekawe, Katharine Hsu wraz ze wspétpracownikami
oraz Ugur Sahin i wsp. udowodnili, ze niezgodnosci w uktadach receptor KIR dawcy —
ligand biorcy majg pozytywny wptyw takze na wyniki leczenia w przypadku biorcow,
gdzie dawcg jest zgodne w HLA rodzenstwo071,

Wiele z opublikowanych prac przedstawiajgcych role receptoréw KIR po
przeszczepieniu szpiku prezentuje sprzeczne rezultaty, co zostalo zebrane
w przegladzie systematycznym Gao i wspoétpracownikéow’?. Przynajmniej kilka

z ujetych w tym przegladzie prac prezentuje wyniki grup pacjentéw o liczebnosci
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podobnej do mojego badania (od 50 do 220 pacjentéw) i bardzo podobnej
charakterystyce Klinicznej (grupy réznorodne pod wzgledem rozpoznan).
Przyktadowo, Cook i wsp. wykazali nizsze OS przy HLA z gr. C2/KIR 2DS2"3. Z kolei,
Verheyden i wsp. badali 65 biorcow przeszczepow od zgodnych dawcow rodzinnych
i wykazali nizsze ryzyko wznowy przy koekspresji dwoch aktywujgcych receptorow
KIR: 2DS1 i 2DS2 u dawcy komorek (p=0.03)"4. Nalezy podkresli¢, ze praca
analizowata zaréwno dzieci jak i dorostych, a badana kohorta pacjentoéw sktadata sie
z pacjentow z rozpoznaniami ALL (10), AML (22) i CML (27). Duzy odsetek pacjentow
z CML mogt odpowiadaé za ujawnienie sie efektu immunoterapeutycznego, ktéry jest
szczegolnie silny w przypadku tego rozpoznania. Dodatkowo w 34 procedurach
zastosowano T-deplecje, ktora przez zahamowanie rekonstytucji limfocytéw T mogta
uwidoczni¢ efekty zalezne od komorek NK. Wyniki moich badan nie wykazaty wptywu
ekspresiji receptorow 2DS1 i 2DS2 na przezycie chorych.

Schellekens i wsp. przeanalizowali wyniki przeszczepien od rodzenstwa u 83
dorostych z réznymi nowotworami hematologicznymi”. W badanu wykazano lepsze
wyniki OS u pacjentow przeszczepionych od dawcy wykazujgcego ekspresje KIR
2DS1, w przypadku braku ekspresiji rozpoznawanych przez ten receptor ligandow C2
u biorcy. Przeciwne wyniki opublikowali Neuchel i wsp., ktéry wykazat mniejsze ryzyko
wznowy nowotworu linii mieloidalnej u pacjentéw HLA-C1 ujemnych przeszczepionych
od dawcow wykazujgcego ekspresje KIR 2DS176 oraz Tordai i wsp., ktory udowodnit
pozytywny wptyw na OS receptora KIR 2DS1 u biorcéw HLA-C2 dodatnich’’.
Natomiast moje wyniki udowadniajg niekorzystny efekt ekspresji receptora 2DS1 wraz
z ligandami z grupy HLA C2 (uktad G) na rekonstytucje immunologiczng, ale nie na
wyniki przezycia. Ponadto cytowane badania wykazaty, ze ekspresja receptora 2DS5
u biorcy lub zaréwno dawcy i biorcy byta zwigzana z wyzszym ryzykiem wznowy
biataczki, moje wyniki jednak nie potwierdzajg tej obserwaciji.

Wu i wsp. wykazali wieksze ryzyko wznowy i nizsze OS przy ekspresji receptora
2DS3, ale w badanej przeze mnie grupie nie zaobserwowatam tego efektu’®. W moich
obserwacjach obecnos¢ KIR 2DS3 wigzata sie natomiast z gorszg IR w +365 dobie
w zakresie limfocytow B.

Impola i wsp. wykazali mniejsze ryzyko nawrotu AML u dorostych
przeszczepianych od zgodnego rodzenstwa wykazujgcego ekspresje receptoréw
2DL2 lub 2DS2, ta obserwacja nie powtarza sie w moich analizach”. Podobnie

Heatley i wsp. wykazali lepsze OS przy ekspresji receptora 2DS28. W odréznieniu od

76



poprzednikow Cardazo i wsp. wykazali nizsze OS i EFS przy ekspresji receptora
2DS281,

Wiele z przytoczonych prac analizowato role uktadu KIR i ligandow
w nowotworach hematologicznych, szczegdlnie linii mieloidalnej u dorostych, co moze
odpowiadac za brak efektu w badanej przeze mnie grupie. Zdecydowanie mniej jest
badan potwierdzajgcych role genow KIR w populacji pediatrycznej, przy czym
odmiennosci biologiczne biataczek dzieciecych nie pozwalajg na proste przenoszenie
wnioskow z populacji dorostych?®.

