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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

aGVHD

allo-HSCT

APC

ATG

auto-HSCT

CD163

cGVHD

CLS

CTL

EBMT

ELISA

G-CSF

GVHD

GvL

GvT

HSCT

Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. acute graft-vs.-host disease)

Transplantacja allogenicznych komoérek hematopoetycznych (ang. allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation)

Komoérka prezentujgca antygen (ang. antigen presenting cell)
Globulina antytymocytowa (ang. antithymocyte globulin)

Transplantacja autologicznych komoérek hematopoetycznych (ang. autologous
hematopoietic stem cell transplantation)

Biatko CD163 (ang. Cluster of Differentiation 163)

Przewlekta choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. chronic graft-vs.-host

disease)
Zespot przesigkania wlosniczek (ang. Capillary Leak Syndrome)
Limfocyty T cytotoksyczne (ang. cytotoxic lymphocytes)

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

Immunoenzymatyczny test fazy stalej (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. granulocyte colony
stimulating factor)

Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-vs.-host disease)
Reakcja przeszczep przeciw biataczce (ang. graft versus leukemia)
Reakcja przeszczep przeciwko guzowi (ang. graft versus tumor)

Transplantacja komorek krwiotworczych (ang. hematopoietic stem cell

transplantation)



IBMFS Zespoty wrodzonej niewydolnos$ci szpiku kostnego (ang. inherited bone marrow

failure syndromes)

IBMRT Miedzynarodowy Rejestr Transplantacji Szpiku Kostnego (ang. International Bone
Marrow Transplantation Registry)

Komorki Komorki naturalnej odpornosci (ang. natural killer T)

NK

LPS Lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide);

MAC Mieloablacyjne kondycjonowanie (ang. myeloablative conditioning)

MFD Zgodny dawca rodzinny (ang. matched family donor)

MHC Kompleks gtowny zgodnos$ci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
MD Zgodny dawca rodzinny lub dawca niespokrewniony zgodny w 10/10 lub 9/10 alleli

HLA (ang. matched donor)

MMD Czgsciowo zgodny w HLA dawca rodzinny lub niespokrewniony (ang. mismatched
donor)

MMF Mykofenolan mofetilu (ang. mycophenolate mofetil)

MMUD Czesciowo zgodny dawca niespokrewniony (ang. mismatched unrelated donor)

MSD Rodzenstwo zgodne w zakresie antygenow uktadu HLA (ang. matched sibling donor)

MTX Metotreksat (ang. methotrexate)

MUD Zgodny dawca niespokrewniony (ang. matched unrelated donor)

NIH Narodowy Instytut Zdrowia (ang. National Institute of Health)

NRM Smiertelno$é niezwigzana z nawrotem (ang. non-relapse mortality)

(0N Czas catkowitego przezycia (ang. overall survival)

PBSC Komoérki macierzyste krwi obwodowe;j (ang. peripheral blood stem cells)

REG3a Biatko Reg3a (ang. regenerating islet-derived protein 3 alpha)



RIC

sCD163

SOS

ST2

SR-aGVHD

TAM

TBI

VOD

Kondycjonowanie o zredukowanej intensywnosci (ang. reduced-intensity

conditioning)

Rozpuszczalna forma biatka CD163 (ang. soluble CD163)

Zespot niedroznos$ci zatokowej (ang. sinusoidal obstruction syndrome)
Biatko ST2 (and. The Suppression of Tumorigenicity 2 protein)

Posta¢ sterydooporna aGVHD (ang. steroid resistent aGVHD /steroid-refractory
aGVHD)

Mikroangiopatia zakrzepowa (ang. transplant-associated microangiopathy)
Napromieniowanie calego ciata (ang. Total Body Irradiation)

Choroba wenookluzyjna watroby (ang. veno-occlusive disease)



WYKAZ RYCIN

Rycina 1. Stezenia ST2 w dobie +28 po allo-HSCT u pacjentéw chorujacych na aGVHD oraz

pacjentéw nie chorujgcych na aGVHD (P@/ML)......ccoiiiiiiiiiiiiiic e 48
Rycina 2. Stezenie sCD163 w populacji aGVHD z podziatem na aGVHD posta¢ sterydooporng
(1) 1 StErydOWTAZITWE (0) .vvveeieiiieiiie ettt e b e be e e beeeanes 54
Rycina 3. Stezenie REG3a w populacji aGVHD z podzialem na aGVHD postaé
sterydooporng(1) 1 sterydowrazliwg (0) .......coooviiiiiiiiiieiieei e 55
Rycina 4. Stgzenie ST2 w populacji aGVHD z podziatem na aGVHD posta¢ sterydooporna(1)
1 StETYAOWTAZIIWE (0) 1nvveiiiiiieiiiee sttt b e et e e e bb e e s beeeanes 56
Rycina 5. Krzywa ROC - proba testowa (AUC 0,438)....ccuveieiieiiiieiie e seeseeee e 58
Rycina 6. Krzywa ROC - proba uczgca (AUC=0,944) .......cccoviiiiiiiiiiiieie e 59

Rycina 7. Proponowana warto$§¢ progowa st¢zenia sCD163 w dobie +1 aGVHD dzielaca

pacjentow na sterydoopornych i sterydowrazliwych. ..........ccooveiiiiiiiiiini e 60

10



WYKAZ TABEL

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne VOD/SOS u dzieci wg EBMT[30]......ccccooervrineninnieienen, 27
Tabela 2. Ocena nasilenia aGVHD wg zmodyfikowanej skali Glucksberga oraz skali wg

IBMRT uwzgledniajac kryteria Jacobsohna stosowane u pacjentéw pediatrycznych[36], [41],

[ ettt 31
Tabela 3. Ocena nasilenia aGVHD wg kryteriow ,MAGIC”[46] ........cccooveiiiiiniinniniiiienn, 33
Tabela 4. Charakterystyka pacjentOW ...........ccciiiiiieiiiiiieeii e 43

Tabela 5. Istotnos¢ statystyczna zwigzku pomiedzy st¢zeniem ST2, REG3a i sCD163 a NRM

Tabela 6. Istotnos$¢ statystyczna zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REG3a i sCD163 ze
WZNOW3 OTaZ SMICTCId ZWIGZANG Z€ WZINOWE ..vevvervierririeereasresseesseassesseessesssesseessessnesseessesssesses 45

Tabela 7. Istotno$¢ statystyczna zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REG3a i sCD163 z

WYSEAPICTIICII ZZOTIU ...ttt eteeeiee et e ssbe et e eseeesseeess e e be e e mee e nmeeanbe e b e e ann e e nbeeambeenbneenneennneanns 46
Tabela 8. Mediana stezen ST2, REG3a 1 sCD163 w catej kohorcie pacjentow ...................... 47
Tabela 9. Istotno$¢ statystyczna zwigzku migdzy stezeniami ST2, REG3a, sCDI163 z
wystapieniem aGVHD oraz sterydoopornej postaci aGVHD ... 49
Tabela 10. Mediana st¢zen ST2, REG3a 1 sCD163 w badanych punktach czasowych........... 50

Tabela 11. Analiza st¢zen ST2, REG3a, sCD163 w odniesieniu do czynnikow mogacych mieé
zwigzek z aGVHD u chorych z rozpoznanym aGVHD w dobach +7 oraz +28 po allo-HSCT

.................................................................................................................................................. 51
Tabela 12. Analiza zwigzku migdzy czynnikami zwigzanych z aGVHD oraz powiktaniami po
allo-HSCT a stezeniami ST2, REG3a, sCD163 w +1 oraz +7 dobie aGVHD......................... 52
Tabela 13. Istotno$¢ statystyczna zwigzku migdzy stezeniami ST2, REG3a, sCD163 z
wystapieniem sterydoopornej postaCi AGVHD ... 53
Tabela 14. Sterydooporna posta¢ aGVHD - ocena parametréw jednoczynnikowego modelu
L=T0 oSy T (oo 51074 1 1= [ OSSR 57
Tabela 15. Stezenia ST2, REG3a, sCD163 w trzech kategoriach (low, medium, high) ......... 60

Tabela 16. Roznice stezen markerdw po ich przekodowaniu (low, medium, high) w przypadku
sterydowrazliwej oraz sterydoopornej postaci aGVHD ..........ccccoovviiiiiiiiciie 62
Tabela 17. Istotno$¢ statystyczna zwigzku migdzy stezeniami ST2, REG3a, sCD163 z
wystgpieniem powiktan po allo-HSCT .......ooiiiiiiii e 63

Tabela 18. Istotnos¢ statystyczna zwigzku miedzy stezeniem ST2 a zmiennymi jako§ciowymi



Tabela 19. Zwigzek miedzy stgzeniem ST2, REG3a 1 sCD163 ze zmiennymi ilo§ciowymi . 66

12



1. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep

Allogeniczne przeszczepienie komorek hematopoetycznych (allo-HSCT) jest niejednokrotnie
jedyna dostepng metoda ratujaca zycie pacjentdow z chorobami nowotworowymi oraz
nienowotworowymi. Niestety, powiklania procedury przeszczepowej wcigz stanowig
ograniczenie tej metody leczenia. Jednym z najczeSciej wystepujgcych powiktan po procedurze
allo-HSCT jest ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. acute graft-vs.-host
disease — aGVHD), ktora wystepuje u okoto potowy pacjentow i stanowi jedng z gldownych
przyczyn S$mierci niezwigzang ze wznowg[l]. Ostra choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi dotyczy zwykle skory, przewodu pokarmowego 1 watroby. Poznane sg czynniki
ryzyka aGVHD, do ktorych naleza m.in.: wiek pacjenta, rodzaj kondycjonowania, rodzaj
dawcy, zgodnos¢ w antygenach HLA miedzy dawca a biorcg[2]. Niemniej, w praktyce
klinicznej nie sg dostepne zadne metody, ktére umozliwityby wyodregbnienie grupy pacjentéw,
u ktorych wystepuje wysokie ryzyko wystapienia aGVHD, w tym sterydoopornej postaci
aGVHD. Poznanie markerow zwigzanych z tym powikltaniem mogloby umozliwié
wprowadzenie lepszej profilaktyki oraz szybsze i lepiej ukierunkowane leczenie sterydoopornej
postaci aGVHD, poprawiajac tym samym przezywalno$¢ pacjentéw poddanych procedurze
allo-HSCT.

Cel pracy

Celem pracy byta prospektywna analiza trzech potencjalnych laboratoryjnych markerow
oznaczonych z osocza pacjentow poddanych procedurze allo-HSCT: ST2, REG3a, SCD163,
ktore moga by¢ zwigzane z wystgpieniem aGVHD oraz sterydooporna postacia aGVHD.
Dodatkowym celem pracy byta proba oszacowania zwigzku pomigdzy stezeniem badanych
biatek, a wynikami przezycia oraz wystapieniem innych niz aGVHD powiktan po procedurze

allo-HSCT.

Materialy i metody

Do badania wiaczono 70 pacjentéw pediatrycznych poddanych procedurze allogenicznego
przeszczepienia komorek hematopoetycznych w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i
Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu w latach 2020-2022, okres obserwacji pacjentow

wynosit minimum 7 miesiecy po transplantacji. Badanie zostato zrealizowane dzigki projektowi
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w ramach $rodkéw finansowych Fundacji ,,Na Ratunek Dzieciom z Chorobg Nowotworowg”
na podstawie Umowy nr B/03/05/2020 z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu. Oceniano
stezenia trzech potencjalnych biomarkeréw w osoczu pacjentow: ST2, REG3a i SCD163. W
tym celu zostaty pobrane probki osocza w dobie +7 oraz w dobie +28 po allo-HSCT, dodatkowe
probki w dniu rozpoznania aGVHD oraz w +7 dobie leczenia aGVHD. Materiat poddany byt
analizie za pomoca testu immunoenzymatycznego (ang. enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA), ktory umozliwil oznaczenie st¢zenia badanych biatek. W niniejszej pracy
przeprowadzono analiz¢ wptywu stezenia ST2, REG3a oraz SCD163 na wystgpienie aGVHD,
sterydoopornej postaci aGVHD oraz wyniki przezycia takie jak czas calkowitego przezycia
(ang. overall survival - OS) oraz $miertelno$¢ niezwigzana z nawrotem (ang. non-relapse
mortality - NRM). Dodatkowo, oceniano zwigzek stgzen ST2, REG3a oraz sCD163 z
pojawieniem si¢ innych powiktan przeszczepowych takich jak choroba wenookluzyjna
watroby, powiklania krwotoczne, zespot przesigkania $rodbtonkéw (ang. Capillary Leak
Syndrome — CLS), powiktania ptucne, powiktania kardiologiczne, a takze ze wznowg choroby
podstawowej.

Wyniki

Niniejsze badanie wykazalo, ze stezenie ST2 w dobie +28 po allo-HSCT jest istotnie wyzsze u
chorych zaGVHD, jak réwniez u pacjentéw ze sterydooporng postacig aGVHD, niz u 0oséb nie
chorujacych na te powiktania po transplantacji komorek hematopoetycznych. Nie stwierdzono,
aby REG3a miat zwigzek ani zaGVHD, ani ze sterydooporng postaciag aGVHD. W przypadku
stezenia SCD163 w calej kohorcie pacjentow réwniez nie stwierdzono statystycznie istotnych
réznic u chorych z aGVHD jak rowniez sterydooporng postacig aGVHD. Wykazano natomiast,
ze w grupie chorych z rozpoznanym aGVHD obserwuje si¢ nizsze stezenia SCD163 u oséb ze
sterydooporng postacia aGVHD niz z postaciag sterydowrazliwg aGVHD (w dobach +28 po
allo-HSCT oraz +1 aGVHD).

Nie stwierdzono, aby st¢zenia ST2, REG3a oraz SCD163 wplywaly na wskazniki przezycia,
takie jak OS i NRM, jak rowniez ryzyko wystapienia wznowy.

Wykazano, ze stezenie ST2 w dobie +28 po allo-HSCT jest istotnie wyzsze u oso6b z chorobg
wenookluzyjng watroby. Nie stwierdzono, aby st¢zenia REG3a oraz SCD163, jak rowniez ST2

w dobie +7, korelowaly z ryzykiem wystapienia choroby wenookluzyjnej watroby.
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Analiza innych powiktan procedury allo-HSCT wykazata, ze u chorych z zespolem
przesigkania wlosniczek obserwuje si¢ wyzsze stezenie REG3a w dobie +28, a u chorych z
powiktaniami krwotocznymi ST2 w dobie +28 po allo-HSCT. Nie wykazano, aby st¢zenia
pozostatych badanych biatek w analizowanych punktach czasowych korelowaly z ryzykiem
wystgpienia CLS oraz powiktaniami krwotocznymi. Stezenia ST2, REG3a oraz sCD163 nie

r6znily si¢ rowniez w przypadku powiktan pulmonologicznych oraz kardiologicznych.
WhioskKi

Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi jest ztozonym procesem, dla wielu
klinicystow stanowi wyzwanie pod wzgledem jej rozpoznania oraz leczenia. W badaniu
wykazano, ze biatko ST2 moze by¢é markerem shuzagcym do monitorowania aktywnos$ci
aGVHD lub potwierdzajacym aGVHD, jak roéwniez moze by¢ pomocne W przewidywaniu
sterydoopornej postaci aGVHD. Ponadto wykazano wptyw VOD na stezenie ST2, a zespotu
przesigkania wlosniczek na stezenie REG3a. Niemniej, niezbedne sa dalsze badania na
wiekszej probie pacjentow, ktore pozwoliltyby zweryfikowac znaczenie stezenia markera ST2
w dobie +28 po allo-HSCT lub wczesniej oraz markera sSCD163 w dobie +28 i +1 aGVHD jako
potencjalnych czynnikéw rokowniczych pozwalajagcych na ocene prawdopodobienstwa

wystapienia aGVHD u pacjentow po allo-HSCT.
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2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is often the only curative
option in case of patients suffering from malignant and non-malignant diseases. Unfortunately,
allo-HSCT is associated with many complications which are a limitation of this treatment
method. One of the most frequent complications is acute graft versus host disease (aGVHD),
which occurs in about half of the patients after these procedures and is one of the leading causes
of non-relapse mortality (NRM). Acute graft versus host disease targets the skin,
gastrointestinal tract and liver. The risk factors for aGVHD include: patient's age, type of
conditioning, type of donor, compatibility in HLA antigens between the donor and the recipient.
Nevertheless, there are no methods available in clinical practice that would allow the
identification of a group of patients at high risk of aGVHD, including steroid-resistant aGVHD.
Knowing the markers associated with this complication would enable better prophylaxis and
faster and more targeted treatment of steroid-resistant aGVHD, thus improving the survival rate

of patients undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

The aim of this study

The aim of the study was a prospective analysis of three potential laboratory proteins: ST2,
Reg3a , SCD163, which may be associated with the occurrence of aGVHD and steroid-resistant
aGVHD. An additional aim of the study was an attempt to estimate the relationship between
the concentration of the tested proteins and the results of survival and the occurrence of

complications other than aGVHD after the allo-HSCT procedure.

Materials and methods

The study included 70 pediatric patients undergoing allogeneic allo-HSCT at the Department
of Bone Marrow Transplantation, Oncology and Pediatric Hematology in Wroctaw in 2020-
2022, the follow-up was at least 7 months after the allo-HSCT procedure. The objectives of the
work were achieved thanks to the project entitled "ST2 and REG3a as markers of acute graft-
versus-host disease in children undergoing allogeneic hematopoietic cell transplantation™
granted by the funds of the "Saving Kids with Cancer Foundation” and its cooperation with

Wroclaw Medical University.
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The concentrations of three potential biomarkers: ST2, REG3a and sCD163 in the plasma of
patients were assessed. Plasma samples were collected on day +7 and +28 after allo-HSCT,
additional samples on the day of aGVHD diagnosis and on day +7 of aGVHD treatment. The
material was analyzed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In this study,
the impact of elevated ST2, Reg3a., SCD163 on the occurrence of aGVHD, steroid-resistant
aGVHD, the survival results such as overall survival (OS) and non-relapse and
mortality (NRM) was analyzed. Furthermore, the relationship of ST2, Reg3a and sCD163 with
the occurrence of veno-occlusive disease, bleeding complications, cardiac complications,

pulmonary complications, capillary leak syndrome and relapse was assessed.
Results

The study showed that the ST2 level on day +28 after allo-HSCT is significantly higher in
patients with aGVHD, as well as in patients with steroid-resistant aGVHD, than in patients
without these complications after hematopoietic stem cell transplantation. The REG3a has not
been found to be associated with neither aGVVHD, nor steroid-resistant aGVHD. In the entire
cohort of patients, there were no statistically significant differences of the concentration of the
sCD163 in patients with aGVHD as well as steroid-resistant aGVHD. However, it was shown
that in the group of patients diagnosed with aGVVHD, lower concentrations of the SCD163 are
observed in patients with steroid-resistant aGVHD than in patients with steroid-sensitive
aGVHD (on days +28 after allo-HSCT and +1 aGVHD).

