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1. WSTEP

1.1. Nowotwory ukladu chlonnego.

Nowotwory uktadu chtonnego to heterogenna grupa chordb, u podtoza ktorych lezy
klonalny rozrost zmienionej nowotworowo komorki z szeregu rozwojowego limfocytow B, T
lub komorek NK.

Proby ujednolicenia systematyzacji chorob limfoproliferacyjnych siegaja lat 90tych XX
wieku, kiedy to Migdzynarodowa Grupa Badawcza Chtoniakow (ang. International Lymphoma
Study Group, ILSG) wprowadzita klasyfikacje modyfikowana w kolejnych dekadach przez
Swiatowa Organizacje¢ Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO). Edycja czwarta
klasyfikacji WHO byla obowiazujaca od roku 2016. Wyrdznia ona ponad 80 jednostek
podzielonych wedlug pochodzenia na nastepujace gtdéwne grupy:

- nowotwory limfoidalne z prekursorowych komorek B/T/NK,

- nowotwory z dojrzatych komoérek B

- nowotwory z dojrzatych komoérek T/NK,

- potransplantacyjne choroby limfoproliferacyjne,

- nowotwory z komorek histiocytarnych 1 dendrytycznych,

- chtoniak Hodgkina (ang. Hodgkin lymphoma, HL).

Wytyczne klasyfikacji z 2016 roku dotyczace procesu diagnostycznego uwzgledniajg
cechy morfologiczne komorki nowotworowej, jej immunofenotyp a niekiedy takze
charakterystyczne zmiany cytogenetyczne i molekularne. W zaleznosci stopnia zréznicowania
komorki mamy do czynienia z nowotworami z komorek prekursorowych, czyli wywodzacych
si¢ z pierwotnych narzadow chtonnych (gléwnie ze szpiku kostnego), badz dojrzatych
pochodzacych z obwodowych narzadow chionnych takich jak wezty chtonne czy §ledziona. W
drugiej grupie znajduje si¢ m.in. szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma, MM),
choroba, u podloza ktorej leza zmiany nowotworowe dojrzatych komorek z linii B —
plazmocytow. Ze wzgledu na specyficzne cechy kliniczne MM, jednostka ta zazwyczaj jest
analizowana oddzielnie 2.

Chloniaki ujgte jako nowotwory z prekursorowych komoérek B, T lub NK
oraz nowotwory z dojrzatych komoérek B, T lub NK zaliczane sa do tzw. chloniakéw
nie-Hodgkin (ang. non-Hodgkin lymphoma, NHL), niegdy$ nazywanych chloniakami
nieziarniczymi. Szczegdétowy podzial nowotworéw z dojrzatych limfocytow B ujeto
w Tabeli 1.



HL, natomiast, to choroba pochodzenia B-komoérkowego, stanowigca oddzielng grupe,
podlegajaca dalszemu podziatlowi na posta¢ klasyczng 1 posta¢ guzkowa z przewaga
limfocytow. Ten typ chloniaka wyr6znia obecnos¢ komoérek Reed-Sternberga (RS)
W stosunkowo niewielkim nacieku nowotworowym otoczonym komoérkami odczynowymi 2.

Chloniaki sg wigc zbiorem dos$¢ roznorodnych jednostek roznigcych si¢ miedzy sobg
cechami histologicznymi, przebiegiem, a takze sposobem leczenia. W wielu badaniach
naukowych stanowi to punkt wyjscia dla oddzielnego analizowania danych uzyskanych
w kohortach NHL, HL i MM 3.

W 2022 roku WHO zaproponowata nowg klasyfikacje bedaca efektem rewizji
I uaktualnienia poprzedniej wersji. Piata edycja ktadzie wigkszy nacisk na aspekty molekularne
i genetyczne w diagnostyce limfoproliferacji. Jednoczesnie, uwzgledniajac zrdéznicowanie
mozliwo$ci poszczegolnych krajow w zakresie zaawansowanej diagnostyki, WHO wyrdznia
kryteria podstawowe, a wiec niezbedne do rozpoznania kolejnych jednostek chorobowych, oraz
kryteria pozadane. Ponadto wprowadzono hierarchizacj¢ rozpoznan uwzglgdniajaca kategorig,
rodzing/klase, typ i podtyp nowotworu. Wprowadzono nowe podtypy niektorych jednostek, jak.
np. EBV-dodatni i EBV-ujemny Chtonia Burkitta.*

Tabela 1. Ogélny podzial nowotworéw limfoproliferacyjnych ze szczegélowym podziatem

nowotwordw z dojrzatych komérek B - wg klasyfikacji WHO, edycja 4 2.