Powtarzalne w wielu Zzrédtach obserwacje dotyczg jedynie korzystnego
znaczenia rokowniczego haplotypu B/x, co zostato udowodnione na grupach
pacjentéw chorujgcych na rozne nowotwory hematologiczne*45883, Chociaz w mojej
pracy obecnos¢ haplotypu B/x zostata potwierdzona u prawie 80% dawcow, to
uzyskane wyniki nie potwierdzity zaleznosci pomiedzy wymienionym haplotypem
awyzszym prawdopodobienstwem przezycia. Za wyjasnienie rdznicy moze
odpowiadac fakt opisania tego efektu gtownie w homogennych grupach pacjentéw
z nowotworami hematologicznymi, gdzie haplotyp B/x wykazywat dziatanie ochronne
przed nawrotem choroby nowotworowej. W badanej przeze mnie grupie, populacja
dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczng lub szpikowg nie byla wystarczajgco

reprezentowana do ujawnienia sie efektu ochronnego.

W zwigzku z brakiem danych charakteryzujgcych site efektdow biologicznych
zaleznych od poszczegolnych receptorow KIR, nie mozna przewidzieC wptywu
ekspresji poszczegdlnych receptorow KIR i ich skomplikowanych interakcji z ligandami
komoérek biorcy na ostateczny efekt kliniczny. Co interesujgce, Krieger i wsp. probowali
opracowac formuty do przewidywania efektow wspotwystepowania par receptor KIR —
ligand. Autorzy zaproponowali model matematyczny, za pomocg ktérego mozna by
prognozowac¢ efekty wynikajgce =z interakcji receptor KIR-ligand. Za pomocag
genotypowania KIR, po poznaniu repertuaru receptorow dawcy nalezato by wskazacé
receptory hamujgce i aktywujgce, a nastepnie sprawdzié, czy biorca posiada swoiste
dla receptora ligandy HLA. Autorzy proponujg wzory matematyczne i wtasng skale, za
pomocg ktorej szacuje sie site efektu GvL komodrek NK jako: negatywna, neutralna,
pozytywna®4,

Kolejnym elementem modyfikujgcym aktywnos¢ komédrek NK jest dynamika

zmian ekspresji receptorow KIR w okresie rekonstytucji immunologicznej. Giebel
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i wspotpracownicy odkryli, ze rekonstytucja komoérek NK i ulegajgcych na nich
ekspresiji receptorow KIR nastepuje sekwencyjnie i jest roztozona w czasie®®. Oznacza
to, ze ekspresja okreslonego receptora KIR na komorkach NK moze nie nastepowac
od razu po przeszczepie, ale moze by¢ opdzniona. Potwierdzenie obecnosci
poszczegolnych receptorow KIR u dawcy pozwala oczekiwac ich ekspresiji u pacjenta
po allo-HSCT, ale na podstawie przytoczonej publikacji, efekt wystepowania
aktywnosci komorek NK nie jest przewidywalny w czasie. Fakt ten moze wyjasniac,
dlaczego efekty zalezne od komorek NK obserwowane sg pozniej (np. zaleznosci
miedzy KIR a IR w +90, +270 i +365 dobie od transplantacji jak w Tabelach 12.-13.)
niz efekty wynikajgce ze zgodnosci w uktadzie HLA, ktére zaznaczajg sie gtdwnie
w pierwszych 2 miesigcach od HSCT.

Nastepnie nalezy wspomnie¢, ze aktywnos¢ uktadu odpornosciowego i reakcja
na czynniki zakazne moze takze wykazywacC zwigzek z wystepowaniem powiktan
nieinfekcyjnych. W publikacjach jest postulowany zwigzek alloreaktywnosci komérek
NK i wystepowania GvHD u pacjentéw po allo-HSCT oraz zapadalnosci na infekcje
w tym reaktywacje CMV po przeszczepie®®86-87. Ja nie prowadzitam takiej analizy, ze
wzgledu na skomplikowany model indukcji choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi przez czynniki zalezne od dawcy i przebieg kliniczny po przeszczepieniu
w tym dominujgcy wptyw istotnych modyfikaciji leczenia immunosupresyjnego®.