It was found that concentrations of ST2, REG3a and sCD163 did not significantly affect

survival factors such as OS and NRM, as well as the risk of relapse.

The study showed that the concentration of the ST2 on day +28 after allo-HSCT is significantly

higher in patients with veno-occlusive disease.

The analysis of other complications of the allo-HSCT procedure showed that in patients with
capillary leakage syndrome the level of REG3a is higher on day +28, and in patients with
bleeding complications the level of ST2 is higher on day +28 after allo-HSCT. The
concentrations of other proteins at the examined time points have not been shown to correlate
with the risk of capillary leakage syndrome or bleeding complications. The concentrations of
ST2, REG3a and sCD163 did not differ in the case of pulmonary and cardiological

complications.
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Conclusions

Acute graft-versus-host disease is a complex process for many clinicians that poses a challenge
to its diagnosis and treatment. My study showed that the ST2 protein can be a marker to monitor
aGVHD activity or confirm aGVHD, and may be helpful in predicting steroid-resistant
aGVHD. Furthermore, the VOD impact on ST2, and capillary leak syndrome on REG3a was
shown. Nevertheless, further studies on a larger sample of patients are necessary to verify the
significance of ST2 marker concentration on day +28 after allo-HSCT or earlier, and sCD163
concentration on day +28 and +1 aGVHD, as potential prognostic factors allowing to assess the
likelihood of aGVHD in patients after allo-HSCT.
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3. CZESC TEORETYCZNA
3.1. WSTEP

Transplantacja komorek hematopoetycznych jest metoda ratujaca zycie w wielu chorobach
nowotworowych i nienowotworowych. Procedura ta wigze si¢ z pojawieniem si¢ powiktan, do
ktorych nalezy choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD), infekcje, powiktania
zwigzane z toksycznos$cig stosowanych lekéw. W skrajnych przypadkach powiktania prowadza
do $mierci pacjenta. Mimo coraz lepszego doboru dawcow oraz stosowania udoskonalonych
metod leczenia kondycjonujacego, powiktania procedury przeszczepowej nadal sg istotnym

ograniczeniem tej metody leczenia.

Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (aGVHD) jest czestym powiklaniem
wystepujacym po procedurze allogenicznej transplantacji komérek hematopoetycznych (allo-
HSCT). W zaleznosci od rodzaju przeszczepu powiktanie t0 wystgpuje u okoto 30-80%
pacjentow 1 wigze si¢ ze zwigkszong $miertelnosciag niezwigzang z nawrotem[1]. Rozpoznanie
aGVHD jest czgsto utrudnione w zwiazku z podobienstwem objawow do tych towarzyszacych
infekcjom oraz zwigzanych z toksycznos$cig lekow. U niektorych pacjentdéw wykonanie biopsji
diagnostycznej potwierdzajacej diagnoz¢ aGVHD moze by¢ przeciwwskazane ze wzgledu na
zty stan ogdlny chorego. Leczenie pierwszej linii aGVHD polega na ogolnosystemowej podazy
kortykosterydow z kliniczng oceng efektywnosci leczenia po tygodniowej terapii. Niestety, u
okoto 1/3 pacjentéw chorujacych na GVHD stwierdza si¢ oporno$¢ na sterydoterapie, co W

konsekwencji wigze si¢ ze zwigkszong smiertelnoscia[3].

W dostgpnej literaturze brak jest jednoznacznych danych odnos$nie markeréw majacych
zwigzek z aGVHD oraz jej sterydooporng postacig, mimo ze od dwoch dekad prowadzone sg
badania majace na celu ich odkrycie. Obecnie w praktyce klinicznej nie stosuje si¢ testow
laboratoryjnych, ktore ulatwilyby rozpoznanie aGVHD, pozwolityby przewidzie¢
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ tej choroby, przewidziec¢ jej cigzki przebieg Czy opornos¢
na leczenie pierwszej linii — leczenie kortykosterydami. Odkrycie markerow zwigzanych z
ryzykiem wystapienia aGVHD, w potaczeniu z tatwoscig ich oznaczania, moglyby pomoc
klinicystom trafniej stawia¢ rozpoznanie, ocenia¢ rokowanie, a nawet ocenia¢ odpowiedz na
leczenie, a tym samym polepszy¢ jako$¢ leczenia. W zwigzku z tym w niniejszej pracy podjeto
probe analizy trzech potencjalnych markerow, ktore wedtug dostepnych publikacji mogg mie¢
zwigzek z aGVHD. W pracy przeprowadzono analizg oparta na prospektywnym badaniu, do
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ktorego wigczono pacjentow pediatrycznych hospitalizowanych w Klinice Transplantacji
Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej we Wroctawiu, ktorych poddano allogenicznej
transplantacji komorek hematopoetycznych. W badaniu analizowano stgzenia trzech
potencjalnych markeréw mogacych mie¢ zwigzek z aGVHD tj. ST2, REG3a, sCD163 w
dobach +7, +28 po allo-HSCT, a w przypadku wystgpienia aGVHD roéwniez w dniu jej
rozpoznania (+1 aGVHD) oraz w +7 dobie leczenia tego powiktania.

3.2. ALLOGENICZNA TRANSPLANTACJA KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Transplantacja allogenicznych komorek hematopoetycznych jest metodg leczenia powszechnie
stosowang na $§wiecie, na przestrzeni lat systematycznie zwigksza si¢ liczba dawcow szpiku.
Procedura ta jest niejednokrotnie jedyna metoda leczenia choréb nowotworowych oraz
nienowotworowych. Wyré6znia si¢ transplantacj¢ autologiczng (ang. autologous hematopoietic
stem cell transplantation — auto-HSCT), w ktorym materialem przeszczepowym sg komorki
pacjenta oraz transplantacje allogeniczng (ang. allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation — allo-HSCT) komorek pochodzacych od dawcy. Celem allogenicznego
przeszczepienia komorek hematopoetycznych jest w przypadku chordb nienowotworowych
calkowite lub czgsciowe zastgpienie niewydolnych komorek krwiotworczych biorcy. W
przypadku choréb nowotworowych, w celu usunigcia nieprawidtowych klonow komorek
stosuje si¢ megachemioterapi¢/radioterapi¢ z nastepows infuzjg komoérek hematopoetycznych
dawcy. Efekt przeszczepienia szpiku jest zwigzany z reakcja przeszczep przeciw biataczce
(ang. graft versus leukemia - GvL) uwarunkowana m.in. przeszczepionymi limfocytami T oraz
komorkami naturalnej odpornosci (ang. NK cells)[4]. Niestety, procedura allo-HSCT jest
rowniez zwigzana z ryzykiem wystapienia niepowodzenia terapii pod postacig nawrotu choroby
podstawowej oraz NRM. Niemniej, postep w typowaniu antygenow HLA, precyzyjny dobor
dawcéw, opracowanie standardow chemioterapii oraz postgpowania przeszczepowego, W tym
leczenia i profilaktyki powiktan infekcyjnych i nieinfekcyjnych, przyczynity si¢ do znaczacego

zmniejszenia $miertelnosci pacjentéw poddanych procedurze allo-HSCT.
3.3. RYS HISTORYCZNY

Obecny rozwoj transplantologii ma swoje poczatki od okoto 1900 roku, kiedy to odkrycie grup
krwi przed Landsteinera przyczynito si¢ do przeprowadzania udanych transfuzji krwi[5].
Pierwsze podanie komoérek szpiku przeprowadzita grupa badaczy Osgood, Riddle i Mathews u

pacjenta z anemig aplastyczng w 1939 roku[6]. W czasie II wojny $wiatowej, kiedy uzyto
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bomby atomowej, wiedza na temat transplantacji zwigkszyta si¢ takze 0 zgromadzone dane na
temat wplywu promieniowania na szpik kostny. Nastepnie, w latach 50. XX wieku, opisano
mozliwos$¢ leczenia pancytopenii u zwierzat poddanych transplantacji szpiku kostnego,
uprzednio napromienianych[7]. W 1956 roku Barnes i Loutit opisali po raz pierwszy objawy
reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi u myszy, ktora po napromienianiu z nast¢powym
przeszczepieniem krwiotworczych komoérek zostata wyleczona z aplazji, jednak rozwingta
biegunke, utrat¢ masy ciata, zmiany skorne oraz zaburzenia watrobowe co w konsekwencji
doprowadzito do jej $mierci[8]. Opisu warunkéw, jakie powinny byt spetnione przy
rozpoznaniu GVHD, dokonat dziesie¢ lat pdzniej Billingham uwzgledniajgc nastepujace:
przeszczepiony szpik musi zawiera¢ komorki immunokompetentne, biorca nie moze by¢
zdolny do skutecznej reakcji odrzucenia lub wyeliminowania przeszczepionych komorek,
biorca musi wykazywaé ekspresje antygenow tkankowych, ktore nie sg obecne u dawcy
przeszczepu[9]. Rowniez badania E. Donnalla Thomasa znaczaco przyczynity si¢ do rozwoju
transplantacji szpiku, a przeprowadzone przez naukowca przeszczepienie w 1957 roku,
uwazane jest za pierwsza allogeniczng transplantacje komodrek hematopoetycznych u
cztowieka[10]. W zwiagzku ze swoim niepodwazalnym wktadem w rozwdj tej metody leczenia
biataczki E. Donnall Thomas zostal nagrodzony w 1990 roku Nagroda Nobla w dziedzinie
medycyny[11]. Pierwsze udane przeszczepienie komorek hematopoetycznych u pacjenta z
niedoborem odporno$ci zostal natomiast przeprowadzony przez R.A. Gatti i wsp. w 1968
roku[12]. Poczawszy od lat 70. XX wieku obserwowano poprawe przezywalnos$ci u pacjentow
poddanych procedurze transplantacji szpiku, co byto zwigzane z odkryciem uktadu zgodnos$ci
tkankowej (ang. Human Leukocyte Antigen - HLA), a w konsekwencji mozliwoscig lepszego
doboru dawcow. W 1974r. powstata Europejska Grupa Przeszczepiania Krwi i Szpiku (ang.
European Group for Blood and Marrow Transplantation - EBMT) umozliwiajaca promocjg
wiedzy zwigzanej z przeszczepianiem komorek hematopoetycznych oraz standaryzacji
procedur przeszczepowych. Polacy rowniez mieli swoj wkiad w rozwoj transplantologii. Mimo
iz przyjmuje si¢, ze pierwsza transplantacja komorek hematopoetycznych na §wiecie zostata
przeprowadzony w 1939 roku przez zespo6t Osgood, Riddle i Mathews, to istotnym historycznie
jest fakt, ze juz w 1938 r. Jan Rosenbusch (po wojnie nazywany Jan Stefan Raszek) i Franciszek
Groer na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie, wstrzykiwali chorym szpik pobrany od
0sob zdrowych. Niemniej, w Polsce pierwsza udana transplantacja komorek krwiotworczych

zostala przeprowadzona przez zesp6t prof. Wiestawa W. Jedrzejczaka 28 listopada 1984 roku.
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Biorcg komorek hematopoetycznych byta 6-letnia dziewczynka z rozpoznang niedokrwistoscia

Diamonda-Blackfana, dawcg byla siostra pacjentki zgodna w zakresie HLA 1 klasy[13].
3.4, ZRODLA KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Poczatkowo przeszczepienia komodrek krwiotworczych dokonywano stosujac jako jedyne ich
zrodlo szpik kostny (ang. bone marrow - BM). Obecnie, w celu uzyskania komorek
hematopoetycznych wykorzystywanych do przeprowadzenia procedury HSCT, wykorzystuje
si¢ rowniez Krew obwodowsa (ang. peripheral blood stem cells - PBSC) oraz krew pepowinowa
(ang. cord blood - CB). Pierwsza zakonczona sukcesem transplantacja krwiotworczych
komorek ze szpiku kostnego zostata przeprowadzony w 1968 roku, z krwi pepowinowej w 1988
roku, natomiast pierwsze doniesienie o zastosowaniu krwi obwodowej jako zrédla materiatu
przeszczepowego pochodzi juz z 1986 roku[12]-[14]. Komoérki hematopoetyczne ze szpiku
kostnego pobierane sa metodg wielokrotnych naktu¢ gtownie z talerza biodrowego, cO jest
zwigzane Z mozliwoscig powiklan podczas znieczulenia ogodlnego lub miejscowego, a
dodatkowo w przypadku ro6znicy masy ciata dawcy i biorcy, moga pojawi¢ si¢ trudnosci w
uzyskaniu odpowiedniej ilo$ci komérek CD34+. Niemniej, ilos¢ limfocytow T jest nizsza niz
w przypadku PBSC co jest zwiazane z mniejszym ryzykiem wystapienia choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi[15]. Komorki hematopoetyczne z krwi obwodowe]j pobierane sa
metodg aferezy po etapie tzw. mobilizacji, w ktorym dawcy podaje si¢ czynnik wzrostu kolonii
granulocytarnych (ang. granulocyte colony stimulating factor — G-CSF). Metoda ta uwazana
jest za bezpieczna, jednak opisano pojedyncze przypadki cigzkich powiklan takich jak ostre
uszkodzenie pluc[16]. Zaleta stosowania krwi obwodowej jako zrodita komorek
hematopoetycznych jest uzyskiwanie wigkszej ich ilosci, szybsza odbudowa immunologiczna,
mniejsze ryzyko wznowy oraz przeprowadzanie zabiegu bez konieczno$ci znieczulenia[15],

[17].
3.5. DAWCY KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Gloéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex - MHC),
odpowiadajacy za prezentacj¢ antygenow limfocytom, odgrywa wazng rolg przy doborze
dawcoéw komorek krwiotworczych. MHC sktada si¢ z trzech klas genow, znajdujacych sie u
ludzi na chromosomie 6 oraz ich produktéw, do ktorych naleza ludzkie antygeny tkankowe
HLA. Czasteczki klasy | zawieraja HLA A, B i C; klasa druga zawiera DRB1,
DRB3/4/5,DQB1, DPB1; do klasy III zalicza si¢ geny sktadnikéw dopetniacza (C2, C4A,C4B,
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Bf), biatka szoku cieplnego (HSP70), biatka rodziny TNF[18], [19]. Antygeny zgodnoS$ci
tkankowej odpowiadaja za indukowanie odpowiedzi odporno$ciowej poprzez prezentacje
antygenow receptorom komorek T (ang. T-cell receptor - TCR) oraz rozpoznawanie
fragmentow obcych czgsteczek HLA[20]. Podczas typowania dawcy, uwzglednia si¢ antygeny:
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ oraz HLA-DPB1[21]. Rozroznia si¢
genotypowanie HLA o niskiej, posredniej oraz wysokiej rozdzielczo$ci. Genotypowanie HLA
o niskiej rozdzielczosci okresla grupe alleli o zblizonej sekwencji, podczas gdy genotypowanie
HLA o wysokiej rozdzielczo$ci umozliwia uzyskanie informacji o fragmencie allelu HLA
kodujacym sekwencje aminokwasow w czasteczce HLA. Najbardziej optymalnym dawcg pod
wzgledem zgodnosci tkankowej jest biologiczne rodzenstwo pacjenta. W przypadku jego
braku, poszukuje si¢ dawcow niespokrewnionych. W tym przypadku niezbgdne jest
genotypowanie na poziomie wysokiej rozdzielczosci[20]. Roznice w glownych antygenach
tkankowych zwigzane sg z wystapieniem reakcji przeszczep przeciwko biataczce co pozwala
na wybor dawcy charakteryzujacego si¢ niewielka niezgodno$cig w przypadku biorcow z
chorobami nowotworowymi. Wsrod pacjentow przeszczepianych z powodu chorob
nienowotworowych najbardziej pozadanym dawca jest dawca zgodny w 10/10 allelach[21].
Oprocz reakcji przeszczep przeciwko biataczce, niezgodno$¢ antygenowa w uktadzie HLA
wplywa na wzrost ryzyka wystapienia aGVHD stanowigc istotne ograniczenie procedury
przeszczepowej przy braku zgodnego dawcy[22]. Wyrodznia si¢ nastgpujace rodzaje dawcow
komorek hematopoetycznych: zgodny dawca rodzinny (ang. matched family donor - MFD),
zgodny dawca niespokrewniony (ang. matched unrelated donor - MUD), cze$ciowo zgodny
dawca niespokrewniony (ang. mismatched unrelated donor - MMUD), dawca
haploidentyczny[23].

Zgodnos$¢ dawcy i biorcy pod wzgledem grupy krwi, podobnie jak pici nie jest konieczna.
Niemniej, istniejg doniesienia, ze u biorcoOw plci meskiej wystepuje wyzsze ryzyko wystgpienia
ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi jesli dawcg jest kobieta w przypadku gdy

zastosowano kondycjonowanie o obnizonej intensywnosci[24].

U wszystkich dawcow przeprowadzane sg badania majace na celu wykluczenia infekcji m.in.:
ludzkim wirusem niedoboru odpornoéci (ang. Human Immunodeficiency Virus - HIV), wirusem
cytomegalii (ang. cytomegalovirus - CMV), wirusami ludzkiej biataczki z komorek T 112 (ang.
Human T-lymphotropic virus type 1 and 2 - HTLV1 i 2), wirusem Epsteina Barr (ang. Epstein-

Barr virus - EBV), wirusowym zapaleniem watroby, toksoplazmoza, kitag[25]. Dawca musi
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wyrazi¢ $wiadomg | pisemng zgode na pobranie komorek hematopoetycznych oraz musi by¢
zbadany fizykalnie bez lekarza. W przypadku gdy dawca komorek hematopoetycznych jest

dziecko, zgode musi wyrazi¢ opiekun prawny oraz, w Polsce, Sad Rodzinny.