Nowotwory limfoidalne z komorek prekursorowych

Chloniaki z dojrzalych komorek B

- przewlekta bialaczka limfocytowa / chtoniak z matych limfocytow

- biataczka prolimfocytowa B-komorkowa

- $ledzionowy chtoniak strefy brzeznej

- biataczka wlochato komorkowa

- $ledzionowy B-komoérkowy chtoniak/biataczka, nieklasyfikowany

- chtoniak limfoplazmocytowy / makroglobulinemia Waldenstroma

- gammapatia monoklonalna o nieokre§lonym znaczeniu, IgM

- choroby tancuchow cigzkich




nowotwory z komoérek plazmatycznych

pozawe¢ztowy chtoniak strefy brzeznej MALT

wezlowy chioniak strefy brzeznej

chtoniak grudkowy

chtoniak z duzych komorek B z rearanzacja IRF4

pierwotnie skorny chtoniak osrodkéw rozmnazania

chtoniak z komorek ptaszcza

chtoniak rozlany z duzych komorek B, nieokreslony

chloniak z duzych komorek B bogaty w komorki T/histiocyty

pierwotny rozlany chtoniak z duzych komoérek B osrodkowego uktadu nerwowego

pierwotnie skorny rozlany chtoniak z duzych komorek B typu konczynowego

chloniak rozlany z duzych komorek B, nieokreslony EBV+

wrzdd sluzéwkowo-skorny EBV+

chloniak rozlany z duzych komorek B zwigzany z przewlektym stanem zapalnym

chloniak rozlany z duzych komorek zwigzany z widknikiem

lymphomatoid granulomatosis

chloniak pierwotny $rddpiersia z duzych komorek B

chloniak srodnaczyniowy z duzych komorek B

chloniak z duzych komorek B, ALK+

chtoniak plazma blastyczny

pierwotny chtoniak wysiekowy

zespoty limfoproliferacyjne zwigzane z HHV-8

chloniak Burkitta

chloniak podobny do chtoniaka Burkitta z aberracjg 11q

chtoniak z komorek B o wysokim stopniu zto§liwosci, z rearanzacjami MYC i BCL2 |

chtoniak z komoérek B o wysokim stopniu ztosliwos$ci, nieokreslony
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- chloniak B-komoérkowy nieklasyfikowalny, z cechami posrednimi migdzy chloniak

komorek B 1 klasycznym chtoniakiem Hodgkina

Nowotwory z dojrzatych komorek T 1 NK

Potransplantacyjne nowotwory limfoproliferacyjne

Nowotwory z komorek histiocytarnych 1 dendrytycznych

Chtoniak Hodgkina

Z punktu widzenia praktyki klinicznej istotny jest podzial nowotworéow na indolentne
i agresywne, dokonywany na podstawie typowej dynamiki choroby. Nowotwory indolentne
charakteryzuja si¢ powolnym, czesto wieloletnim przebiegiem i niejednokrotnie nie wymagaja
leczenia w chwili rozpoznania. Majg charakter choroby przewleklej i nawrotowej. W tej grupie
znajduja si¢ m.in. przewlekta biataczka limfocytowa (ang. chronic lymphocytic leukemia,
CLL) oraz chtoniak grudkowy (ang. follicular lymphoma, FL).

Chtoniaki agresywne, takie jak chtoniak rozlany z duzych limfocytow B (ang. diffuse
large B-cell lymphoma, DLBCL), pierwotny chtoniak §rodpiersia z duzych komoérek B
(ang. primary mediastinal large B-cell lymphoma, PMBL) czy chioniak 0 wysokim stopniu
ztosliwosci z komoérek B (ang. high-grade B-cell lymphoma, HGBL), cechuje dynamiczny
przebieg. Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ proliferacyjng komoérek nowotworowych,
chtoniaki agresywne w wigkszosci wykazuja duzg wrazliwo$¢ na chemioterapi¢ i w przypadku
wielu z nich rokowanie co do uzyskania trwalej remisji po zastosowaniu pierwszej linii
chemioterapii s dobre . Specyficznym rodzajem chloniaka agresywnego jest chtoniak z
komorek ptaszcza (ang. mantle cell lymphoma, MCL) taczacy w sobie takze cechy chtoniakéw
indolentnych, takie jak nawrotowy charakter.