Licencjonowanie komodrek NK jest rzadko wystepujgcym zjawiskiem
w badanych grupach pacjentow poddawanych przeszczepieniu szpiku ze wzgledu na
koniecznos$¢ wspotwystepowania niezgodnosci w HLA pomiedzy dawcg i biorcg oraz
obecnos$¢ genu dla receptora KIR u dawcy szpiku. W badanej przeze mnie grupie,
warunki odpowiedzialne za wystgpienie licencjonowania wystgpity w zbyt niskiej liczbie
przypadkow, co nie pozwolito na ich szczegdtowg analize. Ocena roli licencjonowania
komorek NK wymaga badan obejmujgcych duze populacje, ktore sg mozliwe
w obecnych czasach w oparciu o dane rejestrow dawcow lub przeszczepianych
pacjentow, zwitaszcza jezeli rownocze$nie sg dostepne coraz powszechniejsze
badania genotypu receptoréw KIR.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze wystepowanie korzystnych efektow
klinicznych w powigzaniu z réznymi, niekiedy przeciwstawnymi efektami aktywaciji
i hamowania komérek NK wskazujg na skomplikowane i niezbyt przewidywalne
mechanizmy regulujgce ukfad odpornosciowy. Zaleznosci miedzy genotypem KIR

i aktywacjg lub hamowaniem komoérek NK moga by¢ dodatkowo modyfikowane przez
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wptyw genotypu na rekonstytucje immunologiczng. Temat jest stabo zbadany i nie
odnalaztam publikacji na temat zwigzku profilu genotypowego KIR z odnowg

limfocytarng, co zastuguje na dalsze badania.

4. Wptyw rodzaju kondycjonowania na wyniki leczenia i wystepowanie

niekorzystnych zdarzen oraz odnowe limfocytarng

Uzyskane przeze mnie wyniki nie pokazujg przewagi zadnego z protokotéw
kondycjonowania na przezycie dzieci poddawanych allo-HSCT. Na podstawie
randomizowanych wieloosrodkowych badan porownujgcych rézne rodzaje
kondycjonowania przed allo-HSCT istnieje wiele obserwacji dotyczgcych wptywu
rodzaju megaterapii na wyniki przeszczepienia, ale wiekszo$¢ pochodzi z populacji
dorostych pacjentéw. Czes¢ badan prezentuje przewage treosulfanu nad busulfanem
ze wzgledu na mniejszg toksycznosc, a wobec tego mniejsze ryzyko TRM i lepsze
0S?#. Ten rodzaj kondycjonowania jest rekomendowany u pacjentow obcigzonych
wczesniejszym leczeniem  przeciwnowotworowym, ktorzy odniosg korzysé
w przypadku redukcji intensywnosci megaterapii®®. Inni autorzy zwracajg uwage na to,
ze skuteczno$¢ obu rodzajow chemioterapii w zakresie eliminacji komorek
biataczkowych jest zblizona, co skutkuje podobnym prawdopodobienstwem przezycia
wolnego od zdarzen®!. Podobnie w badanej populacji nie zaobserwowano zwigzku
pomiedzy sposobem kondycjonowania a prawdopodobienstwem wystgpienia nawrotu
choroby. Brak réznic w zakresie OS, EFS i TRM pomiedzy podgrupami z réznymi
rodzajami kondycjonowania moze wynika¢ ze stosunkowo duzej réznorodnosci
rozpoznan.

Moje analizy nie wykazaly zwigzku pomiedzy rodzajem chemioterapii
zastosowanej w kondycjonowaniu a rekonstytucjg immunologiczng. Wedtug
niektorych autoréw rodzaj chemioterapii przed transplantacja moze miec¢ toksyczny
wptyw na grasice, a w konsekwencji opdznia odbudowe dojrzewajgcych tam komorek:
limfocytow T CD4+ i T CD8+°2. Wérdd rodzajow kondycjonowania wywotujgcych ostre
uszkodzenie grasicy wymieniono chemioterapie z uzyciem cyklofosfamidu oraz
radioterapie, natomiast w mojej pracy porownywatam przede wszystkim wplyw

zastosowania busulfanu i treosulfanu na odnowe immunologiczna.
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5. Wplyw innych parametrédw na wyniki leczenia iwystepowanie

niekorzystnych zdarzen oraz odnowe limfocytarng

W przeprowadzonych w niniejszej pracy analizach nie wykazano istotnego
statystycznie wptywu na przezycie dla wymienionych parametréw: pteC¢ pacjenta
(kobieta vs. mezczyzna), zréodto komoérek macierzystych CD 34+ (aferezat z krwi
obwodowej vs. krew szpikowa), rodzaj stosowanej profilaktyki GVHD (z ATG vs. bez
ATG). Analiza mojej grupy potwierdzita, ze zrédto komorek macierzystych (aferezat
z krwi obwodowej vs. krew szpikowa) oraz zastosowanie ATG majg wptyw na odnowe
limfocytarna.