3.6, KONDYCJONOWANIE PRZED TRANSPLANTACJA KOMOREK

HEMATOPOETYCZNYCH

Bezposrednio przed przeszczepieniem komorek hematopoetycznych stosuje si¢ leczenie
kondycjonujace. Kondycjonowanie ma na celu zniszczenie komorek szpiku biorcy jako
element leczenia choroby podstawowej, w tym np. przetrwatych komorki biataczkowych oraz
wytlumienia uktadu odpornosciowego, aby zmniejszy¢ ryzyko odrzucenia przeszczepionych
komorek hematopoetycznych. Wyréznia si¢ dwa glowne rodzaje kondycjonowania:
megachemioterapi¢ (bardzo wysokie dawki chemioterapii) lub napromieniowanie catego ciata
(ang. Total Body Irradiation - TBI) w potaczeniu z chemioterapig. Rodzaj i intensywno$¢
zastosowanego kondycjonowania zaleza od wielu czynnikow takich jak choroba podstawowa,
wiek pacjenta, choroby wspotistniejace. W zaleznosci od intensywnosci kondycjonowania
wyroznia si¢ nastepujace rodzaje: konwencjonalne kondycjonowanie mieloablacyjne (ang.
myeloablative conditioning - MAC), kondycjonowanie o zredukowanej intensywnosci (ang.
reduced-intensity conditioning - RIC) oraz kondycjonowanie niemieloablacjne. W poréwnaniu
do konwencjonalnego mieloablacyjnego kondycjonowania, RIC zwigzane jest z nizszym
ryzykiem wystgpienia toksyczno$ci, co umozliwila przeprowadzanie procedury allo-HSCT
m.in. u pacjentow obcigzonych chorobami wspoétistniejacymi oraz u o0sob starszych.
Kondycjonowanie o zredukowanej intensywnosci, podobnie jak kondycjonowanie
mieloablacyjne, wywotuje wystarczajacag immunosupresj¢ chronigc przed odrzucaniem
przeszczepu oraz wywoluje reakcje przeszczep przeciwko chorobie. Kondycjonowanie
mieloablacyjne sktada si¢ zazwyczaj z polaczenia napromieniowania calego ciata z
chemioterapig lub z samej chemioterapii ztozonej zwykle z polaczenia lekdéw takich jak
busulfan, cyklofosfamid, fludarabina[26]. Kondycjonowanie o zredukowanej intensywnosci
ztozone jest zazwyczaj z potaczenia fludarabiny ze zredukowanymi dawkami lekow takich jak
busulfan, treosulfan, melfalan, tiotepa. Kondycjonowanie niemieloablacyjne sktada si¢ z TBI 0
zredukowanej dawce w potaczeniu (lub bez) z fludarabing, cyklofosfamidem, globuling
antytymocytowa (ang. antithymocyte globulin - ATG), z immunosupresyjnym dziataniem
mykofenolanu mofetilu lub cyklosporyny [27], [28].
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3.7. TRANSPLANTACJA KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH U DZIECI

Przeszczepienie komorek krwiotworczych u dzieci wymaga odrebnego podejécia ze wzgledu
na faz¢ intensywnego wzrostu, w ktorym si¢ znajdujg oraz wpltywie powiklan procedury
przeszczepowej na jakosc¢ ich zycia. Dla biorcy pediatrycznego potrzebna jest mniejszej ilosci
komorek krwiotworczych CD34+ wymaganych do procesu transplantacji niz dla biorcy
dorostego[21]. Ilo$¢ komorek w przeliczeniu na cigzar ciata biorcy rézni si¢ w zaleznosci od
zrodta przeszczepu, jest ona $cisle okreslona, co ma zwiazek m.in. ze wzrostem ryzyka odrzutu
w przypadku jej niespelnienia[21]. Po transplantacji komorek hematopoetycznych, poza
aspektami psychologicznymi takimi jak np. wystepowanie zaburzen emocjonalnych czy
depresji, u dzieci i mtodziezy wystepuja powiktania zwigzane przede wszystkim z rozwojem
dziecka. Naleza do nich: wigksze ryzyko uszkodzenia rozwijajacych si¢ narzagdow, opodzniony
rozw0j hormonalny, zaburzenia wzrastania, zwigkszenie ryzyka wystapienia howotworu w

przysztosci w przypadku niektorych chordb[22].

Wskazaniami do transplantacji komorek hematopoetycznych u dzieci sa choroby nowotworowe
oraz nienowotworowe. Do choréb nowotworowych, w ktérych leczeniu stosuje si¢ HSCT
zaliczamy: ostrg bialaczke limfoblastyczng (ang. acute lymphoblastic leukaemia - ALL), ostra
biataczke szpikowa (ang. acute myeloid leukaemia - AML), przewlekla biataczke szpikowa
(ang. chronic myeloid leukaemia - CML), zespot mielodysplastyczny (ang. myelodysplastic
syndrome,- MDS) i mlodziencza biataczk¢ mielomonocytowsa (ang. juvenile myelomonocytic
leukaemia, - JMML), chtoniaka Hodgkina (ang. Hodgkin lymphoma - HL) oraz chloniaki
nieziarnicze (ang. non-Hodgkin lymphoma - NHL). Dodatkowo, w przypadku guzow litych,
auto-HSCT przeprowadza si¢ w nowotworach germinalnych (ang. Germ cell tumours),
nerczaku zarodkowym (ang. nefroblastoma), nerwiaku zarodkowym (ang. neuroblastoma),
migsaku Ewinga oraz guzach moézgu. Wsérdéd chordb nienowotworowych, ktore moga byé
wskazaniem do HSCT, nalezy wymieni¢ pierwotne niedobory  odpornosci,
mukopolisacharydozy (I, Il), talasemie, niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkows, osteopetrozg,
anemi¢ aplastyczng oraz zespoty wrodzonej niewydolnosci szpiku kostnego (ang. inherited

bone marrow failure syndromes - IBMFS)[22].
3.8. POWIKLANIA PO TRANSPLANTACJI KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Mimo cigglego rozwoju procedury HSCT, w tym udoskonalenia doboru dawcow komorek

krwiotworczych, szerszego wachlarza leczenia kondycjonujacego i immunosupresyjnego oraz
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stosowania odpowiedniej profilaktyki infekcyjnej, powiklania po transplantacji komorek
hematopoetycznych wciaz stanowig ograniczenie tej metody leczenia. Wiele czynnikow ma
wplyw na powodzenie procedury HSCT m.in. choroba podstawowa pacjenta, wczesniejsze
leczenie, stan ogdlny chorego oraz sam proces transplantacji zwigzany z toksyczno$cig
stosowanego kondycjonowania, immunosupresjg oraz reakcjami immunologicznymi. Do
wczesnych powiktan (pojawiajacych si¢ do dnia +100 po HSCT) zaliczamy m.in. zaburzenia
hematologiczne, uszkodzenia btony $luzowej przewodu pokarmowego, infekcje (wirusowe,
bakteryjne, grzybicze), niewydolno$¢ wielonarzagdowa, zespot niedroznosci zatokowej (ang.
sinusoidal obstruction syndrome - SOS), aGVHD. Pézne powiktania to przewlekla postaé
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. chronic graft-vs.-host disease - cGVHD),
zaburzenia w ukladzie sercowo-naczyniowym, osteoporoza, powiklania neurologiczne,
okulistyczne, hormonalne i metaboliczne [29]. Po procedurze HSCT wystapi¢ moga roéwniez
zaburzenia o charakterze zespotéw uszkodzen $rodbtonka naczyniowego, do ktorych zaliczamy
m.in. zespot przesigkania srodbtonka, mikroangiopati¢ zakrzepows (ang. transplant-associated
microangiopathy — TAM) oraz chorob¢ wenookluzyjng watroby.

3.8.1. Choroba wenookluzyjna watroby

Choroba wenookluzyjna watroby (ang. hepatic veno-occlusive disease - VOD), nazywana
réwniez zespotem niedrozno$ci zatokowej watroby (ang. sinusoidal obstruction syndrome -
SOS), wystepuje u ok. 20-60% dzieci po przeszczepieniu komorek hematopoetycznych.
Powiktanie to nalezy do zaburzen $rodbtonka i stanowi zagrozenie zycia. Do przyczyn
wystapienia SOS zalicza si¢ chemioterapi¢ (przede wszystkim stosowanie wysokich dawek
busulfanu), radioterapie, rzadziej przeszczep watroby, czy uszkodzenia toksyczne. Choroba
wenookluzyjna watroby zwigzana jest z uszkodzeniem $rodbtonka zatokowego z
mikrozakrzepica i aktywacja cytokin. W wyniku tych procesow dochodzi do uposledzenia
funkcji narzadow, matoptytkowosci opornej na transfuzje, przyrostu masy ciata, powiekszenia
watroby, wodobrzusza oraz wzrostu stezenia bilirubiny[30], [31]. Rozpoznanie VOD/SOS u
dzieci dokonuje si¢ na podstawie kryteriow zaproponowanych przez Europejska Grupe
Przeszczepiania Krwi i Szpiku. W swoich kryteriach EBMT zwraca uwage na brak ograniczen
czasowych w rozpoznaniu VOD u pacjentéow pediatrycznych, ktadzie nacisk na dynamike
zmian w stezeniu bilirubiny bez koniecznosci osiggniecia konkretnej wartosci oraz wiacza
oporng matoptytkowos¢ ze zuzycia (ang. refractory thrombocytopenia - RT) jako jedno z
kluczowych kryteriow diagnostycznych (Tabela 1)[30].
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Tabela 1. Kryteria diagnostyczne VOD/SOS u dzieci wg EBMT[30]

Brak ograniczen czasowych w rozpoznaniu SOS/VOD
Obecnos¢ przynajmniej dwoch sposrod ponizszych?:

- Niewyjasniona, oporna na transfuzje matoptytkowosc®

- Niewyjasniony przyrost masy ciata przez trzy kolejne dni pomimo stosowania lekow
moczopednych lub przyrost masy ciata >5% powyzej wartosci wyjsciowej

- Hepatomegalia (najlepiej potwierdzona metodg obrazowa)

- Wodobrzusze (najlepiej potwierdzone metodg obrazowg)®

- Zwigkszenie bilirubiny poza warto$¢ wyjsciowa lub wzrost bilirubiny >2 mg/dl w ciagu

72h

po wykluczeniu innych przyczyn
b>1 substytucja ptytek krwi dostosowana do masy ciata/dzien.
“sugeruje si¢ wykonanie USG, TK lub MRI bezposrednio przed HSCT

w celu okresdlenia warto$ci wyjsciowej zaroéwno dla hepatomegalii, jak i wodobrzusza

3.8.2. Infekcje

Immunosupresja oraz neutropenia, wystepujace u biorcow komorek hematopoetycznych, Sg
nieodzownym elementem towarzyszacym procedurze allo-HSCT. W potaczeniu z
uszkodzeniem bariery skorno-$luzowkowej przez toksycznosci leczenia kondycjonujacego,
powoduja duze ryzyko wystgpienia infekcji przede wszystkim wirusowych, bakteryjnych oraz
grzybiczych. Infekcje bakteryjne sa spowodowane przez bakterie Gram dodatnie (koagulazo-
ujemne gronkowce, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
viridians), bakterie Gram ujemne (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium difficile), Heamophilus influenza, Nocardia. Czynnikami
chorobotworczymi wywotujacymi infekcje grzybicze sa natomiast Candida, Aspergillus,
Pneumocystis jirovecii[32]. W przypadku infekcji wirusowych, wyr6zniamy dwa jej typy:
reaktywacj¢ utajonej formy albo zakazenie nabyte. Reaktywacja utajonej formy dotyczy
glownie: adenowirusa (ADV), wirusa BK (BKV), wirusow z rodziny Herpes, takich jak
Cytomegalowirus (CMV), wirusa Ebsteina-Barr (EBV), wirus opryszczki zwyktej (HSV),
wirusa ospy wietrznej 1 potpasca (VZV), ludzkiego wirusa Herpes typu 6 (HHV-6). Nabyte
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zakazenia sg zwigzane przede wszystkim z zakazeniem wirusem RSV, wirusem grypy, wirusem

paragrypy, wirusem SARS-CoV-2 oraz metapneumowirusem ludzkim (HMPV)[33].
3.8.3. Choroba przeszczep przeciw gospodarzowi

Chorobe przeszczep przeciwko gospodarzowi charakteryzuje zespot objawow zwigzanych z
odpowiedzig allogenicznych komoérek dawcy na antygeny zgodnosci tkankowej biorcy
przeszczepu. Jest ona choroba wielosystemowa dotyczaca glownie skory, watroby oraz
przewodu pokarmowego[34]. U pacjentow poddanych procedurze allo-HSCT jest jedng z
glownych przyczyn NRM[35]. Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi wystepuje u
okoto 30-80% pacjentoéw po HSCT, a ryzyko jej wystgpienia u dzieci jest nizsze niz u 0sob
dorostych[1], [36]. Powiklanie to wystepuje zwykle od dwoch do osmiu tygodni po
przeszczepieniu komorek hematopoetycznych[35]. Czynniki, ktére zwigkszajg ryzyko
wystapienia aGVHD sa nastgpujace: niezgodno$¢ w antygenach HLA dawcy i biorcy, dawca
niespokrewniony, dysproporcja mi¢dzy wiekiem dawcy i biorcy, niezgodno$¢ miedzy picig
dawcy i biorcy, rodzaj kondycjonowania, krew obwodowa jako zrédto komoérek macierzystych,

serostatus CMV biorcy i dawcy[2].

3.8.3.1.  Patofizjologia ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
Badania nad patofizjologia ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi prowadzone sa
do dzis, wiadomo jednak, ze jest to proces ztozony z trzech faz. W fazie pierwszej dochodzi do
uszkodzenia tkanek, w tym $luzoéwki jelita, w wyniku choroby podstawowej oraz jej leczenia,
zastosowanego kondycjonowania oraz infekcji towarzyszacych. W konsekwencji uwalniane sg
do krwiobiegu cytokiny prozapalne takie jak czynnik martwicy nowotworéow (ang. Tumor
necrosis factor -TNF), interleukina 1 (ang. Interleukin 1 - 1l-1) oraz lipopolisacharyd (ang.
Lipopolysaccharide - LPS), powodujac aktywacje komorek prezentujacych antygen oraz
wzmacniajac reakcje limfocytow T, co nazywane jest fazg drugg[9]. Ostatnia faza zwigzana jest
z uszkodzeniem tkanek jako wynik zaktywowanych limfocytow T[37]. LPS jest endotoksyna,
stanowigca sktadowg bakterii Gram-ujemnych, ktéra bierze udziat w odpowiedzi zapalnej
jelit[38]. Najnowsze badania wskazuja, ze wieksze znaczenie niz LPS w rozwoju GVHD moze
mie¢ mikrobiota, wptywajaca na lokalng tolerancje immunologiczng oraz aktywacja
receptorow Toll-podobnych (ang. Toll-like receptors - TLR) i NOD-podobnych (ang. NOD-like
receptors - NLR)[9]. Dodatkowo, uszkodzenie tkanek przez kondycjonowanie prowadzi do
uwolnienia innych mediatorow, takich jak kwas moczowy 1 metabolity szlaku

adenozynotrifosforanu[39]. Zwigksza si¢ ekspresja antygendéw MHC oraz czasteczek
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adhezyjnych na komorkach biorcy, umozliwiajgc prezentacj¢ antygendw przez komorki
prezentujace antygen (ang. antigen presenting cel- APC) zaréwno biorcy jak i dawcy[40]. W
odpowiedzi na niezgodno$§¢ HLA migdzy dawca a biorca dochodzi do aktywacji limfocytow T.
Podczas gdy limfocyty CD4+ zwigzane s3 z MHC klasy II (HLA-DR, -DQ, and -DP), limfocyty
CD8+ zwigzane sg z MHC klasy | (HLA-A, -B, and -C). Co wigcej, GVHD moze by¢ wywotane
rowniez przez niezgodno$¢ w ,,mniejszych” antygenach HLA (ang. minor HLA) begdacymi
epitopami limfocytow T, co ttumaczy mozliwo$¢ wystagpienia GVHD u zgodnych dawcow
rodzinnych. Toczacy si¢ proces zapalny ulega wzmocnieniu poprzez stymulowanie odpowiedzi
komorek naturalnej odpornosci (ang. natural killers - NK) oraz limfocytow cytotoksycznych

(ang. cytotoxic T lymphocytes - CTLs) powodujac dalsze niszczenie tkanek[9].

3.8.3.2.  Objawy ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi zwigzana jest z wystapieniem objawoOw
klinicznych w obregbie skoéry, watroby lub/oraz jelit. Zmiany skorne moga wystgpowac pod
wieloma postaciami takimi jak wysypka plamista, grudkowa, rumieniowa, pecherzowa, a w
skrajnych przypadkach pojawi¢ si¢ moze martwica naskorka. Posta¢ watrobowa aGVHD
przejawia si¢ hiperbilirubinemia wynikajaca z zoltaczki cholestatycznej z towarzyszacym
podwyzszonym stgzeniem transaminaz watrobowych. Postaé zotadkowo-jelitowa ostrej
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi dotyczy zarowno gornego jak i dolnego odcinka
przewodu pokarmowego, objawia si¢ biegunka, dyspepsja, bolami brzucha, wymiotami,
krwawieniem do przewodu pokarmowego, utrata masy ciala, niedrozno$cig przewodu

pokarmowego[2], [41].

3.8.3.3.  Rozpoznanie i rodzaje ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
Poczatkowo przyjmowano arbitralnie ustalong liczbe 100 dni od procedury allo-HSCT do
wystgpienia objawow choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi, przed uptywem ktorych,
mowiono o aGVHD. Objawy wystepujace powyzej 100 dni od allo-HSCT uznawano za
przewlekte cGVHD. Obecnie wiadomo, ze ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi
moze wystapi¢ po uptywie 100 dni od przeszczepienia komorek hematopoetycznych, co moze
by¢ zwigzane miedzy innymi z zastosowaniem kondycjonowania o obnizonej intensywnosci.
W zwigzku z tym uznaje si¢, ze charakter objawoéw ma wieksze znaczenie niz ich Kryterium
czasowe[42]. Z tego powodu Narodowy Instytut Zdrowia (ang. the National Institutes of Health
-NIH) poza klasyczng formg aGVHD wystepujaca w ciggu 100 dni od przeszczepienia komorek

hematopoetycznych, wyrdznia formy ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
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wystepujace pdzniej, takie jak postaé przetrwata aGVHD (ang. persistent aGvHD),
nawracajgca (ang. recurrent aGvHD) oraz aGVHD o poznym poczatku (ang. late-onset
aGVHD)[43].

Rozpoznanie ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi opiera si¢ na stwierdzeniu
zaj¢cia jednego z trzech najczeSciej dotknietych przez chorobe narzadow: skory, watroby lub
przewodu pokarmowego oraz wykluczeniu objawow cGVHD. Przewlekta choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi zazwyczaj dotyczy pozostatych narzaddéw i oprocz skory, watroby,
przewodu pokarmowego, obejmowac¢ moze jamg¢ ustng, oczy, pluca, uktad kostno-szkieletowy,
uktad rozrodczy. Rozpoznanie aGVHD opiera si¢ na ocenie klinicznej, wynikach badan
laboratoryjnych oraz badaniach obrazowych pozwalajacych wykry¢é ewentualne inne
przyczyny objawdw wystepujacych u pacjentéw poddanych procedurze allo-HSCT. W
przypadku watpliwosci diagnostycznych rozpoznanie aGVHD powinno by¢ potwierdzone
wykonaniem biopsji z badaniem histopatologicznym[41]. Ograniczeniem  biopsji
diagnostycznej jako standardu rozpoznawania ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi jest m.in. mozliwo$¢ uzyskania wynikéw falszywie ujemnych w przypadku
zmian bardzo wczesnych oraz falszywie dodatnich podczas toczacej si¢ infekcji lub
spowodowanych ~ zmianami  toksycznymi  powstalymi ~w  wyniku  leczenia
kondycjonujacego[44]. Wykonanie biopsji diagnostycznej moze by¢ takze niemozliwe ze

wzgledu na zty stan og6lny chorego.