Spodziewany przebieg procesu chorobowego w oczywisty sposoéb wpltywa na wybor
Sciezki terapeutycznej, w tym na decyzj¢ o przeprowadzeniu badz nie autologicznego
przeszczepienia krwiotworczych komoérek macierzystych szpiku (ang. autologous

hematopoietic stem cell transplantation, autoHSCT).
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1.2. AutoHSCT.

AutoHSCT to procedura, ktora znalazta swoje zastosowanie w terapii wielu
chemiowrazliwych nowotworéw hematologicznych.

Dawki rutynowo stosowanej chemioterapii limitowane sa przez jej dzialanie
mielotoksyczne. Skuteczno$¢ terapeutyczna autoHSCT wynika z mozliwosci podania
wysokodawkowej  chemioterapii o duzym  potencjale  przeciwnowotworowym,
ktora jednocze$nie dziata mieloablacyjnie, nieodwracalnie uszkadzajagc komorki szpiku
kostnego. Do cytostatykow o takim dziataniu nalezg m. in. melfalan i karmustyna. Celem
umozliwienia rekonstytucji uktadu hematopoetycznego po zastosowanej mega chemioterapii,
pacjentowi podawane sg hematopoetyczne komodrki macierzyste (ang. hematopoietic stem cells
HSC) w postaci infuzji dozylnej °. W przypadku autoHSCT, HSC pochodza od samego chorego
i pobierane sg jeszcze przed przyjeciem do oddziatu transplantacyjnego a nastepnie mrozone i
przechowywane w ciektym azocie do czasu przeszczepienia.

To wiasnie opracowanie sposobdéw krioprezerwacji komodrek hematopoetycznych
umozliwito wykonanie ich pierwszego autologicznego przeszczepienia w 1976 roku. Wowczas
byt to przeszczep HSC pobranych ze szpiku kostnego pacjenta. Zaledwie 10 lat pdzniej po raz
pierwszy przeprowadzono autoHSCT poprzedzony pobraniem komoérek hematopoetycznych z
krwi obwodowej — wowczas jeszcze bez uzycia czynnikéw stymulujacych 6. W kolejnych
latach nastapit szybki rozwoj metod pozyskiwania i przeszczepiania HSC, a samo autoHSCT
weszto do katalogu standardowo stosowanych metod terapeutycznych. Wedtug rejestru
Europejskiego Towarzystwa ds. Przeszczepiania Krwi i Szpiku (ang. European Society for
Blood and Marrow Transplantation, EBMT), w2019 roku w Europie 700 o$rodkow
raportowato przeprowadzenie tacznie 28 714 procedur autoPBSCT .

Procedura autoHSCT najczesciej wykonywana jest u chorych na HL, NHL i MM. W
ostatnich latach do wachlarza terapii hematoonkologicznych wprowadzono terapi¢ limfocytami
T z chimerowym receptorem antygenowym (ang. chimeric antygen receptor T cells, CAR-T),
co zmienito nieco miejsce HSCT w leczeniu niektorych grup pacjentow. W Polsce dostepnosé
tej metody jest jednak ograniczona w stosunku do wielu krajow zachodnich. Ogolne wskazania
do przeszczepienia w wybranych nowotworach limfoproliferacyjnych wg klasyfikacji EBMT
z roku 2022 przedstawiono w Tabeli 2. W kazdym przypadku nalezy jednak wzig¢ pod uwage

stan ogoOlny pacjenta oraz jego dodatkowe obcigzenia.
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Tabela 2. Ogdlne wskazania do przeprowadzenia transplantacji w wybranych chorobach

limfoproliferacyjnych, wg EBMT 2022 8,

sytuacja kliniczna autoHSCT alloHSCT CAR-T

FL - pierwsza remisja N N N
- oporno$¢ na leczenie N CO CO
- wznowa bez wczesniejszego autoHSCT S CO N
* N S CO
- wznowa po wczesniejszym autoHSCT *