Szybsza rekonstytucja immunologiczna, a wiec wczesniejsza odnowa komorek
odpornosciowych ma miejsce po transplantacjach wykorzystujgcych aferezat krwi
obwodowej, natomiast przeszczepienia szpiku kostnego charakteryzujg sie diuzszym
okresem neutropenii, podczas ktérego moze dojs¢ do zagrazajgcych zyciu powiktan
infekcyjnych, jednak wyniki mojej pracy nie pokazaty takiej zaleznos$ci® 4,
W literaturze podaje sie okreslone czynniki ryzyka procedury allo-HSCT i tak na
przyktad wedtug polskich autoréw, przeszczepianie komoérek macierzystych z krwi
obwodowej w chorobach nienowotworowych wigze sie z wyzszym ryzykiem TRM niz
przy zastosowaniu komorek szpiku kostnego®.

Jak zaprezentowatam w opracowanych przeze mnie wynikach, rekonstytucja
immunologiczna nastepuje wczesniej, jesli zrodtem komdrek macierzystych jest
aferezat z krwi obwodowej. Aferezat jest zrodtem nie tylko komérek macierzystych CD
34+, ale zawiera takze limfocyty T i B w ilosci nawet 10-krotnie wiekszej niz krew
szpikowa, co moze by¢ przyczyng wczesniejszej odbudowy uktadu odpornosciowego.
Moje analizy dotyczgce przeszczepien z wykorzystaniem aferezatu krwi obwodowej
wykazaty wyzszg liczbe limfocytow B i komorek NK w 1 miesigcu od transplantaciji,
komérek NK w 2 miesigcu od transplantacji oraz limfocytow T CD4+ okoto 1 rok po
transplantacji. Wedtug innych autorow komorki NK odnawiajg sie niezaleznie od
zastosowanego zrodta komorek macierzystych®?.

Zastosowanie globuliny antytymocytarnej opédznia rekonstytucje komorek
dojrzewajgcych w grasicy®, co znajduje odzwierciedlenie w moich badaniach. Wptyw
ten jest wyrazny w ciggu 1. miesigca po przeszczepie i dotyczy liczby limfocytow T.
U pacjentow, u ktérych nie stosowano seroterapii z ATG liczba limfocytoéw B i komorek

NK, a wiec komorek nie dojrzewajgcych w grasicy byta istotnie statystycznie wyzsza
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w +30 i +60 dobie od przeszczepu, co podkresla role alloreaktywnosci komérek NK
w tym okresie odnowy.

Podsumowujgc problematyke odnowy immunologicznej, czynniki modyfikujgce
liczbe komorek efektorowych, w tym szczegolnie NK, w bezposredni sposob bedg
wptywac na efekty ktorych mediatorem sg komérki NK. Stwarza to problem przy
wykorzystaniu mechanizméw zaleznych od alloreaktywnosci NK zaleznej od

receptorow KIR ze wzgledu na efekt supresji odnowy uktadu komorek NK.

6. Wplyw zmiennych na dynamike zmian chimeryzmu hematopoetycznego

Wyniki moich badan wykazaty, ze rodzaj kondycjonowania przed przeszczepem
ma zwigzek z prawdopodobienstwem uzyskania chimeryzmu allogenicznego, co jest
zgodne z obserwacjami innych autoréw. Ekspresja receptora 2DS1 wigzata sie
znizszym oraz uktadu HLA CO04 Ilub All / KIR 2DS4 (A) z wyzszym
prawdopodobienstwem petnego chimeryzmu dawcy, co mozna wyttumaczy¢ udziatem
komorek NK w eliminacji przetrwatych komdérek autologicznych. Wyzsze
prawdopodobienstwo uzyskania allogenicznego chimeryzmu w wypadku braku petnej
zgodnosci w HLA moze z kolei wskazywaC na silniej wyrazony efekt eliminaciji
autologicznej hematopoezy przez limfocyty T.

Sposrdéd dostepnych danych literaturowych warta zacytowania wydaje sie praca
Faraci i wsp., ktéra opiera sie o analize 85 pacjentow pediatrycznych z rozpoznaniem
nienowotworowym®°. Analizy chimeryzmu wstepnego oraz 12 miesiecy po
przeszczepieniu wykazaty, ze czynnikami wptywajgcymi na chimeryzm byly rodzaj
kondycjonowania i pte¢ pacjenta. Kondycjonowanie o zredukowanej intensywnosci
(w stosunku do kondycjonowania mieloablacyjnego) oraz pte¢ zenska wigzaty sie
z nizszym odsetkiem allogenicznego chimeryzmu.