Ponad pi¢¢ dekad temu Glucksberg zaproponowal pierwszy podziat choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi[41]. Powszechnie stosowany podzial aGVHD, w zalezno$ci od
nasilenia zajecia skory, jelit oraz watroby, opiera si¢ na zmodyfikowanych kryteriach
Glucksberga oraz skali wedtug Migdzynarodowego Rejestru Transplantacji Szpiku Kostnego
(ang. International Bone Marrow Transplantation Registry - IBMTR). U pacjentow
pediatrycznych w ocenie nasilenia biegunki catkowita objeto$¢ stolca zostala zastgpiona
obj¢toscig stolca przeliczong na kilogram masy ciata[36] (Tabela 2). Powstato wiele innych
propozycji klasyfikacji ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi o czym §wiadcza
m.in. kryteria "Keystone” oraz kryteria migdzynarodowego konsorcjum Mount Sinai Acute
GVHD "MAGIC” (ang. Mount Sinai Acute GVHD International Consortium - MAGIC). Grupa
ekspertow z Europejskiej Grupy Przeszczepiania Krwi 1 Szpiku, Narodowego Instytutu
Zdrowia oraz Centrum Migdzynarodowych Badan Przeszczepow Krwi i Szpiku (EBMT-NIH-
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CIBMTR) w 2018 roku zarekomendowata kryteria "MAGIC” jako najbardziej optymalne

(Tabela 3)[41].

Tabela 2. Ocena nasilenia aGVHD wg zmodyfikowanej skali Glucksberga oraz skali wg IBMRT uwzgledniajgc

kryteria Jacobsohna stosowane u pacjentow pediatrycznych[36], [41], [45]

<25% powierzchni 2.9mg/dl

ciala

Skora Watroba Jelita
Stopniowanie narzadowe
0 Brak zajecia skory Bilirubina < Biegunka z
2.0mg/dI objetoscia stolca<
500m3/dzien; dzieci
<10ml/kg/dzien
1 Wysypka zajmujaca | Bilirubina 2.0- Biegunka z

objetoscig stolca
500-999m3/dzien,
(dzieci 10-
19.9ml/kg/dzien) lub
zajecie gornego
odcinka przewodu
pokarmowego
potwierdzone

biopsyjnie

2 Wysypka zajmujaca | Bilirubina 3.0-6.0
25-50% powierzchni | mg/dl

ciala

Biegunka z
objetoscig stolca
1000-1500m3/dzien
; dzieci 20-
30ml/kg/dzien
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3 Wysypka zajmujgca | Bilirubina 6.1- Biegunka z
>50% powierzchni 15mg/dI objetoscia stolca
ciata >1500m3/dzien;

dzieci
>30ml/kg/dzien

4 Uogolniona Bilirubina > 15mg/dl | ostry bol brzucha +/-
erytrodermia z niedroznos¢
pecherzami

Stopniowanie ogdlne

I Stopien 1 - -

I Stopien 2 oraz/lub Stopien 1-2 oraz/lub | Stopien 1-2

i Stopien 3 oraz/lub Stopien 3 oraz/lub Stopien 3

v Stopien 4 oraz/lub Stopien 4 oraz/lub Stopien 4
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Tabela 3. Ocena nasilenia aGVHD wg kryteriow ,, MAGIC ’[46]

powierzchni

ciala

Skora Watroba Gorny odcinek | Dolny odcinek
przewodu przewodu
pokarmowego | pokarmowego

(objetosé stolca/dobe)
Stopniowanie
narzadowe
0 Brak zajecia Bilirubina < | Brak objawoéw | Biegunka z obj¢toscia
skory 2.0mg/dl lub okresowe stolca< 500m3/dobe
nudnosci, lub <3 epizody
wymioty, biegunki/dobg; dzieci:
anoreksja <10ml/kg/dobg lub
<4 epizody
biegunki/dobeg
1 Wysypka Bilirubina Uporczywe Biegunka z obj¢toscia
zajmujgca <25% | 2.0- nudnosci, stolca 500-999ml/dobg
powierzchni 3.0mg/dI wymioty lub lub 3-4 epizody
ciala anoreksja biegunki/dobe; dzieci:
10-19.9ml/kg/dobe lub
4-6 epizody
biegunki/dobg
2 Wysypka Bilirubina | - Biegunka z objgtoscia
zajmujaca 25- 3.1-6.0 stolca 1000-
50% mg/dl 1500ml/dobe lub 5-7

epizody
biegunki/dobg; dzieci:
20-30ml/kg/dobe lub
7-10 epizody
biegunki/dobg
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3 Wysypka Bilirubina | - Biegunka z obj¢toscia
zajmujaca >50% | 6.1-15mg/dl stolca >1500ml/dobg
powierzchni lub >7 epizody
ciata biegunki/dobe; dzieci:

>30ml/kg/dobe lub
>10 epizody
biegunki/dobg

4 Uogo6lniona Bilirubina > | - Ostry bol brzucha +/-
erytrodermia z 15mg/dl niedroznos¢ lub

pecherzami i
zhuszczaniem
zajmujacymi
>5%
powierzchni

ciala

krwawe stolce

Stopniowanie

ogolne

0 Brak zajecia narzadow w jakimkolwiek stopniu

I Stopien 1-2 - - -

I Stopien Stopien 1 | Stopien Stopien 1

oraz/lub oraz/lub oraz/lub

Il Stopien 0-3 Stopien 2-3 | Stopien Stopien 2-3
oraz/lub oraz/lub

v Stopien 4 lub Stopien 4 | Stopien 0-1 Stopien 4
lub
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3.8.3.4.  Profilaktyka i leczenie aGVHD
U pacjentow poddawanych procedurze allo-HSCT stosuje si¢ profilaktyczng immunosupresje,
ktorej celem jest zmniejszenie aktywacji limfocytow T obnizajac tym samym ryzyko
odrzucenia przeszczepu oraz rozwoju choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi[9]. Stosuje
si¢ leki takie jak: cyklosporyna A, metotreksat, mykofenolan mofetilu, takrolimus, ATG.
Globulina antytymocytowa to poliklonalne przeciwciata IgG uzyskane od konia Iub krolika
(poprzez immunizacj¢ ludzkimi tymocytami — np. Thymoglobulina®; z zastosowaniem linii
komorek T-Jurkat — np. ATG-Fresenius, Grafalon®)[47]. Mimo zastosowania profilaktycznej
immunosupresji okoto potowa pacjentow wymaga zastosowania leczenia ostrej choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi[1l]. Lekami pierwszego rzutu stosowanymi w leczeniu
aGVHD sg kortykosteroidy, standardowo prednizolon lub metyloprednizolon w dawce 1-
2mg/kg/dobg. Wysokie dawki kortykosteroidow wiaza si¢ jednak z ryzykiem wystgpienia
powiktan takich jak: infekcje oportunistyczne, hiperglikemia, nadci$nienie tetnicze, zaburzenia
nastroju[3]. Mimo wiaczenia sterydow u okoto 1/3 pacjentow, u ktorych zdiagnozowano ostrg
chorobe przeszczep przeciwko gospodarzowi po 5-7 dniach leczenia nie obserwuje si¢ poprawy

(ang. steroid resistent aGVHD /steroid-refractory aGVHD - SR-aGVHD)[37].

3.8.3.5.  Sterydooporna posta¢ aGVHD
U ponad 30% (do 60%) pacjentow u ktorych zdiagnozowano ostrg chorobg przeszczep
przeciwko gospodarzowi nie obserwuje si¢ poprawy po wiaczeniu leczenia pierwszej linii tego
powiklania, tj. po wlaczeniu wysokodawkowej sterydoterapii[1]. Nie ma jednoznacznej
definicji sterydoopornej postaci aGVHD. Niemniej, SR-aGVHD diagnozuje si¢ jesli po 3
dniach terapii sterydowej pogarsza si¢ stan kliniczny pacjenta, jesli po 7 dniach nie obserwuje
si¢ odpowiedzi na terapi¢ sterydowa oraz jesli ze wzgledu na ponowne pojawiania si¢ objawow
aGVHD nie ma mozliwosci redukcji wysokich dawek steroidéw, na ktore pacjent dobrze
reaguje[37], [48]. W przypadku wystgpienia SR-aGVHD, stosuje si¢ leczenie drugiej linii ostrej
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi: globuling antytymocytowa, mykofenolan
mofetilu, takrolimus, sirolimus, przeciwciata monoklonalne (etanercept, basilliksimab,

vedolizumab), ruksolitynib, komérki mezenchymalne oraz fotoferezy pozaustrojowe[1].
3.9. BIOMARKERY

W wyniku postepu technologii pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat potencjalnych
markerow mogacych mie¢ zwigzek z powiktaniami wystgpujacymi po allo-HSCT, w tym z

ostrg chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi. Biomarkery moga potencjalnie utatwic
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wczesng diagnoze, a tym samym wplyna¢ na efekt leczenia. Do uzytku klinicznego najlepszy
biomarker powinien byt tatwy do 0znaczenia w roznych punktach czasowych poprzez metodg
nieinwazyjna taka jak np. pobranie probki krwi lub moczu[49]. Narodowy Instytut Zdrowia
dokonat podziatu markerow na cztery grupy: markery diagnostyczne, ktore utatwiajg wczesne
rozpoznanie, prognostyczne przewidujagce rozwdj choroby juz rozpoznanej, predykcyjne
przewidujace odpowiedZz na zastosowang terapi¢ Oraz biomarkery przypisane do ryzyka

mogace przewidzie¢ rozwoj choroby[50].
3.9.1. Bialko ST2

Biatko ST2 (ang. suppression of tumorigenicity-2 — ST2, IL1IRL1, DER4, T1, FIT-1) jest
glikoproteing nalezacg do rodziny receptoréw Interleukiny 1. Biatko ST2 moze wystepowaé w
izoformie btonowej (ST2L lub ligand ST2) bedacej receptorem dla I1L-33 i ulegajacej ekspresji
na mastocytach oraz limfocytach Th2. Druga postacig jest izoforma rozpuszczalna (sST2,
soluble ST2) krazaca w surowicy, a wydzielana przez fibroblasty, komorki nabtonka oraz
komorki $rodblonka. IL-33 wspdlnie limfocytami Th2 majg zwigzek z odpowiedzig
immunologiczng indukujac wydzielanie cytokin zapalnych. lIzoformy te petnig przeciwstawna
rolg: izoforma btonowa bierze udzial w indukcji odpowiedzi immunologicznej, w ktorej
uczestniczg limfocyty T, podczas gdy izoforma rozpuszczalna, wydzielana jako odpowiedz na
czynniki zapalne, negatywnie reguluje funkcje 1L-33[51]-[53]. Glikoproteina ST2 ma zdolno$¢
wigzania z makrofagami w odpowiedzi na ich aktywacje LPS, co prowadzi do zmniejszenia
syntezy cytokin prozapalnych[54]. Podwyzszone stezenie SST2 stwierdza si¢ w przypadku
wystapienia wielu schorzen zwigzanych ze stanem zapalnym tj.: sepsa, aGVHD, choroby
sercowo-naczyniowe, choroby pluc, choroby o podtozu autoimmunizacyjnym, W tym
astma[55], [56].

3.9.2. Bialko REG3a

Biatko REG3a (ang. regenerating islet-derived 3 alpha - REG3a) jest lektyng typu C
wytwarzang w jelicie oraz trzustce, ktora umozliwia wigzanie bakteryjnych
peptydoglikanow[57], [58]. Badania in vitro potwierdzity redukujacy wptyw REG3a na
procesy zapalne w kryptach jelitowych[35]. Biatko REG3a jest wydzielane gtownie do swiatta
jelit z matymi ilosciami przemieszczajacymi si¢ do krazenia ogdlnoustrojowego[58]. W
przypadku uszkodzenia bariery nablonkowej przewodu pokarmowego, w wyniku niszczenia

komorek Panetha oraz wystgpienia stanu zapalanego, REG3a przemieszcza si¢ do krazenia,
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gdzie obserwuje si¢ jego podwyzszony poziom. Z tego powodu REG3a mozna uznaé za
wskaznik GI-GVHD, jak rowniez chor6b takich jak choroba trzewna lub choroba Crohna[58],
[59].

3.9.3. Bialko CD163

Biatko CD163 (ang. Cluster of Differentiation 163 — CD163) nalezy do receptorow zmiataczy
I jest zwigzane z procesem hemolizy, ktora oprocz zjawiska fizjologicznego, wystepuje w
procesach autoimmunizacyjnych oraz zakaznych[60]. Transbtonowe biatko CD163 znajduje
si¢ na powierzchni monocytéw i makrofagéw oraz bierze udziat w usuwaniu hemoglobiny
pozakomorkowej poprzez wychwyt kompleksu Hb-haptoglobina lub bezposrednia interakcje
CD163-hemoglobina[61]. Niemniej, istniejg doniesienia, ze CD163 ulega ekspresji takze na
komorkach dendrytycznych oraz komorkach blastycznych[62], [63]. Glikokortykosteroidy oraz
cytokiny przeciwzapalne tj. IL-6, IL-10 indukujg ekspresj¢ receptora CD163 na monocytach i
makrofagach, podczas gdy cytokiny zapalne tj. IL-4, TNF-a, IFN-y oraz LPS ja obnizaja.
Wskazuje to wiec na fakt, ze CD163 jest zwigzany z odpowiedzig przeciwzapalna[61], [64]. W
wyniku konstytutywnego zrzucania z powierzchni komorek, biatko CD163 krazy we krwi jako
rozpuszczalna forma (ang. soluble CD163 - sCD163), rowniez u os6b zdrowych[65]. W wielu
dostepnych badaniach poszukuje si¢ zwigzku tego markera z wystgpieniem choréb o podtozu
zapalnym oraz infekcyjnym, m.in ostrej i przewlektej postaci choroby przeszczep przeciwko

gospodarzowi, sepsie, cukrzycy, chorobach reumatycznych[64], [66].
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4. CZESC DOSWIADCZALNA
4.1. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena zwigzku pomig¢dzy stezeniem biatek ST2, REGao oraz SCD163 w osoczu
pacjentow poddanych procedurze allo-HSCT z wystgpieniem aGVHD, w tym sterydoopornej
postaci tej choroby. Obecnie w praktyce klinicznej u pacjentéw pediatrycznych nie stosuje si¢
testow laboratoryjnych, ktore pozwolityby przewidzie¢ ostrag chorobg przeszczep przeciwko
gospodarzowi, jej cigzki przebieg oraz oporno$¢ na leczenie pierwszej linii — leczenie

kortykosterydami. W zwigzku z tym ustalono nizej wymienione cele pracy:
Pierwszorzedowe punkty koncowe:

1. Ustalenie zwigzku pomigdzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 w 0s0Czu pacjentow w
okresie poprzeszczepowym a wystgpieniem aGVHD.

2. Ustalenie zwigzku pomi¢dzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 w 0soczu pacjentow w
okresie poprzeszczepowym a wystapieniem sterydoopornej postaci aGVHD.

3. Analiza zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 w osoczu pacjentow w
okresie poprzeszczepowym a przezyciem catkowitym (ang. overall survival — OS)
definiowanym jako czas od procedury allo-HSCT do zgonu lub ostatniej kontroli
pacjenta wolnej od zdarzen.

4. Analiza zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 w osoczu pacjentow w
okresie poprzeszczepowym a $miertelnoscig niezwigzang z nawrotem (ang. non-relapse
mortality — NRM) definiowang jako zgon, ktory pojawit si¢ przy nieobecno$ci progresji

lub nawrotu choroby nowotworowej albo w ciggu 28 dni od procedury allo-HSCT.
Drugorzedowe punkty koncowe:

Analiza zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 w 0s0czu pacjentow w okresie
poprzeszczepowym, a pojawieniem si¢ SOS, powiktan pulmonologicznych, powiktan
kardiologicznych, powiktan krwotocznych, CLS oraz wznowy choroby podstawowe;j.
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4.2, MATERIALY I METODY

Cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane dzigki projektowi naukowemu pn. ,,ST2 i
REG3alfa jako markery ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi u dzieci
poddanych procedurze allogenicznego przeszczepienia komorek hematopoetycznych” w
ramach $rodkéw finansowych Fundacji ,,Na Ratunek Dzieciom z Chorobg Nowotworowa” na

podstawie Umowy z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu nr B/03/05/2020.

Badanie naukowe zostato zaakceptowane przez Komisje Bioetyki Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu (Nr KB — 192/2020). Przed pobraniem probek od opiekundéw prawnych
wszystkich pacjentéw zostala pobrana pisemna i §$wiadoma zgoda na przeprowadzenie badania

zgodnie z Deklaracja Helsinska.

Niniejsze badanie to prospektywna analiza dotyczaca 70 pacjentow w wieku do ukonczenia 18
roku zycia, ktorzy zostali poddani procedurze allo-HSCT w Klinice Transplantacji Szpiku,
Onkologii i Hematologii Dziecigcej we Wroctawiu w latach 2020-2022. Powiklania procedury
transplantacyjnej byty oceniane do minimum 7 miesi¢cy po allo-HSCT.

Badanie polegato na ocenie stezenia trzech biatek (ST2, REG3a i SCD163) w osoczu pacjentow
poddanych procedurze allo-HSCT. W celu oceny ich stezenia zostaly pobrane probki
heparynizowanego 0socza w objetosci 2ml w dobie +7 oraz w dobie +28 po allo-HSCT.
Dodatkowe probki osocza zostaly pobrane od dzieci, u ktoérych wystgpita ostra choroba
przeszczep przeciwko gospodarzowi — w dniu jej rozpoznania (doba +1 aGVHD) i wlaczenia
terapii sterydowej oraz w +7 dobie jej leczenia. Osocze zostato uzyskane poprzez odwirowanie
z predkoscia 1000 x g przez 15 minut. Probki zostaty przechowywane zgodnie z wytycznymi
tj. niezwlocznie zamrozone w -80 stopniach Celsjusza. Pobrany materiat poddany byt analizie
w Katedrze Analityki Medycznej Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu za pomocg testu immunoenzymatycznego (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay - ELISA). Zastosowano pary przeciwcial wykonujac pomiary zgodnie z protokotami
producentéw: ST2- R&D Systems (Human ST2/IL-33R Quantikine Elisa Kit, Quantikine
Immunoassay Control Set for Human ST2/IL-33R); REG3a - MBL International (Ab-Match
Assembly Human PAP1, Ab-Match Universal); sCD163- Biomatik ELISA Kits (Human soluble
CD163 ELISA Kit).