DLBCL - pierwsza remisja CoO N
- opornos¢ na leczenie N CO
- chemiowrazliwa wczesna wznowa ~ co CcO
- chemiowrazliwa pdzna wznowa ~ S CO CO
- chemiowrazliwa wznowa po autoHSCT CO S
i S N D
- pierwotny chioniak OUN

MCL - pierwsza remisja S N N
- opornos¢ na leczenie N CO S
- wznowa bez wezesniejszego autoHSCT CO CO S
* N CO S
- wznowa po autoHSCT ~

HL - pierwsza remisja N N N
- opornos¢ na leczenie CO N
- chemiowrazliwa wznowa po S S N
autoHSCT" CO D/N N

-chemiowrazliwa wznowa bez

wczesniejszego autoHSCT *

S — standard postgpowania; CO — opcja kliniczna; N — nierekomendowane; D — wymaga

dalszych badan; alloHCT — allogeniczny HSCT ogdlnie (szczegotowe wskazania mogq sie

roéznié dla poszczegdlnych typow alloHSCT); ™ - po uzyskaniu remisji
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1.3.  Mobilizacja HSC.
1.3.1. Znaczenie mobilizacji HSC.

Potencjat HSC do formowania kolonii hematopoetycznych stwierdzono w latach 80-
tych XX wieku w badaniach in vitro i potwierdzono w badaniach przeprowadzanych na letalnie
nas$wietlonych pawianach, u ktorych po podaniu HSC obserwowano odnowe uktadu
krwiotworczego °. Odkrycie to zapoczatkowato badania nad wykorzystaniem HSC u cztowieka
I, w konsekwencji, wprowadzenie ich transplantacji allogenicznych oraz autologicznych do
repertuaru terapii hematologicznych. Podanie HSC po zastosowanej mielosupresyjnej
megachemioterapii jest mozliwe dzigki opracowaniu procedury ich wczesniejszego pozyskania
— ze szpiku kostnego, krwi obwodowej lub pepowinowej. W przypadku gdy komorki postuza
do wykonania alloHSCT, pobierane sg od dawcy spokrewnionego badz niespokrewnionego. U
pacjentow zakwalifikowanych do autoHSCT komorki pobierane sa od samego chorego,
najczesciej z krwi obwodowej. Proces umozliwiajacy separacj¢ HSC nazywany jest mobilizacja
czyli ich przesunigciem ze szpiku kostnego na obwod. Preferencja pozyskiwania
autologicznych HSC z krwi nad pobraniem ich bezposrednio ze szpiku kostnego wynika z kilku
powodow, m.in. tatwiejszego dostgpu, mniejszej ilosci potencjalnych powiktan, wigkszego
komfortu dawcow, nizszego kosztu procedury, ale tez krotszego czasu rekonstytucji uktadu

hematopoetycznego biorcy .

1.3.2. Molekularne podloze mobilizacji HSC.

W szpiku kostnym HSC ulokowane sg w tzw. niszach hematopoetycznych — miejscach,
gdzie dochodzi do ich samoodnowy i réznicowania przy obecnosci innych komorek 1 ich
mediatorow regulujacych powyzsze procesy. Pod wzgledem funkcjonowania nisze mozna
umownie podzieli¢ na cz¢§¢ osteoblastyczng oraz naczyniowa, bowiem HSC podlegaja
procesom zachodzacym z udzialem mediatoréw i komodrek obecnych w otoczeniu $réodblonka

naczyn zatokowych badz okostnej wewnetrzne;.
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W otoczeniu naczyn wiosowatych obecne sg komorki mezenchymalne produkujace
chemoking 12 o motywie CXC (ang. C-X-C motif chemokine ligand 12, CXCL12) zwang
takze czynnikiem pochodzenia zrgbowego 1 (ang. stromal cell-derived factor 1, SDF1), ta za$
jest odpowiedzialna za kontrole stanu spoczynkowego HSC. CXCL12 taczac si¢ z receptorem
CXCR-4 obecnym na powierzchni HSC daje im sygnal do zasiedlania niszy szpikowe;j.
Komorki siateczki reguluja réznicowanie HSC za pomocg insulinopodobnego czynnika
wzrostu (ang. insuline like growth factor binding protein, IGFBP-2) %12, Srodbtonek naczyn
zatokowych szpiku wykazuje takze ekspresje czasteczek adhezyjnych takich jak naczyniowa
czgsteczka adhezyjna (VCAM-1, ang. vascular cell adhesion molecule-1), ktore powoduja
przyleganie HSC do komérek $rodbtonka. Dziatanie odwrotne, proekspansywne, ma aktywacja
kinazy serynowo-treoninowej Akt i szlaku sygnalizacyjnego AKt/mTOR (ssaczy cel
rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin) 2.