Mohr i wsp. przeanalizowali dynamike zmian chimeryzmu w dniach 0-30 od
przeszczepu u 184 biorcdw przeszczepow allogenicznych®’. Badana populacja
zawierata choroby nowotworowe i nienowotworowe i obejmowata zaréwno dzieci, jak
i dorostych. Wedtug autorow na nizszy wynik chimeryzmu wptywa: mniejsza liczba
komérek CD34+ w materiale przeszczepowym i kondycjonowanie o zredukowane;j

intensywnosci oparte na fludarabinie, natomiast wczes$niejsza chemioterapia
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stosowana przed kondycjonowaniem i uzycie ATG wigzaty sie z wyzszymi wynikami
chimeryzmu od dawcy.

Warto zwréci¢ uwage, ze badania aktywnosci komorek NK w mechanizmach
eliminacji autologicznej hematopoezy nie znajdujg sie w centrum uwagi
transplantologii. Czesciowo mozna to wyttumaczy¢ silnym wptywem zaleznych od
limfocytbw T mechanizméw odpornosci swoistej, ale mozna odnies¢ wrazenie

niedocenienia roli komoérek NK.

7. Podsumowanie

Zaobserwowane przeze mnie wielokierunkowe efekty towarzyszgce réznicom
w uktadzie HLA pomiedzy dawcg i biorcg oraz zaleznosci wynikajgce z ekspresiji
receptoréw KIR lub réznych uktadéw receptor KIR — ligand HLA stanowig przyktad
skomplikowanych efektow zachodzgcych w odpowiedzi odpornosciowej po
przeszczepieniu szpiku (Tabela 21.). Podsumowujgc, zaobserwowatam korzystne
efekty wynikajgcych z obecnosci uktadu F oraz |, lepszg odnowe immunologiczng przy
obecnosci receptora 2DS4ins oraz uktadéw B i C, gorszg IR w przypadku ekspresji
receptorow 2DS3, 2DL5, 2DL5B i uktadow G lub I, atakze wspotwystepowanie
wyzszej $miertelnosci okotoprzeszczepowejprzy ekspresji receptorow 2DL5 i 2DL5B.
Istnienie efektéw zaleznych od receptoréw KIR w rekonstytucji immunologicznej jest
interesujgcg obserwacjg, wymagajgcg dalszych badan.

Zalezne od HLA mechanizmy inicjujgce odpowiedz odpornosciowg dotyczg
w gtdbwnej mierze limfocytow T, ktére po przeszczepieniu szpiku odpowiadajg
w dominujgcym stopniu za alloreaktywnos¢. W przeciwienstwie do komérek NK,
stanowigcych czes¢ odpornosci nieswoistej 0 mniej restrykcyjnej regulacji, limfocyty T
wchodzg w bezposrednig interakcje z tkankami gospodarza, sg odpowiedzialne za
odpornos¢ przeciwzakazng i wywotanie GvHD. Wyniki mojej pracy ukazujg
zdecydowanie mniejszg role uktadu komorek NK niz odpornosci specyficznej
w procesach immunologicznych po allo-HSCT. Alloreaktywno$s¢ komoédrek NK
odpowiada w pewnym stopniu za zjawisko GvL oraz eliminacje przetrwatych
hematopoetycznych komérek autologicznych, jednak efekty zwigzane z receptorami
KIR komérek NK nie przetozyly sie znaczgco silnie na poprawe przezycia pacjentow
w badanej przeze mnie grupie. Wobec tego dobor dawcy przeszczepu szpiku powinien

w pierwszej kolejnosci utrzymac restrykcyjny dobor HLA, a genotypowanie KIR moze
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pozosta¢c pomocniczym kryterium doboru dawcy w przypadku dostepnosci kilku

potencjalnych dawcéw.

Tabela 21. Zbiorcze zestawienie wynikéw istotnych statystycznie dotyczacych

receptora KIR i uktadow receptor KIR - ligand

Istotny parametr Efekt Rodzai
KIR lub ukfad kliniczny Efekt kliniczny szczegotowo odza)
receptor KIR - ligand 1123 receptora
2DL5 Wieksze ryzyko TRM,;
Gorsza IR hamujacy
w +270 dobie (T CD4+)
2DL5B Wieksze ryzyko TRM;
Gorsza IR hamujacy
w +270 dobie (T CD4+)
2DSs1 [x] nizsze wartosci chimeryzmu .
dawcy aktywujgcy
2DS3 Gorsza IR .
w +365 dobie (limf. B) aktywujacy
2DS4ins Lepsza IR ,
w +90 dobie (T CD4+, limf. B) | aktywujacy
HLA C04 lub A11/KIR 2DS4 [x] wyzsze wartosci chimeryzmu )
(uktad A) dawcy aktywujgcy
HLA A3 lub A11/KIR 3DL2 Lepsza IR .
(uktad B) w +30 dobie (T CD4+) hamujacy
haplotyp KIR B/x/KIR 2DS2 Lepsza IR
(uktad C) w +30 dobie (T CD4+) aktywujacy
w +90 dobie (limf. B)
HLA z gr. C2/KIR 2DL1 Lepsze OSi EFS .
(uktad F) hamujacy
HLA z gr. C2/KIR 2DS1 Gorsza IR
(uktad G) w +270 dobie (kom. NK) aktywujacy
w +365 dobie (kom. NK)
HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1 Lepsze OS i EFS;
(uktad I) Gorsza IR aktvwuiac
w +270 dobie (T CD4+, limf. B) ywujacy
w +365 dobie (T, T CD4+, limf. B)