Z powodu btedéw przedlabolatoryjnych, przeniesienia pacjentow na inne oddzialy, $mierci
pacjenta lub rozwinigcia objawéw GVHD po wypisaniu do domu lub w innej Klinice u 6
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(8.57%) pacjentéw nie uzyskano pomiaru stezen badanych biatek w dobie +7 po allo-HSCT, u
10 (14.28%) pacjentdow nie uzyskano pomiaru w dobie +28 po allo-HSCT, u 23 (32.86%)
pacjentdw nie uzyskano pomiaru w dobie rozpoznania GVHD, u 15 (21.43%) pacjentéw nie
uzyskano pomiaru w dobie +7 leczenia sterydami aGVHD. Nalezy zaznaczy¢, ze liczebno$¢ w
niektorych podgrupach (pacjenci z rozpoznanym aGVHD) byta niska stad istnieje ryzyko, ze
wnioski statystyczne moga by¢ dyskusyjne dlatego celem weryfikacji otrzymanych danych

konieczne bytoby przeprowadzenie wtasciwych badan na wigkszej populacji pacjentow.

Zastosowane kondycjonowanie przed allo-HSCT bylo zalezne od czynnikéw, takich jak:
rozpoznanie, wiek pacjenta oraz wystgpowanie choréb towarzyszacych. Wszyscy pacjenci
otrzymali G-CSF w celu szybszej odnowy hematologicznej po przeszczepieniu komorek

hematopoetycznych.

Replikacja (infekcja) CMV byta definiowana jako wykrycie wirusa CMV z wykorzystaniem
metody DNA PCR >0 kopii/mL lub antygenemii pp65 w osoczu. Badania w kierunku replikacji
CMV byly wykonywane u biorcow w rutynowych cotygodniowych kontrolach podczas

hospitalizacji, jak rowniez w trakcie leczenia ambulatoryjnego.

Do powiktan ptucnych zaliczono zapalenie ptuc, hipoksje z powodu CLS, nadci$nienie ptucne,

oraz zachty$niecie wydzieling zoladkowa.

Do powiktan sercowych zaliczono niewydolno$¢ krazenia, kardiomiopatie, t¢tniak zatoki
Valsalvy, nadci$nienie tetnicze dlugotrwajace tj. nadcis$nienie t¢tnicze wystepujace rowniez po

wypisie z oddziatu przeszczepowego po procedurze allo-HSCT.

Do powiktan krwotocznych zaliczono: krwawienie do przewodu pokarmowego, krwawienie do
drog oddechowych, krwawienie do pecherza moczowego, zmiany pokrwotoczne bedace

wynikiem mikroangiopatii polekowej w badaniu MR glowy.

Ocena nasilenia klinicznych objawéw aGVHD zostala dokonana w zaleznosci od nasilenia
zajecia skory, jelit oraz watroby na podstawie zmodyfikowanych kryteriow Glucksberga oraz
skali wedtug Miedzynarodowego Rejestru Transplantacji Szpiku Kostnego, uwzgledniajgc
kryteria Jacobsohna stosowane u pacjentéw pediatrycznych. Badanie histopatologiczne byto
wykonane w przypadku watpliwosci W rozpoznaniu ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi. W leczeniu pierwszej linii GVHD stosowano metyloprednizolon w dawce 1-

2mg/kg dobe w zaleznos$ci od stopnia aGVHD. O wyleczeniu aGVHD $wiadczylto ustapienie
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objawow tej choroby we wszystkich narzgdach. Opornos¢ na leczenie steroidami stwierdzono
jesli po 3-5 dniach terapii sterydowej pogorszyt si¢ stan kliniczny pacjenta lub jesli po 7 dniach

nie obserwowano odpowiedzi na terapig.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy pomocy programu STATISTICA wersja
13.0 (TIBCO Software Inc. 2017, STATISTICA, version 13, Dell, OK, USA).

Celem ustalenia warto$ci odcinajgcych low/medium/high dla st¢zen badanych potencjalnych
biomarkeréw wykorzystano technik¢ Data Mining nalezaca do kategorii drzew
klasyfikacyjnych C&RT. W pracy D.M.Ponce et al. dotyczacych stezen ST2 u pacjentéw z
aGVHD, klasyfikacj¢ biomarkera jako low/high wykonywano w oparciu o warto§¢ mediany
jego stezenia w +28 dobie od HSCT[67]. Z tego wzgledu w ramach prowadzonych badan jako
zmienng jakosciowa do zbudowania modelu uzyto wystapienie choroby aGVHD, natomiast
jako predyktor ilosciowy uzyto wartosci stezen wybranych potencjalnych biomarkerow w +28
dobie od HSCT. Takie podejscie pozwolito na uzyskanie wartosci odcigcia, ktére umozliwito
sklasyfikowanie danego pomiaru stezenia jako low/medium/high, a uzyskane wartosci progowe
byly lepiej dopasowane do zebranej proby, ktoérej liczno$¢ byla stosunkowo niska w
porownaniu do innych artykuléw o podobnej tematyce. Z tego wzgledu uzycie techniki Data
Mining wydaje si¢ by¢ bardziej zasadne niz uzycie wartosci mediany jako wartosci odcinajacej

low/high.

Badano zwigzek miedzy stezeniem ST2, REGa i SCD163 a zmiennymi jako$ciowymi. Wérod
analizowanych przypadkow przy grupowaniu na poszczegdlne zmienne jakosciowe nominalne
nie potwierdzono rozktadu normalnego wsréd wartosci poszczegdlnym markerow, wobec
czego w przypadku zmiennych nominalnych dwustanowych celem sprawdzenia istotno$ci
statystycznej wykonano test Manna-Whitney’a z poprawka na cigglos¢ z powodu matlej

liczebnosci grup, za$ przy zmiennych innych niz dwustanowe test Kruskala-Wallisa.

W przypadku danych dotyczacych stezenia markeréw u pacjentéw z rozpoznanym aGVHD, po
usunieciu odstajacych obserwacji, sprawdzono zatozenia testu T (normalno$¢ rozktadu testem
Shapiro-Wilka oraz réwnos$ci wariancji testem Levene’a) — dla prob spetniajacych wymienione
zalozenia wykonano test T, dla pozostatych zmiennych wykonano test Manna-Whitney’a z
poprawka na ciagto$¢ z powodu matej liczebnosci grup. W przypadku niektérych zmiennych

tj. rodzaj dawcy, rodzaj zastosowanego kondycjonowania, obecno$¢ wznowy, NRM, $mier¢
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zwigzana z wznowg, wystgpienia VOD, CLS, ostre zapalenie trzustki analiza nie byta mozliwa

z powodu matej liczebnosci przypadkéw w podgrupach tj. ponizej 3 pacjentow.

4.3. WYNIKI
4.3.1. Charakterystyka chorych

Do badania wiaczono 70 pacjentdw poddanych procedurze allogenicznego przeszczepienia
komorek krwiotworczych. Charakterystyka chorych zostata przedstawiona w Tabeli 4. W
badanej kohorcie wszyscy pacjenci zostali objeci podobng opieka okototransplantacyjna,
przebywali w pojedynczych salach wyposazonych w odpowiednie filtry powietrza. Mediana
wieku pacjentow w momencie allo-HSCT wynosita 6,5 lat (zakres, 1-17,5 lat). Najczestszym
wskazaniem do przeszczepienia komorek hematopoetycznych byta ostra biataczka
limfoblastyczna (29,00%) oraz choroby metaboliczne (16,00%). Gtownym zrodtem komorek
hematopoetycznych byta krew obwodowa (71,43%). U wszystkich biorcéw i dawcow komorek
krwiotworczych wykonano genotypowanie HLA o wysokiej rozdzielczos$ci. Rodzenstwo
zgodne w zakresie antygenow uktadu HLA (MSD) stanowito 21,42% dawcéw, dawcy rodzinni
lub dawcy niespokrewnieni zgodni w 10/10 lub 9/10 74,30% dawcow (MD), czgsciowo
niezgodni dawcy rodzinni lub niespokrewnieni 4,28% dawcow (MMD). Zastosowane
kondycjonowanie przed przeszczepieniem komorek hematopoetycznych byto zalezne od
czynnikow takich jak: rozpoznanie, wiek pacjenta, rodzaj dawcy oraz wystepowanie chorob
towarzyszacych. W grupie badanej, 65 (92,86%) chorych otrzymato kondycjonowanie
mieloablacyjne (MAC), a 5 (7,14%) pacjentow kondycjonowanie o zredukowanej
intensywnosci (RIC). Jako element profilaktyki aGVHD przed allo-HSCT 58 (82,86%)
pacjentow otrzymato ATG, w tym u 1 (1,72%) pacjenta zastosowano Tymoglobuline®, u 57
(98,28%) chorych zastosowano Grafalon®.

Pod wzgledem serologicznego wyniku CMV dawcy 1 biorcy prezentowali si¢ nastepujaco:
dawca i biorca dodatni (D+/B+) 37,10%, dawca i biorca ujemny (D-/B-) 17,10%, dawca dodatni
a biorca ujemny (D+/B-) 20,00%, dawca ujemny a biorca dodatni (D-/B+) 25,80%.
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Tabela 4. Charakterystyka pacjentow

Wiek [lata], mediana (zakres) 6,5 (1-17,5)
Ple¢ Mgska, liczba (%) 49 (70)
Zenska, liczba (%) 21 (30)
choroba podstawowa, liczba | Ostra biataczka 20 (29)
(%) limfoblastyczna
Choroba metaboliczna 11 (16)
Ostra biataczka szpikowa 9(13)
Pierwotny niedobor 9 (13)
odpornosci
Niewydolno$¢ szpiku 8 (11)
Chtoniak nieziarniczy 6 (9)
Zespot mielodysplastyczny | 5 (7)
Przewlekla biataczka | 1 (1)
szpikowa
Inne 1(1)
Rodzaj dawcy, liczba (%) Spokrewniony 19 (27,14)
Niespokrewniony 51 (72,86)
Rodzaj dawcy, liczba (%) MSD 15 (21,42)
MD 52 (74,30)
MMD 3 (4,28)
Zrédlo komorek | Szpik kostny 20 (28,57)
hematopoetycznych, liczba (%) | Krew obwodowa 50 (71,43)
Rodzaj kondycjonowania, | mieloablacyjne 65 (92,86)
liczba (%) 0 zredukowanej 5(7,14)
intensywnosci
Pte¢ dawca/biorca, liczba (%) | Mgska/meska 38 (54,29)
Mgska/zenska 13 (18,57)
Zenska/meska 11 (15,71)
Zenska/zenska 8 (11,43)
Status CMV, liczba (%) Biorca(+)/dawca(+) 26 (37,1)
Biorca(-)/dawca(+) 14 (20,00)
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Biorca(+)/dawca(-) 18 (25,70)
Biorca(-)/dawca(-) 12 (17,10)
ATG, liczba (%) Tak 58 (82,86)
Nie 12 (17,14)
Profilaktyka GVHD, liczba (%) | CSA 12 (17,14)
CSA/MTX 48 (68,58)
CSA/MMF 5 (7,14)
CSA/MTX/MMF 5 (7,14)
Druga procedura allo-HSCT, | Tak 6 (8,57)
liczba (%) Nie 64 (91,43)
Tloé¢ przetoczonych komérek CD34*, mediana (zakres) 7,27x10°
(1,27x10° — 22,41x10°)

4.3.2. OS, NRM, wznowa

Czas obserwacji od dnia wykonania procedury przeszczepienia komorek hematopoetycznych
wynosit 7 miesiecy. Dziesigcioro (14,28%) pacjentow zmarlo, z czego 6 chorych z powodu
wznowy oraz 4 pacjentow z powodu NRM. Prawdopodobienstwo wystgpienia zgonu u osoéb
poddanych procedurze allo-HSCT z powodu choroby nowotworowej wynosito 16,27%,
natomiast z powodu choroby nienowotworowej 11,11%. Mediana czasu przezycia pomi¢dzy
procedurg allo-HSCT, a zgonem wynosita 151 dni (zakres, 44 — 215 dni). Siedmiomiesieczny
NRM wyniodst 5,71%. Przyczynami NRM byty glownie infekcje (sepsa u 2 pacjentow, infekcja
SARS-CoV-2 u 1 dziecka), natomiast jeden pacjent zmart z powodu zachtysniecia, ktore
nastgpito podczas wlewu preparatu ptytek krwi u dziecka z istotnym uposledzeniem
intelektualnym (MPS ).

Siedmiomiesigczne przezycie koncowe (OS) wynosito 90,6% i 92,8% odpowiednio u
pacjentow z chorobg nowotworowg i nienowotworowa, roznica nie okazata si¢ istotna
statystycznie (p=0,574). Z przezyciem koncowym nie byly rowniez zwigzane takie czynniki
jak rodzaj zastosowanego kondycjonowania (p=0,347), rodzaj dawcy komorek

hematopoetycznych (p=0,596) czy wiek biorcy (p=0,676), wyniki te nie sg istotne statystycznie.

W niniejszym badaniu nie stwierdzono wptywu na ryzyko wznowy takich czynnikow jak rodzaj

dawcy (p=0,116) czy wiek biorcy (p=0,986), wyniki te nie sg istotne statystycznie.
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Nie stwierdzono istotnie statystycznego zwigzku pomig¢dzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163,

a przezyciem catkowitym (OS).

Nie stwierdzono istotnego statycznie zwigzku pomigdzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 w
dobie +7 oraz w dobie +28 po allo-HSCT a NRM. Dane zostaly przedstawione w Tabeli 5.

Tabela 5. Istotnosé¢ statystyczna zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 a NRM

NRM (p-value)
ST2 doba +7 0,397958
ST2 doba +28 0,728785
sCD163 doba +7 0,107179
sCD163 doba +28 0,972475
REG3a doba +7 0,616834
REG3a doba +28 0,482121

Badanie nie wykazato istotnego statycznie zwiazku pomigdzy stezeniem ST2, REG3a oraz
sCD163 w dobie +7 i dobie +28 po allo-HSCT z wystgpieniem wznowy oraz $miercig zwigzang

ze wznowg (Tabela 6).

Tabela 6. Istotnos¢ statystyczna zwigzku pomigdzy stezeniem ST2, REG30 i SCD163 ze wznowg oraz Smiercig

zwigzang ze wznowq

Wznowa (p-value) Smier¢ zwigzana ze
wznowa (p-value)
ST2 doba +7 1,000000 0,359318
ST2 doba +28 0,222877 0,797728
sCD163 doba +7 0,676559 0,149697
sCD163 doba +28 0,141194 0,673217
REG3a doba +7 0,084173 0,173563
REG3a doba +28 0,141194 0,506429

Badanie nie wykazato zwigzku pomigdzy stezeniem ST2, REG3a oraz SCD163 w dobie +7
i dobie +28 po allo-HSCT a wystgpieniem zgonu (Tabela 7).
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Tabela 7. Istotnosé statystyczna zwigzku pomiedzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 z wystgpieniem zgonu

Zgon (p-value)
ST2 doba +7 0,870769
ST2 doba +28 0,814669
sCD163 doba +7 1,000000
sCD163 doba +28 0,401725
REG3a doba +7 0,423062
REG3a doba +28 0,383615

4.3.3. Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

W przeciggu 215 dni po allo-HSCT, 40 (57,00%) chorych rozwingto ostrg chorobg przeszczep
przeciwko gospodarzowi. Mediana czasu rozpoznania aGVHD wyniosta 19 dni po allo-HSCT
(zakres, 9-66 dni), a srednim dniem rozpoznania byta doba +24 po allo-HSCT. Ostra choroba
przeszczep przeciwko gospodarzowi stopnia I wystapita u 22 (55%) pacjentow, stopnia Il u 15
(38%) pacjentow, stopnia III u 1 (2,50%) pacjenta, stopnia IV u 2 (5%) pacjentow. Sposrod
chorych u ktorych zdiagnozowano aGVHD, u 7 (17,50%) pacjentéw zdiagnozowano postac¢
skorng aGVHD, u 4 (10%) pacjentow posta¢ watrobowag aGVHD, u 7 (17,50%) pacjentow
posta¢ jelitowa aGVHD. Posta¢ sterydooporna ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi wystgpita u 7 (17,50%) pacjentéw, u tych chorych zastosowano leczenie drugiej
linii aGVHD. Przewlekta postac choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi rozpoznano u 3

(4,29%) pacjentow.

W badanej kohorcie zrodto komorek hematopoetycznych (p= 0,00841; test chi*2 Pearsona) 1
fakt przeprowadzenia allo-HSCT po raz drugi (p= 0,03615; test chi*2 Pearsona) wptynety na
wystgpienie aGVHD. Badanie wykazato, ze 67,35% pacjentdéw, ktérzy otrzymali komorki
hematopoetyczne z krwi obwodowej rozwingto aGVHD, podczas gdy w przypadku grupy
pacjentow otrzymujacych komoérki hematopoetyczne ze szpiku na aGVHD zachorowato tylko
33,33% osob. Wykazano rowniez, ze 60,94% pacjentéw, ktorzy przeszli pierwszy allo-HSCT
zachorowato na aGVHD, w przypadku drugiego HSCT na aGVHD zachorowato 16,67%.

W niniejszym badaniu nie stwierdzono, aby na ryzyko rozwini¢cia aGVHD mialy wptyw takie
czynniki jak choroba podstawowa (p=0,831), rodzaj zastosowanego kondycjonowania
(p=0,421), rodzaj dawcy (p=0,066), wyniki te nie sg istotne statystycznie. Jak rowniez, nie

wykazano, aby u biorcéw plci meskiej wystapito wyzsze ryzyko wystapienia aGVHD kiedy
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dawcg jest kobieta (test chi“Pearsona p=0,36147, test doktadny Fishera p=0,63325). Nie
wykazano takze zwigzku pomiedzy zastosowaniem ATG, MTX, CSA, MMF, a wystapieniem

aGVHD (p> 0,05).

4.3.3.1.  Analiza stegzen ST2, REG3a i SCDI163 w calej kohorcie pacjentow

Analize wynikow stezen ST2, REG3a 1 SCD163 w calej kohorcie pacjentow przedstawiono

ponizej w Tabeli 8.

Tabela 8. Mediana stezern ST2, REG3a i SCD163 w calej kohorcie pacjentow

Wszyscy Pacjenci bez | Pacjenci z

pacjenci aGVHD aGVHD
ST2 doba +7 (pg/mL) 24563,15 22403,636 25555,556
REG3a doba +7 (ng/mL) 11,84 15,709 11,286
sCD163 doba +7 (ng/mL) 181,97 202,493 161,445
ST2 doba +28 (pg/mL) 44167,27 28543,864 58231,111
REG3a doba +28 (ng/mL) 12,58 10,530 13,414
sCD163 doba +28 (ng/mL) 238,20 230,352 238,195

Analiza wykazala, ze stezenie ST2 w dobie +28 po allo-HSCT jest wyzsze wsrod pacjentow z
aGVHD niz u pacjentow nie chorujacych na to powiktanie poprzeszczepowe, wynik ten jest
istotny statystycznie (p=0,005224), co zostato zilustrowane na Rycinie 1. Nie wykazano
istotnego statystycznie zwigzku stgzenia ST2 w dobie +7 po allo-HSCT z wystgpieniem
aGVHD.
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Rycina 1. Stezenia ST2 w dobie +28 po allo-HSCT u pacjentéw chorujgcych na aGVHD oraz pacjentéw nie
chorujgcych na aGVHD (pg/mL)

Badanie nie wykazato istotnego statystycznie zwigzku st¢zenia REG3a i SCD163 w dobach +7
oraz +28 po allo-HSCT z wystapieniem aGVHD.

Wykazano, ze st¢zenie ST2 w dobie +28 jest istotnie statystycznie wyzsze wsrod pacjentow ze
sterydooporng postacig aGVHD niz u chorych z postacig sterydowrazliwg aGVHD (p=0,0237).
Natomiast, badanie nie wykazato zwigzku pomiedzy st¢zeniami ST2 w dobie +7 po allo-HSCT
oraz REG3a i SCD163 w dobach +7 oraz +28 po allo-HSCT z wystgpieniem sterydoopornej
postaci aGVHD. Korelacja mi¢dzy stezeniami ST2, REG3a, SCD163 z wystagpieniem aGVHD

oraz postaci sterydoopornej aGVHD zostata przedstawiona w Tabeli 9.
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Tabela 9. Istotnosé statystyczna zwigzku miedzy stezeniami ST2, REG3a, SCD163 z wystgpieniem aGVHD oraz

sterydoopornej postaci aGVHD

aGVHD sterydooporna posta¢ aGVHD
ST2 doba +7 0,611533 0,346974
ST2 doba +28 0,005224 0,023696
REG3a doba +7 0,579540 0,660749
REG3a doba +28 0,173852 0,733159
sCD163 doba +7 0,516429 0,888323
sCD163 doba +28 0,680231 0,073935

Co wigcej, u pacjentow z aGVHD w stopniu I-1l (p=0,0353), a takze w stopniu III-I1V
(p=0,0376) stwierdzono statystycznie znamiennie wyzsze st¢zenia ST2 niz w grupie pacjentow

bez GVHD.

Stezenie REG3a w dobie +28 po allo-HSCT pozwala na rozrdznienie miedzy brakiem aGVHD,
a rozpoznaniem aGVHD w stopniu I11-1V (p=0,0458).

Pozostate analizowane biatka w badanych punktach czasowych nie wykazaty istotno$ci

statystycznej z wystapieniem aGVHD oraz sterydoopornej postaci aGVHD.
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4.3.3.2.

Analiza stezen ST2, REG3a i SCD163 u pacjentow 7 rozpoznanym aGVHD

W metodyce niniejszej pracy zwrdécono wage na matg grupg pacjentow, co moze mie¢ wplyw

na istotno$¢ wynikow przedstawianych w tym podrozdziale.

Mediana stezen ST2, REG3a i SCD163 u pacjentow z rozpoznanym aGVHD zostata

przedstawiona w Tabeli 10.

Tabela 10. Mediana stezerr ST2, REG3a i SCD163 w badanych punktach czasowych

aGVHD Sterydowrazliwa | Sterydooporna
ogolem posta¢ aGVHD posta¢ aGVHD
ST2 doba +7 (pg/mL) 25555,56 25432,727 31020,970
REG3a doba +7 (ng/mL) 11,29 11,286 13,240
sCD163 doba +7 (ng/mL) 161,45 161,445 144,340
ST2 doba +28 (pg/mL) 58231,11 48928,750 70287,270
REG3a doba +28 (ng/mL) 13,41 13,595 12,820
sCD163 doba +28 (ng/mL) 238,20 311,532 148,490
ST2 doba +1 aGVHD (pg/mL) 43654,49 35005,556 57917,500
REG3a doba +1 aGVHD (ng/mL) 12,82 14,460 11,840
sCD163 doba +1 aGVHD (ng/mL) 274,28 285,171 148,490
ST2 doba +7 aGVHD (pg/mL) 68167,73 68114,545 68220,910
REG3a doba +7 aGVHD (ng/mL) 14,90 15,308 14,380
sCD163 doba +7 aGVHD (ng/mL) 339,54 326,494 346,430

Analize stgzen ST2, REG3a i SCD163 u pacjentoéw z rozpoznanym aGVHD poréwnujaca

réznice statystyczne miedzy roznymi grupami przedstawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Analiza stezeri ST2, REG3a, SCD163 w odniesieniu do czynnikéw moggcych mie¢ zwigzek z aGVHD
u chorych z rozpoznanym aGVHD w dobach +7 oraz +28 po allo-HSCT

Choroba Status CMV | Status CMV Zespot przesigkania

nowotworowa vs. | dawcy biorcy $rodbtonkow

choroba (p-value) (p-value) (p-value)

nienowotworowa

(p-value)
ST2 doba +7 0,167857 0,031642 0,131319 0,336753
ST2 doba +28 0,236246 0,909575 0,372193 0,927107
REG3a doba+7 | 0,871093 0,534681 0,045942 0,119838
REG3a doba +28 | 0,236246 0,022154 0,935343 0,028117
sCD163 doba +7 | 0,049606 0,632959 0,167830 0,890843
sCD163 doba +28 | 0,987054 0,559128 0,269867 0,035352

Stezenie SCD163 w dobie +7 bylo istotnie statystycznie nizsze wsérdd pacjentow, ktorzy

rozwingli aGVHD z choroba nowotworowa niz u pacjentdw z chorobg nienowotworowa

poddanych procedurze allo-HSCT (mediana 138,80 ng/mL vs. 208,43 ng/mL; p= 0,049606).

Stezenie ST2 w dobie +7 oraz REG3a w dobie +28 sg istotnie statystycznie nizsze u pacjentow
z rozpoznang aGVHD, ktorzy otrzymali materiat przeszczepowy od CMV dodatnich dawcow
niz od dawcow CMV ujemnych (kolejno: dla ST2 +7 mediana 22684,62 pg/mL vs. 35134,09
pg/mL, p= 0,031642; dla REG3a +28 mediana 11,31 ng/mL vs. 19,42 ng/mL, p=0,022154).

Stezenie REG3a w dobie +7 jest istotnie statystycznie wyzsze U pacjentow z rozpoznang
aGVHD i CMV seropozytywnych niz u pacjentow CMV seronegatywnych (mediana 6,53
ng/mL vs. 14,77 ng/mL; p= 0,045942).

Stezenie REG3a w dobie +28 oraz sCD163 w dobie +28 u pacjentéw z rozpoznang aGVHD
jest istotnie statystycznie wyzsze u pacjentow z CLS niz pacjentow bez CLS (kolejno: dla
REG3a mediana 56,15 ng/mL vs. 12,78 ng/mL, p= 0,028117; dla sCD163 mediana 679,68
ng/mL vs. 203,41 ng/mL, p= 0,035352).
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Pozostate czynniki, takie jak: pte¢ dawcy i biorcy, rodzaj dawcy, zrodto komorek
krwiotworczych, wznowa, zgon, VOD, stosowanie ATG, MTX, CSA/MTX, MMF nie
wptynety statystycznie istotnie na st¢zenia ST2, REG3a, SCD163 u pacjentdw z rozpoznanym
aGVHD.

Ponizej, w Tabeli 12 przedstawiono analize stezen ST2, REG3a i sSCD163 w dobie +1 aGVHD
oraz +7 leczenia aGVHD, w odniesieniu do czynnikow zwigzanych z aGVHD oraz innych

powiktan po allo-HSCT, porownujaca réznice statystyczne mi¢dzy réoznymi grupami.

Tabela 12. Analiza zwigzku migdzy czynnikami zwigzanych z aGVHD oraz powikianiami po allo-HSCT a
stezeniami ST2, REG3a, SCD163 w +1 oraz +7 dobie aGVHD

Choroba Status CMV | Status CMV | Powiklania

nowotworowa vs. | dawcy biorcy pulmonologiczne

choroba (p-value) (p-value) (p-value)

nienowotworowa

(p-value)
ST2 doba +1 aGVHD 0,026501 0,969229 0,526118 1,000000
ST2 doba +7 aGVHD 0,782880 0,633343 0,342531 0,064585
REG3a doba +1 aGVHD | 0,895333 0,049655 0,047022 0,038607
REG3a doba+7 aGVHD 0,148838 0,336447 0,479149 0,972902
sCD163 doba +1 aGVHD | 0,686790 0,678755 0,937662 0,993924
sCD163 doba +7 aGVHD | 0,582029 0,081693 0,890723 0,921478

Badanie wykazato, ze stezenie ST2 w dobie +1 aGVHD bylo istotnie wyzsze w przypadku
choroby nowotworowej niz choroby nienowotworowej (63160,83 pg/mL vs. 34058,57 pg/mL,;
p=0,026501). Natomiast, na stezenia REG3a wptynetly status CMV biorcy, status CMV dawcy
oraz powiktania pulmonologiczne. Stezenie REG3a w dobie +1 aGVHD bylo wyzsze w
przypadku: dawcy CMV seronegatywnego niz seropozytywnego (21,47 ng/mL vs. 12,82
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ng/mL; p=0, 0,049655), biorcy CMV seropozytywnego niz seronegatywnego (15,63 ng/mL vs.

7,19 ng/mL; p=0,047022), jak rowniez w przypadku braku wystgpienia powiktan

pulmonologicznych w poréwnaniu z grupg chorych z powiktaniami pulmonologicznymi (14,46

ng/mL vs. 5,82 ng/mL; p=0,038607).

Analize zwigzku stezenia ST2, REG3a, SCD163 z wystgpieniem sterydoopornej postaci

aGVHD w kohorcie pacjentoéw z aGVHD przedstawiono w Tabeli 13:

Tabela 13. Istotnosé statystyczna zwigzku migdzy stezeniami ST2, REG3a, SCD163 z wystgpieniem sterydoopornej

postaci aGVHD

Sterydooporna posta¢ aGVHD (p-value)

ST2 doba +7 0,718246
ST2 doba +28 0,041779
REG3a doba +7 0,625401
REG3a doba +28 0,607470
sCD163 doba +7 0,983066
sCD163 doba +28 0,039891
ST2 doba +1 aGVHD 0,484991
ST2 doba +7 aGVHD 0,445984
REG3a doba +1 aGVHD 0,963078
REG3a doba +7 aGVHD 0,679178
sCD163 doba +1 aGVHD 0,003207
sCD163 doba +7 aGVHD 0,959592

Stezenie ST2 w dobie +28 bylo istotnie statystycznie wyzsze u pacjentow ze sterydooporng

postacia aGVHD niz postacig sterydowrazliwg aGVHD (mediana 74290,86 pg/mL vs.

48928,75 pg/mL; p= 0,041779)
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Stezenie SCD163 w dobie +28 byto istotnie statystycznie nizsze u pacjentdéw ze sterydooporng
postacia aGVHD niz postacig sterydowrazliwg aGVHD (mediana 141,19 ng/mL vs. 289,83
ng/mL; p=0,039891). W dobie +1 stezenie SCD163 byto rowniez istotnie statystycznie nizsze
u pacjentéw ze sterydooporng postacig aGVHD (mediana 122,03 ng/mL vs. 285,17 ng/mL; p=
0,003207).

Ponizej przedstawiono wykresy obrazujace obserwowane warto$ci w populacji aGVHD z
podzialem na aGVHD posta¢ sterydooporng (1) i wrazliwg (0) dla sCD163, REG3a, ST2
(kolejno: Rycina 2, Rycina 3, Rycina 4).

slgzane markera CD163 w roznych punklach czasowych
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Rycina 2. Stgzenie SCD163 w populacji aGVHD z podziatem na aGVHD posta¢ sterydooporng (1) i
sterydowrazliwg (0)
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stezenie markera REG3alfa w rdznych punktach czasowych

100
go L .
80 } .
70 L .
60 | .
50 + = =
40 :
30 — Mediana
[ 25%-75%
20 '|' 1 T Min-Maks
. - e HEE e — 0 - sterydowrazliwy aGVHD
10 J_ l P J- 1 - sterydooporny aGVHD
J_ l 1 1 - — REG3alfa +7
: _ . ~ REG3alfa +28
0 1 = REG3alfa IGVHD
— REG3alfa +7GVHD

starydoopormny aGVHD

Rycina 3. Stezenie REG3a w populacji aGVHD z podziatem na aGVHD postaé sterydooporng(1) i
sterydowrazliwg (0)
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W oparciu o uzyskane wyniki przesiewowych testow statystycznych (jak wyzej) wykazano
statystycznie istotne réznice pomiedzy grupami pacjentéw z aGVHD postacig sterydooporna i
sterydowrazliwa w przypadku st¢zen: ST2 w dobie +28 (p= 0,041779), sCD163 w dobie +28
(p=0,039891), sCD163 w dobie +1 aGVHD (p=0,003207). W badanej kohorcie 40 pacjentow
zachorowato na aGVHD, z czego u 8 pacjentéw rozwinela si¢ sterydooporna posta¢ aGVHD.
Wobec tego podjeto probe zbudowania modelu regres;ji logistycznej, ktory w oparciu o st¢zenia
wybranych potencjalnych markerow w odpowiednich punktach czasowych przewidywalby
szans¢ rozwoju sterydoopornego aGVHD wsrdéd pacjentow chorujacych na aGVHD -
przeprowadzono na poczatku analize jednoczynnikowa, do kolejnego kroku analizy wtaczono
tylko te zmienne, dla ktoérych wartos¢ p (LR) byta <= 0,200. W kolejnym kroku oceniono
wspOHiniowos¢ predyktorow: dla zmiennej ST2 w dobie +7 aGVHD warto$¢ testu wyniosta p<
0,05 dlatego wyeliminowano ja z analizy. Ponadto wykazano wspotliniowo$¢ zmiennej ST2 w
dobie +28 oraz sCD163 w dobie +28 dlatego zmienng SCD163 doby +28 wyeliminowano z
analizy. W ramach walidacji modelu dokonano losowego przydziatu przypadkéw do proby
uczacej i testowej w oparciu o wprowadzong dodatkowa zmienng ,,Walidacja” z oceng
krzyzowa: stosunek liczby przypadkow w probie uczacej do proby testowej wynosit 7:3. W
kolejnym kroku dokonano budowy modelu metoda wszystkich efektow — droga eliminacji
poszczegb6lnych zmiennych wykazujacych p>0,05 udato si¢ uzyska¢ model, ktory przyjat
posta¢ modelu jednoczynnikowego zawierajagcego zmienng SCD163 + 1 doba aGVHD. W
trakcie budowania modelu zmienne ST2 +28 oraz sCD163 +28 okazaly si¢ by¢ nieistotne

statystycznie (p>0,05) wobec czego nie wlaczono ich do modelu.

Tabela 14. Sterydooporna posta¢ aGVHD - ocena parametréw jednoczynnikowego modelu regresji logistycznej

P lloraz szans Ufnos¢ OR -95% Ufnos¢ OR 95%
Wyraz wolny 0,018 | 179,581 2,434 13247,664
sCD163 +1 aGVHD 0,008 | 0,969 0,946 0,992

W badaniu zaobserwowano, ze wzrost SCD163 w dobie +1 aGVHD o jedng jednostke
powoduje spadek szansy rozwoju sterydoopornej postaci aGVHD o 3,10%. Spadek stezenia
sCD163 w dobie +1 GVHD o 10 jednostek powoduje wzrost 0 szansy rozwoju sterydoopornej
postaci aGVHD o 27,98% (Tabela 14). Zgodnie z definicja, wzor zbudowanej funkcji regresji

logistycznej przyjmuje nast¢pujaca postac:
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5,191-0,032%[CD163 IGVHD]

P(x) = 1 + ¢5191-0,032+[CD163 IGVHD]

gdzie P(x) przyjmuje wartos$¢ od (0;1) i oznacza prawdopodobienstwo wystgpienia aGVHD

sterydoopornego wsrod pacjentow, u ktérych zdiagnozowano aGVHD.

Dobro¢ dopasowania modelu: test Homera-Lemeshowa dla proby uczacej p=0,07, dla proby
testowej p=0,00001. Krzywa ROC: AUC dla proby uczacej 0,944, AUC dla proby testowej
0,438. Zbudowany model charakteryzuje si¢ niska dobrocia dopasowania, co

najprawdopodobniej zwigzane jest z niskg liczebnoscig proby (Rycina 4 i Rycina 5).
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Rycina 5. Krzywa ROC - préba testowa (AUC 0,438)
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Rycina 6. Krzywa ROC - proba uczgca (AUC=0,944)

Korzystajac z krzywych ROC i indeksu Youdena wyliczono warto§¢ progowa stezenia markera
sCD163 +1 aGVHD tj. 182,08 ng/mL (Rycina 6). Wobec tego pacjenci, ktorzy mieliby stezenie
sCD163 w dobie +1 aGVHD nizsze niz 182,08 ng/mL mieliby statystycznie istotng wicksza
szans¢ na rozwinigcie sterydoopornego aGVHD niz pacjenci, ktorzy mieliby stezenie wyzsze

niz 182,08 ng/mL.
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Wykres ROC
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Rycina 7. Proponowana wartos¢ progowa stezenia SCD163 w dobie +1 aGVHD dzielgca pacjentow na

sterydoopornych i sterydowrazliwych.

Podjeto probe zamiany zmiennych ilosciowych na jako$ciowe dzigki wykorzystaniu narzedzia
Data Mining oraz techniki drzew C&RT okre$lono warto$ci graniczne pozwalajace na

przekodowanie zmiennych na 3 warto$ci: low, medium, high jak podano w Tabeli 15:

Tabela 15. Stgzenia ST2, REG30, sCD163 w trzech kategoriach (low, medium, high)

Low Medium High
ST2 (pg/mL) <=45905,1515 <=76548,3333 >76548,3333
REG3 alfa (ng/mL) <= 12,3842 <= 19,4229 >19,4229
sCD163 (ng/mL) <=190,4511 <=400,4969 > 400,4969

Niestety, pomimo wielokrotnych préob, nie udato si¢ zbudowac modelu regresji logistycznej ani
regresji liniowe] pozwalajagcych na wykorzystanie przekodowanych warto$ci zmiennych.
Analiza proporcjonalnego hazardu Coxa dla zadnej z wymienionych zmiennych nie okazala si¢

by¢ istotna statystycznie tj. nie pozwalata potwierdzi¢, ze stgzenia badanych potencjalnych

60



biomarkeréw maja zwigzek z przezywalnoscig pacjentow. Podobne wnioski uzyskano w
przypadku analizy przezywalno$ci metoda Kaplana-Meiera. W tym przypadku jedynie dla
zmiennej ST w dobie +28 po przeksztalceniu na wartosci low, medium i high uzyskano
graniczne p=0,08. Takze w tym przypadku pomimo préb przeksztalcenia zmiennej 3-stanowej
(low, medium, high) na zmienng dwustanowg (low, high) nie udato si¢ uzyskac nizszej wartosci

p dla zadnej zmienne;.