Efekt kliniczny 1 = istotne statystycznie wyniki w zakresie OS, EFS, TRM
Efekt kliniczny 2 = istotne statystycznie wyniki w zakresie IR
Efekt kliniczny 3 = istotne statystycznie wyniki w zakresie chimeryzmu hematopoetycznego

symbol Xl jesli stwierdzono istotng statystycznie korelacje
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VI WNIOSKI

1. Stopien zgodnosci miedzy dawcg i biorcg w uktadzie HLA wywierat najsilniejszy
wplyw na przezycie pacjentow i odnowe limfocytarng w pierwszych 2
miesigcach po transplantacji, ale tylko w niewielkim stopniu na wysokosc
chimeryzmu po przeszczepieniu.

2. Uktad F (HLA z gr. C2/ KIR 2DL1) i uktad | (HLA z gr. Bw4/ KIR 3DS1) wigzg
sie z poprawg przezycia po allo-HSCT, ale poza tym mechanizmy zalezne od
KIR tylko w ograniczonym zakresie wptywajg na wyniki leczenia.

3. Ekspresji receptorow KIR lub réznych uktadow receptor KIR — ligand HLA
towarzyszg  zlozone  efekty = modyfikujgce  przebieg  rekonstytucji
immunologicznej lub wyniki chimeryzmu hematopoetycznego.

4. Ekspresja receptora 2DS4ins oraz uktadow B (HLA-A3 lub -A11/KIR 3DL2) i C
(haplotyp KIR B/x/ KIR 2DS2) wigze sie z lepszg, a receptorow 2DL5, 2DL5B,
2DS3 oraz uktadow G (HLA z gr. C2/ KIR 2DS1) i | (HLA z gr. Bw4/ KIR 3DS1)
Z gorszg rekonstytucjg immunologiczng.

5. Ekspresja receptorow 2DL5 i 2DL5B jest zwigzana z wyzszg Smiertelnoscig
okotoprzeszczepowa.

6. Ekspresja uktadu A (HLA-CO04 lub -A11/ KIR 2DS4) jest zwigzana z wyzszym,

a receptora 2DS1 z nizszym prawdopodobienstwem uzyskania petnego
allogenicznego chimeryzmu.
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VIl STRESZCZENIE

Allogeniczne przeszczepienie hematopoetycznych (allo-HSCT) komorek
macierzystych jest metodg leczenia chorob nowotworowych i nienowotworowych.
Przeszczep szpiku kostnego wigze sie z ryzykiem powiktan, do ktoérych nalezg przede
wszystkim toksycznosci wynikajgce z zastosowanej chemioterapii, powazne infekcje
zwigzane z niewydolnoscig uktadu immunologicznego i choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi. Ponadto w przypadku choréb nowotworowych istotny
problem stanowig nawroty choroby podstawowej po przeszczepieniu. Procedura
przeszczepowa rozni sie w przypadku rdéznych rozpoznan np. sposobem
kondycjonowania przed przeszczepieniem, a takze oczekiwanymi rezultatami np.
w zakresie wartosci chimeryzmu hematopoetycznego. U pacjentéw po allo-HSCT
badanie chimeryzmu okresla odsetek komérek pochodzgcych od dawcy i biorcy.
Autologiczna hematopoeza u pacjentow poddawanych transplantacji szpiku jest
eliminowana zarowno przed przeszczepem poprzez okreslony rodzaj
kondycjonowania, jak i po przeszczepie poprzez ztozone zjawiska immunologiczne.

Dobér odpowiedniego dawcy allo-HSCT opiera sie przede wszystkim na ocenie
zgodnosci w HLA miedzy dawcg i biorcg. W przypadku pacjentdow nie posiadajgcych
zgodnego dawcy wykonuje sie transplantacje od dawcéw czesciowo zgodnych lub
haploidentycznych.

Odnowa immunologiczna po allo-HSCT jest rozlozona w czasie i ma
dominujgce znaczenie na powodzenie procedury. Po przeszczepieniu szpiku kostnego
i odbudowie uktadu odpornosciowego obserwuje sie zjawisko alloreaktywnosci,
w ktérym nowo zrekonstytuowany uktad immunologiczny ma zdolnos¢ do reagowania
z komorkami gospodarza, czego skutki mogg by¢ zréznicowane.