Przekodowano parametry potencjalnych biomarkeréw na 3 kategorie: low, medium i high, przy
pomocy testu chi2 sprawdzono, czy w obrebie pacjentow z aGVHD stezenia wybranych
biomarkeréw sg rézne pomigdzy grupami pacjentéw z aGVHD wrazliwym i opornym na GKS.
Wykazano, ze po przekodowaniu stezenia ST2, REG3a i SCD163 w momencie rozpoznania
aGVHD sj istotnie statystycznie r6zne migdzy pacjentami z aGVHD wrazliwym i opornym na
GKS (odpowiednio p=0,01480; p=0,00649 oraz p=0,00002). Dodatkowo, st¢zenia ST2 i
SCD163 w dobie +28 rowniez byly istotnie statystycznie rozne pomig¢dzy pacjentami zaGVHD
wrazliwym i opornym na GKS (odpowiednio p=0,04208 oraz p=0,01241). Wyniki te zostaty
przedstawione w Tabeli 16. W przypadku przekodowania zmiennych na 2 kategorie (low, high)
stezenie ST2 w dobie +28 okazalo si¢ by¢ nieistotnie statystycznie, jednak w przypadku
pozostatych markeréw wartosci p sa nizsze niz w przypadku markeréw przekodowanych na 3

kategorie.
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Tabela 16. Rdznice stezerr markeréw po ich przekodowaniu (low, medium, high) w przypadku sterydowrazliwej
oraz sterydoopornej postaci aGVHD

Posta¢ aGVHD wrazliwa | Sterydooporna postac p-value

na GKS aGVHD

low | medium | high low | medium | high
ST2 +7 0,844 | 0,156 0,000 1,000 | 0,000 0,000 | 0,23200
REG3alfa +7 0,688 | 0,125 0,188 0,625 | 0,125 0,250 | 0,92218
CD163 +7 0,719 | 0,281 0,000 0,750 | 0,125 0,125 | 0,09859
ST2 +28 0,438 | 0,313 0,250 0,125 | 0,375 0,500 | 0,04208
REG3alfa +28 0,375 | 0,344 0,281 0,250 | 0,625 0,125 | 0,33683
CD163 +28 0,219 | 0,469 0,313 0,750 | 0,250 0,000 |0,01241
ST2 +1 aGVHD 0,781 | 0,125 0,094 0,250 | 0,500 0,250 | 0,01480
REG3alfa +1 0,188 | 0,656 0,156 0,750 | 0,125 0,125 | 0,00649
aGVHD
CD163 +1 aGVHD | 0,094 | 0,813 0,094 0,875 | 0,000 0,125 | 0,00002
ST2 +7 aGVHD 0,063 | 0,750 0,188 0,000 | 0,625 0,375 | 0,44089
REG3alfa +7 0,188 | 0,656 0,156 0,125 | 0,750 0,125 | 0,87465
aGVHD
CD163 +7 aGVHD | 0,156 | 0,688 0,156 0,250 | 0,375 0,375 | 0,24019

4.3.4. Status CMV

Nie uzyskano roznicy istotnej statystycznie pomigdzy biorcami CMV dodatnimi oraz CMV
ujemnymi, ktorzy rozwineli aGVHD (p=0,6237), jak réwniez pomiedzy seronegatywnymi
pacjentami, ktorzy otrzymali komorki hematopoetyczne od seronegatywnych biorcow a
pozostaltymi pacjentami, ktorzy rozwineli aGVHD (p=1,00). Najmniejszy odsetek wystapienia
aGVHD wystapit u Dbiorcow CMV seropozytywnych, ktory otrzymali komorki
hematopoetyczne od CMV seronegatywnych dawcow (50%). Informacje dotyczace korelacji
stezen ST2, REG3a, SCD163 z serostatusem CMV dawcy i biorcy znajduja si¢ powyzej w

podrozdziale 4.3.2. ,,Ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi”.
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4.3.5. Inne powiklania przeszczepowe

Korelacja miedzy stezeniami ST2, REG3a, SCD163 z wystagpieniem powiktan po allo-HSCT

zostata przedstawiona w Tabeli 17.

Tabela 17. Istotnosé statystyczna zwigzku miedzy stezeniami ST2, REG3a, SCD163 z wystgpieniem powikian po

allo-HSCT

VOD CLS Powiktania Krwotoczne
(p-value) (p-value) (p-value)

ST2 doba +7 0,078757 0,214641 0,063124

ST2 doba +28 0,032637 0,422033 0,030059

REG3a doba +7 0,870281 0,986236 0,219124

REG3a doba +28 | 0,192635 0,013365 0,139278

sCD163 doba +7 0,405907 0,933763 0,166240

sCD163 doba +28 | 0,454737 0,056896 0,667893

W niniejszym badaniu nie stwierdzono, aby na ryzyko rozwinigcia VOD mialy wptyw takie
czynniki jak choroba podstawowa (p=0,249), rodzaj zastosowanego kondycjonowania
(p=0,477), rodzaj dawcy (p=0,701) czy wiek biorcy (p=0,064), gdyz wyniki te nie sg istotne
statystycznie. Analiza wykazala, ze u pacjentow z VOD stezenie ST2 w dobie +28 byto istotnie
statystycznie wyzsze od stgzenia tego biatka u pacjentoéw bez VOD (mediana 70807,69 pg/mL
vs. 43259,00 pg/mL; p= 0,032637), nie miato natomiast znaczenia w dobie +7 po allo-HSCT.
Nie wykazano korelacji pomiedzy stezeniami REG3a oraz SCD163 z wystgpieniem VOD.

W calej kohorcie u 5 (7,14%) pacjentow wystapit CLS. Wykazano, ze u pacjentow z CLS
wystepowalo istotnie statystycznie wyzsze stezenie REG3a w dobie +28 niz u pacjentow, U
ktorych nie wystagpit CLS (mediana 56,15 ng/mL vs. 11,53 ng/mL; p=0,013365). Nie
obserwowano jednak istotnie statycznie korelacji pomigdzy CLS ze stgzeniem ST2, SCD163

oraz REG3a w pozostatych punktach czasowych.

Sposréd wszystkich pacjentow u 8 (11,42%) chorych wystgpity powiklania krwotoczne. W
badaniu wykazano, ze stezenie ST2 w dobie +28 bylo istotnie statystycznie wyzsze u

pacjentow, u ktérych wystapity powiklania krwotoczne niz u pacjentéw, u ktérych powiklania
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krwotoczne nie wystgpity (mediana 78294,44 pg/mL vs. 40571,42 pg/mL; p=0.030059). Nie
wykazano natomiast zwigzku pomiedzy wysokimi st¢zeniami REG3o oraz sSCD163 z

powiklaniami krwotocznymi.

W badanej kohorcie 7 (10%) pacjentow poddanych procedurze allo-HSCT miato powiktania
ptucne: zapalenie ptuc (3/70), hipoksje z powodu CLS (2/70), nadci$nienie ptucne (1/70), oraz
zachty$niecie wydzieling zotagdkowa (1/70). Nie wykazano, aby stezenia ST2, REG3aisCD163

mialy zwiazek z wystapieniem powiktan pulmonologicznych.

W badanej kohorcie 5 (7.14%) pacjentow poddanych procedurze allo-HSCT miato powiktania
kardiologiczne: niewydolnos$¢ krazenia (3/70), kardiomiopati¢ (1/70), tetniak zatoki Valsalvy
(1/70), nadcisnienie (1/70). Nie wykazano, aby st¢zenia ST2, REG3a i SCD163 miaty zwigzek

z wystagpieniem powiktan kardiologicznych.
4.3.6. Korelacja stezen ST2, REG3a i SCD163 ze zmiennymi jakosciowymi

W pracy analizowano korelacje stezen ST2, REG3a i SCD163 z czynnikami zmiennymi.
Wykazano, ze pte¢ biorcy wpltywa na stezenie ST2 w dobie +7, st¢zenie to bylo bowiem wyzsze
w przypadku kiedy biorcg byta kobieta niz mezczyzna (mediana 34772,86 pg/mL vs. 22960,15
pg/mL; p= 0.009868). Natomiast, pte¢ dawcy nie ma znaczenia istotnego statystycznie dla ST2
ani w dobie +7, ani w dobie +28 po allo-HSCT.

Status CMV dawcy takze wptyngl na stezenie ST2 w dobie +7 i w przypadku dawcy
seronegatywnego pod wzgledem CMV byt wyzszy niz dawcy seropozytywnego (mediana
34271,82 pg/mL vs. 21145,71 pg/mL; p= 0,002101). Status CMV biorcy nie byt istotny

statystycznie w badanych punktach czasowych.

Wykazano réwniez, ze rodzaj zastosowanego kondycjonowania nie wptynat na stezenie ST2 w

dobie +7 oraz dobie +28 po allo-HSCT. Wyniki te zostaty przedstawione w Tabeli 18.
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Tabela 18. Istotnosé statystyczna zwigzku miedzy stezeniem ST2 a zmiennymi jakosciowymi

Status Status Pte¢ Zrodto Rodzaj Ple¢
CMV CMV Biorcy Komoérek | Kondycjonowania | Dawcy
dawcy biorcy (p-value) | (p-value) | (p-value) (p-value)
(p-value) | (p-value)

ST2 0,002101 | 0,256599 | 0,009868 | 0,389405 | 0,876732 0,681613

doba +7

ST2 0,535808 | 0,581250 | 0,344998 | 0,352946 | 0,407010 0,302292

doba

+28

Analiza wykazala rowniez, ze stosowanie MTX wplywa na stezenie ST2 w dobie +7 po allo-
HSCT, stezenie ST2 bylo bowiem wyzsze u pacjentow, u ktorych nie zastosowano MTX niz u
pacjentow, u ktorych zastosowano MTX (mediana 41853,97 pg/mL vs. 22403,64 pg/mL; p=
0,018845). W dobie +7 po allo-HSCT u pacjentow, u ktorych zastosowano MTX z
Cyklosporyna stezenie ST2 bylo nizsze niz u pacjentéow, u ktdrych zastosowano MTX bez
Cyklosporyny (mediana 22403,64 pg/mL vs. 41853,97 pg/mL; p=0.018845).

Badanie nie wykazato korelacji REG3a i SCD163, oraz ST2 w dobie +28, z w/w zmiennymi

jako$ciowymi.
4.3.7. Zwiazek miedzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 a zmiennymi ilo§ciowymi

Zwigzek migdzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 a badanymi zmiennymi ilo$ciowymi

zostal przedstawiony w Tabeli 19.
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Tabela 19. Zwigzek miedzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 ze zmiennymi ilosciowymi

wiek Liczba ST2 | REG30 |sCD163 | ST2 REG3a |sCD163
HSCT doba | doba +7 | doba+7 | doba+28 | doba +28 | doba +28
+7

ST2 0,2459 0,1977 X 0,1272 0,3514 0,3118 0,2711 0,3520
doba +7
p-value | p=0,142 | p=0,241 p=0,453 | p=0,033 | p=0,060 | p=0,105 | p=0,033
REG3a | 0,1871 0,2476 X 0,0735 0,0598 0,4950 0,0700
doba +7
p-value | p=0,268 | p=0,139 p=0,666 | p=0,725 | p=0,002 | p=0,681
sCD163 | 0,1858 0,0926 X 0,3268 0,0902 0,4662
doba +7
p-value | p=0,271 | p=0,586 p=0,048 | p=0,595 | p=0,004
ST2 0,0505 0,1474 X 0,2359 0,5311
doba +28
p-value p=0,767 | p=0,384 p=0,160 | p=0,001
REG3a | 0,1616 0,2146 X 0,2107
doba +28
p-value | p=0,339 | p=0,202 p=0,211
sCD163 | 0,1256 0,0813 X
doba +28

Zwigzek miedzy stezeniem ST2, REG3a i SCD163 a zmiennymi ilo§ciowymi zostat wyliczony

przy pomocy wspotczynnika korelacji r-Pearsona. Wykazano dodatnig, lecz stabg korelacje¢
miedzy stezeniem ST2 w dobie +7 oraz SCD163 w dobie +7 (0,3514; p=0,033) oraz dobie +28
po allo-HSCT (0,3520; p=0,033). Jak rowniez stwierdzono dodatnig, umiarkowana korelacje
miedzy stezeniem REG3 w dobie +7 oraz REG3a w dobie +28 (0,4950; p=0,002). Wykazano

dodatnia korelacj¢ miedzy st¢zeniem SCD163 w dobie +7 oraz ST2 w dobie +28 (0,3268;
p=0,048) i sCD163 (0,4662; p=0,004) w dobie +28. Dodatnia umiarkowana korelacja zostata
wykazana miegdzy stezeniem ST2 w dobie +28 oraz SCD163 w dobie +28 (0,5311; p=0,001).

66




5. DYSKUSJA

Mimo wielu mozliwych powiktan allogeniczne przeszczepienie komorek hematopoetycznych
jest niejednokrotnie jedyna metodag ratujaca zycie pacjentdw z chorobami nowotworowymi i

nienowotworowymi.

Wiodaca przyczyng $mierci chorych poddanych procedurze allo-HSCT niezwigzang ze
wznowg jest choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi, ktéra wystepuje az u 20-80%
pacjentow, dlatego poznanie tego powiktania, w tym metod przewidywania sterydooporne;j
postaci tej choroby, mogloby zwiekszy¢ przezywalno$¢ wielu pacjentow[1l]. W niektorych
przypadkach samo rozpoznanie aGVHD nie jest jednoznaczne, poniewaz nicktore objawy
aGVHD, takie jak np. wysypka, biegunka czy podwyzszona aktywno$¢ enzymow
watrobowych, moga by¢ podobne do objawoéw zwigzanych chociazby z toksycznosciag lekow
lub infekcja wirusowa. Wykonanie badan obrazowych rowniez nie dostarczy jednoznacznych
informacji na temat etiologii zaburzen zotadkowo-jelitowych, poniewaz pogrubienie §ciany
jelit z poszerzeniem s$wiatta, opisywane w badaniu ultrasonograficznym oraz tomografii
komputerowej, moze wystapi¢ zaréwno W przebiegu GVHD, jak réwniez infekcji jelit lub
zapaleniu jelit o innej etiologii[52], [68]. W takim wypadku oprocz objawow klinicznych
potrzebne jest wykonanie endoskopii oraz badania histopatologicznego, co nie zawsze jest
mozliwe m.in. ze wzgledu na stan ogoélny pacjenta. Znajomos$¢ markeréw zwigzanych z
ryzykiem wystagpienia aGVHD, w potaczeniu z fatwoscig ich oznaczania, mogtaby mie¢
pozytywny wptyw na rozpoznanie ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi, wybor

odpowiedniej terapii oraz jakos¢ leczenia pacjentow.

W literaturze od kilkudziesigciu lat pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat potencjalnych
markeréw aGVHD, jednak dane wciaz nie s3 jednoznaczne. Gtéwnym ograniczeniem takich
potencjalnych markerow jest fakt, ze zwigkszenie st¢zenia wielu z nich nastgpuje nie tylko w
przypadku wystapienia aGVHD, ale rowniez w wyniku pojawienia si¢ innych powiktan
procedury allo-HSCT, takich jak na przyktad infekcje lub nawet wynika z samej procedury
przeszczepowej i toksycznosci leczenia. Do opublikowanych w pracach markerow, ktore byty
badane pod katem korelacji wystgpienia aGVHD po HSCT nalezg: czynnik martwicy
nowotworow (ang. tumor necrosis factor o - TNF-a), receptor czynnika martwicy nowotworu
1 (ang. tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A - TNFR1), interleukina 8,
tancuch alfa receptora dla interleukiny 2, czynnik wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte
growth factor — HGF), czy elafina[44], [49], [69]. J. E. Levine i wsp. opisuja przewage
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markeréw ST2, REG3a i TNF-a nad objawami klinicznymi GI-GVHD wynikajgcg z faktu, ze
ich stezenie na poczatku choroby lepiej koreluje z jej aktywnoscia [70]. Wieloosrodkowa oceng
aGVHD oraz walidacja markerow zajmuje si¢ mi¢dzynarodowe konsorcjum Mount Sinai
Acute GVHD ("MAGIC”) [71]. W swojej pracy N. Spyrou i wsp. starali si¢ udoskonali¢
zaproponowany przez konsorcjum MAGIC algorytm prawdopodobienstwa (and. MAGIC
Algorithm Probability - MAP), ktéry taczy ST2 i REG3a do przewidywania takich punktow
koncowych jak NRM, poprzez uwzglgdnienie objawow klinicznych pacjentdw, co razem

wydaje si¢ by¢ lepszym predyktorem $miertelnosci[72].

W wielu dostepnych publikacjach, opierajacych sie na prospektywnie przeprowadzonych
badaniach, znajduja si¢ doniesienia o korelacji st¢zenia REG3a z jelitowa postacig choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi. J.L.M Ferrara i wsp. opublikowali wyniki badan, gdzie
zauwazonO trzykrotnie wyzsze stezenia markera REG3a u pacjentow z GI-GVHD w
poréwnaniu z pacjentami bez GI-GVHD. W tym samym badaniu u pacjentéow, u ktérych
wystapity objawy zotadkowo-jelitowe o podtozu GVHD odnotowano pigciokrotny wzrost
markera REG3a na poczatku objawdéw w porownaniu do pacjentéw z biegunka o innej etiologii
niz GVHD [35]. W publikacji L. Solan réwniez zauwaza, ze REG3a moze pomdc w
odroznieniu jelitowej postaci GVHD od innych przyczyn uszkodzenia jelit np. toksycznos$ci
leczenia, choréb autoimmunologicznych lub infekcji [57]. W odrdéznieniu do cytowanych
autoréw, w niniejszym badaniu nie zaobserwowano zalezno$ci migdzy stezeniem REG3a ani z
wystgpieniem aGVHD, ani ze sterydooporng postaciag aGVHD. Z uwagi na matg ilos¢
pacjentéw oraz z uwagi na fakt wlgczenia do badania wylgcznie pacjentow pediatrycznych, nie
mozna byto oceni¢ korelacji REG3a z GI-GVHD. W przysztosci warto zatem poprowadzi¢

dlugoterminowg obserwacje z wigksza liczba pacjentow.

W wielu publikacjach wskazuje si¢ na powigzanie ST2 z wystapieniem powiktan po allo-
HSCT, w tym z wystgpieniem sterydoopornej postaci aGVHD oraz ze wzrostem ryzyka
$miertelnos$ci niezwigzanej ze wznowg[57], [67], [73]. W badaniu zaobserwowano istotnie
statystycznie wyzsze stezenie ST2 w dobie +28 u chorych z aGVHD, jak réwniez ze
sterydooporng postaciag aGVHD, niz u 0séb nie chorujacych na to powiktanie po allo-HSCT.
Niemniej, skoro $redni dzien wystgpienia aGVHD wynosit 24 dni, a mediana 19 dni — wobec
tego stezenie ST2 w dobie +28 nie wydaje si¢ by¢ markerem prognostycznym, ktéry moze
Swiadczy¢ o rozwoju aGVHD, ale jest swego rodzaju markerem potwierdzajacym aGVHD.

Wobec tego rodzi si¢ pytanie, czy ST2 moze by¢ markerem stuzagcym do monitorowania
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aktywno$ci aGVHD? By¢ moze nalezaloby monitorowac stezenie ST2 nie w dobie +7 tylko w
dobie +14, +21 i1 +28. Ta hipoteza wymaga dalszych, najlepiej wicloosrodkowych badan.

Na temat korelacji biatka SCD163 z aGVHD jest jeszcze mniej doniesien naukowych. W
dostepnej literaturze znajdziemy jednak dane odnos$nie zwigzku biatka sCD163 z wystapieniem
cGVHD [74]. Warto zaznaczy¢, ze niektorzy autorzy np. T. Konuma i wsp. nie zaobserwowali
podobnej zalezno$ci[75]. W niniejszym badaniu nie wykazano zwigzku wysokiego st¢zenia
SCD163 ani z pojawieniem si¢ aGVHD, ani z pojawieniem si¢ sterydoopornej postaci aGVHD
w catej kohorcie pacjentow. Niemniej, zaobserwowano, ze w kohorcie pacjentow z aGVHD,
stezenie sCD163 w dobach +28 po allo-HSCT oraz w dobie +1 leczenia aGVHD byto istotnie
nizsze u pacjentow ze sterydooporna postacia aGVHD niz u chorych, ktérzy leczeni byli
sterydami z dobrym efektem klinicznym. Sugeruje to, ze pacjenci z aGVHD, ktorzy mieliby
stezenie SCD163 nizsze mieliby wigkszg szanse na rozwinigcie sterydoopornego aGVHD. Tych
pacjentow mozna by wiec wstepnie zakwalifikowa¢ do grupy pacjentow wyzszego ryzyka
sterydoopornego aGVHD i wobec tego wigczenia innego leczenia w momencie rozpoznania
aGVHD. Jednak jak wspomniano wczesniej badana kohorta pacjentoéw z aGVHD wydaje si¢
by¢ za mata aby postawi¢ jednoznaczne wnioski. Z uwagi na dos$¢ krotki, siedmiomiesieczny
okres obserwacji, nie sg dostepne wyniki korelacji wysokiego stezenia SCD163 z wystgpieniem

cGVHD — wymaga to dalszych, dtugoterminowych badan.

W dostgpnych publikacjach mozna znalez¢ informacje na temat korelacji stezenia badanych w
niniejszej pracy biatek ST2, REG3a i SCD163 z powiktaniami po allo-HSCT innymi niz ostra
choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi. Z uwagi na to, jest to pewne ograniczenie
przedstawionego badania szukajacego zwigzku badanych biatek z aGVHD. Mimo, ze do tej
pory nie oznaczono markeréw specyficznych dla choroby wenookluzyjnej watroby, to istnieja
doniesienia, ze podwyzszone stezenie markerow ST2 i REG3alfa moga korelowa¢ z ryzykiem
pojawienia si¢ VOD/SOSJ[73], [76], [77]. A. Zaid i wsp. zwrdcili w swojej pracy takze uwage
na fakt, ze stezenie markera ST2 nie ro6znito si¢ u pacjentow z SOS/VOD w przypadku braku
lub pojawienia si¢ GVHD, chociaz wzrost stezenia pojawiat si¢ szybciej w przebiegu GVHD
niz SOS/VOD[73], [77]. W niniejszej pracy nie zaobserwowano réznicy w ste¢zeniach ST2 u
chorych z aGVHD, ktorzy rozwineli VOD, jednak stwierdzono w catej kohorcie pacjentow, ze
wysokie stgzenie markera u ST2 w dobie +28 po allo-HSCT koreluje z wystapieniem
SOS/VOD. Wobec tego wyniki te sugeruja, ze badanie stezenia ST2 mogloby potencjalnie
utatwi¢ klinicystom diagnoz¢ VOD, jednak wobec wystepowania VOD na og6t przed 21 dobg
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po HSCT, nalezaloby rozpocza¢ monitorowanie w trzecim tygodniu po transplantacji.
Zwigkszenie st¢zenia ST2 u pacjentow z VOD moze rowniez sugerowac, ze aGVHD nalezy do
grupy powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonka naczyn (ang. endothelial
complications). Badanie nie wykazato natomiast zwigzku pomiedzy pojawieniem si¢ VOD, a

stezeniami pozostatych badanych biatek tj. REG3a oraz sSCD163.

Badane w niniejszej pracy biatka mogg mie¢ opisywany przez innych badaczy zwigzek z
chorobami serca oraz pluc. W literaturze dostepne jest badanie E.O. Weinberg i wsp. sugerujace
zwigzek markera ST2 z wystgpieniem chorob sercowo-naczyniowych, a w przypadku
niewydolnosci serca (NYHA III-IV) stuzacy nawet jako predyktor pdzniejszej
$miertelnosci[56]. Dodatkowo, istnieja doniesienia o wplywie nadci$nienia plucnego na
stezenie markera ST2[78], [79]. W niniejszym badaniu powiktania ptucne oraz kardiologiczne
nie wptynely na stezenia ST2, REG3a oraz sSCD163. Natomiast, zaobserwowano zwiazek
pomiedzy wysokim stezeniem markera REG3a w dobie +28, a wystapieniem zespotu
przesigkania wlo$niczek. Inni autorzy nie opisujg tej korelacji, co sugeruje, ze wynik moze by¢
efektem matej grupy pacjentow z CLS objetych niniejszym badaniem[80]. W pracy wykazano
rowniez korelacje ST2 w dobie +28 po allo-HSCT z powiktaniami krwotocznymi. J.F.P.
Wagenaar i wsp. takze opisali zwigzek ostrego krwawienia, w przebiegu zakazenia
Leptospiroza, z podwyzszonym st¢zeniem ST-2. Autorzy przypuszczaja, ze zaktocenie bariery
komorek $rodbtonka, co jest prawdopodobnie przyczyng krwotokow wystepujacych w cigzkiej
leptospirozie, odstania ukryte fibroblasty i w ten spos6b wptywa na wyzsze st¢zenie ST-2[81].
Niemniej, zbyt mata grupa analizowanych pacjentoéw, majaca wspomniane powiklania, nie
pozwala na jednoznaczne napisanie wnioskow dotyczacego ich korelacji ze st¢zeniami ST2,
REG3a oraz sCD163.

Mimo, ze jak wczes$niej wspomniano, wielu badaczy potwierdzito korelacj¢ miedzy stezeniem
REG3a, a wystgpieniem GI-GVHD, to jego podwyzszone stezenie zostato takze
udokumentowane w przypadku innych chorob jelit niezwigzanych z procedura przeszczepienia
komorek hematopoetycznych. S. Isnard i wsp. wykazali podwyzszone stezenie REG3a u
pacjentow zakazonych wirusem HIV, podczas gdy [.Marafini i wsp. w swoim badaniu
obserwowali taki wzrost u wigkszosci pacjentow z choroba Crohna oraz wrzodziejagcym
zapaleniem jelit[58], [82]. Sugeruje to, ze REG3alfa zwigzane jest m.in. z procesami zapalnymi,
infekcyjnymi oraz autoimmunologicznymi, i nie wydaje si¢ by¢ biatkiem swoistym tylko dla
GI-GVHD.
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Biatko sCD163 rowniez wydaje si¢ mie¢ zwigzek z wieloma chorobami. W artykule M.K.
Skytthe i wsp. mozna znalez¢ zestawienie badan potwierdzajacych korelacj¢ stezenia markera
SCD163 z wystapieniem chorob o podtozu zapalnym oraz infekcyjnym takich jak m.in.: sepsa,
HIV, wirusowe zapalenie watroby, malaria, zespot hemofagocytarny, ostre zespoty wiencowe,
ostre uszkodzenie nerek, miazdzyca, cukrzyca, stwardnienie rozsiane, twardzina uktadowa,

toczen i inne[64].

Mimo, ze prowadzonych jest wiele badan dotyczacych zwigzku w/w bialek z ostrg chorobg
przeszczep przeciwko gospodarzowi, to ich ograniczeniem wydaje si¢ by¢ samo rozpoznanie,
jak rowniez stopniowanie aGVHD réznigce si¢ migdzy osrodkami. Nie ma jednoznacznych
zalecen dotyczacych skali, ktéra powinny by¢ uzywana przez klinicystow do stopniowania
ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Do tej pory w tym celu stosowano m.in.
skale Glucksberga, zmodyfikowang skale¢ Glucksberga, skal¢ wedlug IBMTR, kryteria
“Keystone” oraz kryteria migdzynarodowego konsorcjum Mount Sinai Acute GVHD. W 2018
roku grupa ekspertow EBMT-NIH-CIBMTR zarekomendowata kryteria "MAGIC” jako
najbardziej optymalne, jednak do tej pory wiele osrodkow stosuje zmodyfikowang skale
Glucksberga do oceny nasilenia ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi[41]. Skale
te r6znig si¢ migdzy soba, wptywajac na réznice w stopniu aGVHD, a w konsekwencji na
wyniki analiz, utrudniajac tym samym poréwnanie badan prowadzonych w roznych osrodkach.
Podobnym ograniczeniem wydaja si¢ by¢ roznice wynikajace z samej oceny przez klinicystow
objawow ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Réznice w ocenie wysypki i jej
rozleglosci wptywaja na stopien skornego aGVHD, a oceny aktywnosci transaminaz przy braku
wzrostu stezenia bilirubiny moze mie¢ wptyw na stopien watrobowej postaci aGVHD[37]. W
Klinice, w ktorej hospitalizowano pacjentdéw objetym niniejszym badaniem nasilenie aGVHD
oceniano przy uzyciu zmodyfikowanej skali Glucksberga, z modyfikacjg Jacobsohna do oceny

zaawansowania jelitowej postaci aGVHD.

Etiologia ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi zalezy od wielu czynnikow
takich jak: rodzaj dawcy, wiek pacjenta, rodzaj kondycjonowania czy zrodlo komorek
hematopoetycznych[2]. W pracy nie stwierdzono, aby na ryzyko rozwinigcia aGVHD
badanych pacjentow wplynety takie czynniki jak choroba podstawowa, rodzaj zastosowanego
kondycjonowania, rodzaj dawcy. Nie wykazano takze, aby u biorcow pici meskiej wystapito
wyzsze ryzyko aGVHD w przypadku dawcy plci zenskiej, 0 czym istnieja rozbiezne w
publikacjach doniesienia[83], [84]. Jednak na wystgpienie aGVHD wptyneto zastosowanie
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krwi obwodowej jako zrodta komorek hematopoetycznych, co jest naturalne ze wzgledu na
wigkszg ilo$¢ limfocytow T niz w przypadku allo-HSCT kiedy zrodtem jest szpik kostny, oraz
fakt wykonania drugiego allo-HSCT. W przypadku pierwszej procedury allo-HSCT
obserwowano wicgkszy odsetek aGVHD, co moze wynika¢ to z faktu, ze podczas drugiej
transplantacji na ogol stosuje si¢ kondycjonowanie o zredukowanej toksycznosci, ktore
zwiazane jest z mniejszym ryzykiem aGVHD. Ponadto, drugie procedury wykonuje si¢
nierzadko od tych samych dawcow, co procedury pierwsze, wigc biorca dysponuje juz pewnego
rodzaju tolerancjg immunologiczng wobec dawcy, a dawca wobec biorcy. W badaniu L.V.E.
Oostenbrink i wsp. porownujgcym rodzaj zastosowanej globuliny antytymocytarnej w ramach
leczenia kondycjonujgcego uzyskano wickszy odsetek ostrej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi w stopniu I1-IV w grupie pacjentow, u ktorych zastosowano ATG-Genzyme niz
ATG-Fresenius[47]. U wigkszosci pacjentdéw objetym niniejszym badaniem zastosowano
ATG-Fresenius (Grafalon®) i nie zaobserwowano wptywu stosowania ATG na wystgpienie
aGVHD, jak rowniez na pojawienie si¢ wysokich stezen ST2, REG3a i SCD163. Wedtug
niektorych autorow kondycjonowanie moze mie¢ wptyw na stezenie ST2. M.T.V Lugt i wsp.
zaobserwowali nawet czterokrotnie wyzsze stezenie ST2 u pacjentéw, ktdrzy otrzymali
kondycjonowanie mieloablacyjne w poréwnaniu do kondycjonowania o zredukowanej
intensywnosci, co moze mie¢ oczywisty zwigzek wigksza toksycznoscia MAC uszkadzajaca
tkanki[51]. W przedstawionym badaniu nie zaobserwowano jednak, aby kondycjonowanie
mialo zwigzek ani z podwyzszonym stezeniem ST2, ani pozostatych bialek tj. REG3a oraz
SCD163.W przypadku lekéw stosowanych w profilaktyce aGVHD, zaobserwowano istotny
statycznie wplyw MTX na stezenie ST2: st¢zenie ST2 bylo nizsze u pacjentow, u ktorych

zastosowano MTX, co moze sugerowac, ze odgrywa on istotng role w profilaktyce aGVHD.

W niniejszym badaniu analizowano takze zwigzek stezenia ST2, REG3a oraz sCD163 z
czynnikami przezycia takimi jak OS i NRM oraz z ryzykiem wznowy. Nie stwierdzono
korelacji badanych biatek w zadnym punkcie czasowym z OS ani NRM. Podobnie jak w
dostepnych publikacjach, nie stwierdzono korelacji stgzenia ST2 z ryzykiem wznowy[73].

REG3a oraz sCD163 takze nie korelowaly z wystgpieniem wznowy.

Od wielu lat prowadzone sg badania nad potencjalnym wptywem infekcji CMV oraz jej
leczenia na rozwoj ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. O ile wptyw samego
leczenia GVHD powodujacego immunosupresj¢ ma oczywisty zwiagzek ze wzrostem ryzyka

infekcji CMV, to odwrotna korelacja przyczynowo-skutkowa nie zostata obecnie
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potwierdzona[85]. Podobnie jak w badaniu L-R Wang i wsp. w niniejszej pracy nie
potwierdzono zwigkszonego ryzyka aGVHD w przypadku wystapienia infekcji CMV[86].
Niemniej, istnieja publikacje wskazujace na mniejsze ryzyko wystapienia GVHD u biorcy
CMV-seronegatywnego, ktory otrzymuje komodrki  hematopoetyczne od CMV-
seronegatywnego dawcy[2]. W niniejszym badaniu nie zaobserwowano podobnej zaleznosci.
Co wigcej, najmniejszy odsetek aGVHD zaobserwowano u seropozytywnych biorcow, ktorzy
otrzymali komorki hematopoetyczne od seronegatywnych dawcow. Wprawdzie, az 11/18
pacjentow reaktywowato CMV w tej grupie, ale nie spowodowato to bezposredniej aktywacji

limfocytow cytotoksycznych i promocji GVHD.

Niniejsze badanie ukazuje zlozono$¢ ostrej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi,
zwraca uwag¢ na trudnosci diagnostyczne tego powiklania, pokazuje probe odnalezienia
markeréw aGVHD oraz sterydoopornej postaci tej choroby, co mogtoby polepszy¢ wyniki
leczenia pacjentow poddawanych procedurze allo-HSCT. Biatko ST2 wydaje si¢ by¢ najlepie;j
zwigzane z wystgpieniem aGVHD oraz sterydoopornej postaci aGVHD, moze by¢ markerem
stuzagcym do monitorowania jej aktywnosci lub potwierdzajacym aGVHD, gdyz jego stezenie
jest wysokie dopiero w dobie +28 po allo-HSCT. Niezbedne s jednak dalsze badania na
wiekszej probie pacjentdw, pozwalajace oceni¢ rowniez inne powiktania wystepujace po
procedurze przeszczepowej, ktore moga interferowaé ze stezeniami badanych markerdw.
Roéwniez niezbedne sg badania ukierunkowane na grupg pacjentow aGVHD, ktore pozwolityby
jednoznacznie zweryfikowa¢ znaczenie stezenia markera ST2 w dobie +28, SCD163 w dobie
+28 i +1 GVHD jako potencjalnych czynnikéw rokowniczych pozwalajacych na oceng
prawdopodobienstwa wystapienia aGVHD u pacjentow po allo-HSCT. Wobec faktu, iz
mediana wystgpienia aGVHD w badanej grupie pacjentéw to 19 dni po HSCT, nalezy wdrozy¢
do standardu monitorowania pacjentow oceng stezenia ST2 w dobie +14, +21 1 +28, a takze
nalezy rozwazy¢ ocen¢ stezenia ST2 1 sCD163 w trakcie pierwszego tygodnia leczenia

aGVHD.
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. WNIOSKI

ST2 moze by¢ markerem stuzacym do monitorowania aktywnosci aGVHD lub
potwierdzajacym aGVHD, gdyz jego stezenie u chorych z aGVHD w dobie +28 jest
wysokie, natomiast wzrostu stezenia tego markera nie obserwuje si¢ w dobie +7, co
wyklucza go jako wczesnego markera prognostycznego.

. Wobec faktu, iz mediana wystgpienia aGVHD w badanej grupie pacjentéw to 19 dni po
HSCT, nalezy wdrozy¢ do standardu monitorowania pacjentéw ocene stezenia ST2 w
dobie +14, +21 i +28 po allo-HSCT.

ST2 moze by¢ markerem sterydoopornej postaci aGVHD, poniewaz jego stezenie
ros$nie u pacjentow ze sterydooporng postacig aGVHD. Dlatego nalezy rozwazy¢ ocene
stezenia ST2 w trakcie pierwszego tygodnia leczenia aGVHD.

. Zwigkszenie stezenia ST2 u pacjentéw z VOD moze sugerowaé, ze aGVHD nalezy do
grupy powiklan zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonka naczyn.

. Niezbedne sa dalsze badania na wickszej probie pacjentow, ukierunkowane na grupe
aGVHD, ktore pozwolityby zweryfikowaé znaczenie stezenia ST2 w dobie +28 oraz
sCD163 w dobie +28 1 +1GVHD jako potencjalnych czynnikéw rokowniczych
pozwalajacych na ocen¢ prawdopodobienstwa wystapienia aGVHD u pacjentow po

procedurze allo-HSCT.
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