Immunoglobulinopodobne  receptory komoérek cytotoksycznych  (KIR)
rozpoznajgce antygeny HLA wystepujg w roznych kombinacjach u ludzi i majg wptyw
na aktywnos¢ komorek NK. Genotyp KIR wptywa na aktywnos¢ komorek NK po
przeszczepieniu i warunkuje alloreaktywnosc¢. Dla alloreaktywnych komoérek NK cel
stanowig komdérki hematopoetyczne, wobec czego mogg one odpowiadacC za efekt
przeciwnowotworowy oraz za eliminacje przetrwatej hematopoezy autologicznej,

a wiec wyniki chimeryzmu.
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Celem niniejszej pracy byta analiza genotypu KIR pochodzenia od dawcy
u dzieci po allogenicznym przeszczepieniu szpiku kostnego oraz okreslenie zwigzku
uktadu receptorow KIR na komorkach dawcy i ich ligandow HLA na komaorkach biorcy
z wynikami przezycia i wystepowanie niekorzystnych zdarzen, odnowg limfocytow T,
B i komorek NK i wartoscig chimeryzmu hematopoetycznego.

Grupe 202 pacjentéw z diagnozg nowotworowg (89) i nienowotworowg (113)
w wieku 0,2 — 29 lat stanowili pacjenci poddani procedurze allo-HSCT w latach 2003-
2018. Badani pacjenci mieli wykonane jednorazowo genotypowanie KIR w materiale
pochodzgcym od dawcy przeszczepu, a takze sekwencyjne oznaczenia liczby
limfocytéw i wartosci chimeryzmu w okresie poprzeszczepowym w +30, +60, +90,
+180, +270, +365 dobie od transplantacji. W badaniu przeprowadzono analize wptyw
obecnosci poszczegdlnych gendéw kodujgcych KIR i oddziatywan uktadu KIR-ligand
HLA na wyniki przezycia (czas catkowitego przezycia OS, czas przezycia wolnego od
zdarzen EFS, przyczyny zgonu w tym TRM), odnowy limfocytarnej i wartosci
chimeryzmu. Analizowano réwniez zgodnos¢ w HLA miedzy dawcg i biorcg, rodzaj
kondycjonowania przed przeszczepem (busulfan vs. treosulfan vs. inne), zrodto
komérek macierzystych CD 34+ i zastosowanie ATG na wyniki przezycia.

Badania wykazaty, ze repertuar receptorow KIR wynikajgcy z ich genotypu,
a takze obecnos¢ okreslonych uktadéw receptor KIR — ligand w niewielkim stopniu
wptywaty na wyniki przezycia (OS, EFS, TRM), rekonstytucje immunologiczng
i chimeryzm hematopoetyczny. Wykazano korzystne efekty przezycia wynikajgce
z obecnosci uktadow HLA z gr. C2/KIR 2DL1 i HLA z gr. Bw4/KIR 3DS1 oraz
niekorzystne wynikajgce z obecnosci receptorow 2DL5 i 2DL5B, zaobserwowano
lepszg rekonstytucje immunologiczng przy ekspresji receptora 2DS4ins oraz uktadow
HLA A3 lub A11/KIR 3DL2 i haplotypu KIR B/x/ KIR 2DS2, a gorszg przy ekspresji
receptorow 2DL5, 2DL5B, 2DS3 oraz uktadow HLA z gr. C2/KIR i HLA z gr. Bw4/KIR
3DS1, wykazano wyzsze wartosci chimeryzmu dawcy przy obecnosci uktadu HLA
C04/A11/KIR 2DS4, a nizsze w przypadku ekspresji receptora 2DS1.

Stwierdzono, Ze stopien zgodnosci w HLA miedzy dawcg i biorcg wywierat
znaczagcy wplyw na przezycie pacjentéw, ponadto na odnowe limfocytarng,
szczegolnie w pierwszych 2 miesigcach po transplantaciji, ale w niewielkim stopniu na
wartos¢ chimeryzmu po przeszczepieniu. Stwierdzono, ze rodzaj kondycjonowania
przed allo-HSCT nie wptywat istotnie na wyniki przezycia pacjentow (OS, EFS, TRM),

ani na rekonstytucje immunologiczng. Zaobserwowano, ze transplantacje aferezatu
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krwi obwodowej wigzaty sie z wczesniejszg odnowg immunologiczng, a zastosowanie
globuliny antytymocytarnej opdzniato rekonstytucje komérek odpornosciowych.
Badania wykazaty, ze zjawiska immunologiczne po allo-HSCT sg ztozone
I zalezg od wielu czynnikow. Potwierdzono dominujgcg role mechanizmdéw odpornosci
swoistej zaleznych od HLA oraz stwierdzono mniejszy wptyw ukiadu komérek NK na
wyniki leczenia, rekonstytucje immunologiczng i chimeryzm. Wobec tego strategia
doboru dawcy przeszczepu szpiku powinna byC oparta o dopasowanie w HLA,
a genotypowanie KIR moze stanowi¢ pomocnicze kryterium w przypadku dostepnosci

kilku potencjalnych dawcéw.
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Vil SUMMARY

Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a method of
treating malignant and non-malignant diseases. Bone marrow transplant is associated
with the risk of complications, which mainly include chemotherapy-related toxicities,
severe infections associated with immune system failure, and graft versus host
disease. Moreover, in the case of malignant diseases, relapse of the primary disease
may occur after transplantation. The transplant procedure varies in the case of different
diagnoses, e.g. in the way of conditioning prior to transplantation, as well as in the
expected results, e.g. target value of hematopoietic chimerism. In patients after allo-
HSCT, testing of chimerism determines the percentage of donor and recipient cells.
Autologous hematopoiesis in patients undergoing bone marrow transplantation is
eliminated both before transplantation through a conditioning protocol, and after
transplantation through complicated immunological mechanisms.

The selection of an appropriate allo-HSCT donor is based primarily on the
assessment of HLA compatibility between the donor and recipient. In the case of
patients who do not have a compatible donor, transplants are performed from partially
matched or haploidentical donors.

Immune recovery after allo-HSCT is a process that changes over time and plays
a major role in the success of the procedure. After bone marrow transplantation and
the reconstitution of the immune system, the alloreactivity is observed where the newly
reconstituted immune system has the ability to react with the host cells.

Killer immunoglobulin-like receptors (KIR) occur in various combinations in
humans and recognize HLA antigens. The KIR genotype influences the activity of NK
cells after transplantation and determines alloreactivity. Hematopoietic cells are the
target for alloreactive NK cells, that's why NK cells are responsible for the anti-tumor
effect and for the elimination of persistent autologous hematopoiesis, and thus may

affect the chimerism results.
The aim of this study was to analyze the genotype of killer immunoglobulin-like

receptors in children after allo-HSCT and to determine the relationship between the

donor KIR receptors and their HLA ligands on the recipient cells with the survival
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results and the incidence of adverse events, reconstitution of T, B and NK lymphocytes
and value of hematopoietic chimerism.

The group consisted of 202 patients: 89 with hematologic malignancy and 113
with non-malignant disease transplanted in years 2003-2018. Age range was 0,2 — 29
years. The studied patients had initial KIR genotyping and next sequential
determinations of the number of lymphocytes and chimerism values in the post-
transplant period at +30, +60, +90, +180, +270, +365 days after transplantation. The
study analyzed the impact of the presence of individual genes encoding KIR and the
interaction of the KIR-HLA ligand system on survival results (OS overall survival, EFS
event-free survival, causes of death, including TRM), lymphocytic recovery and
chimerism. The roles of HLA compatibility between donor and recipient, type of
conditioning before transplant (busulfan vs. treosulfan vs. others), source of CD 34+
stem cells and use of ATG for survival results were also analyzed.

Studies have shown minor effect of the KIR receptors based genotype, as well
as the presence of specific KIR receptor-ligand interactions on treatment outcomes
(OS, EFS, TRM), immune reconstitution and hematopoietic chimerism. Improved
survival was observed in the presence of HLA C2 / KIR 2DL1, HLA Bw4 / KIR 3DS1
interactions and better immune reconstitution was present with 3DS3, 2DS4ins
receptors or with HLA A3 or All / KIR 3DL2, and the KIR B / x / KIR 2DS2
constellations. Presence of donor 2DL5 or 2DL5B receptors was associated with worse
survival and immune recovery. The HLA match between the donor and the recipient
had a significant impact on patient survival and, moreover, on lymphocytic
reconstitution, especially in the first 2 months after transplantation, but only slightly
influenced the value of post-transplant chimerism. It was found that the type of
conditioning prior to allo-HSCT did not significantly affect patient outcomes (OS, EFS,
TRM) or immune reconstitution. It was observed that peripheral blood apheresis
product transplantations were associated with earlier immune recovery, and the use of
anti-thymocytic globulin delayed the reconstitution of immune cells.

Studies have shown that the immune phenomena following allo-HSCT are
complex and dependent on many factors. The dominant role of HLA-dependent
mechanisms of specific immunity was confirmed, and minor influence of the KIR and
NK cell mediated phenomena on treatment outcomes, immune reconstitution and

chimerism was found. Therefore, the bone marrow transplant donor selection strategy
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should be based on matching in HLA, and KIR genotyping may be a supplementary

criterion when several potential donors are available.
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