Osteoblasty produkujg czasteczki adhezyjne: integryny i kadheryne N. Ponadto w niszy
osteoblastycznej dochodzi do regulacji proliferacji i migracji HSC z udziatem licznych cytokin
takich jak czynnik komodrek macierzystych (ang. stem cell factor, SCF), angiopoetyna-1
wigzaca si¢ z receptorem Tie na powierzchni HSC i hamujaca ich proliferacje, czy wspomniany
wyzej CXCL12 1142,

Celem mobilizacji HSC jest ich uwolnienie z niszy szpikowych i przesunigcie do krwi
obwodowej. Jest to mozliwe przy uzyciu czynnika wzrostu kolonii granulocytow (ang.
granulocyte colony stimulating factor, G-CSF). Fizjologicznie G-CSF jest produkowany
m.in. przez komorki $rodblonka i fibroblasty szpiku kostnego, ale substancja jest dostgpna
takze jako lek w postaci iniekcji podskornych. Doktadny mechanizm dziatania cytokiny
nie zostat jeszcze do konca poznany. Wiadomo jednak, ze dziala ona poprzez zmiang
mikrosrodowiska niszy szpiku kostnego oraz hamowanie osteoblastoéw. Redukcja stezenia
SDF-1 (CXCL12) powodowana przez G-CSF skutkuje zaburzeniem osi CXCL12-CXCR4
I ostatecznie wyrzutem HSC do krwioobiegu. Przypuszcza si¢ takze, ze G-CSF zaburza
dzialanie adhezyn osteoblastycznych oraz srodbtonkowych, w tym VCAM-1, a takze pobudza
réznicowanie HSC poprzez zmiang cytokin szpikowych powodowana aktywacja granulocytéw
z towarzyszacym wyrzutem neutrofilowych metaloproteina 41°,

W badaniu I/Il fazy wykazano, iz podawanie G-CSF przez 4 kolejne dni zwigkszylo
100-krotnie ilos¢ HSC we krwi obwodowej w stosunku do stanu sprzed wykonania pierwszej
iniekcji leku 8. Ich stezenie osigga swoje maksimum okolo 5 dnia terapii i wtedy zazwyczaj

rozpoczyna si¢ monitorowanie skutecznosci mobilizacji.
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1.3.3. Procedura mobilizacji HSC.

Istnieje kilka uznanych schematoéw mobilizacji komorek krwiotworczych. Opieraja si¢
one na podawaniu G-CSF w monoterapii lub w skojarzeniu z cytostatykami. Juz u schytku
poprzedniego wieku zaobserwowano, ze =zastosowanie chemioterapii mielosupresyjnej
poprzedzajace wiaczenie G-CSF zwicksza ilos¢ HSC uzyskanych we krwi obwodowej .
W niektorych przypadkach, gtownie u chorych na NHL, do uzyskania powyzszego efektu
wykorzystuje si¢ chemioterapi¢ stosowang w standardowym planie leczenia, takg jak protoko6t
DHAP. W innych, najczgs$ciej u chorych na MM, pacjentowi podaje si¢ cytostatyk dedykowany
specjalnie procedurze mobilizacji. W tej drugiej grupie najczgsciej stosowanym lekiem jest
cyklofosfamid (Cy). W piSmiennictwie wymienia si¢ takze etopozyd oraz Ara-C, ktérego
przewage nad Cy w zakresie skutecznosci mobilizacji wykazano ostatnio w kilku badaniach
1819 Stosowany w Klinice Hematologii USK we Wroclawiu protokot mobilizacji

schematycznie przedstawiono na Rycinie 1.

Rycina 1. Schemat mobilizacji HSC.

rozpoczecie
podawania
G-CSF

\ separacja

Dzieri -X Dzien Dzien
+5 +10

zakonczenie

\ \ mobilizacj -
: mobilizacji
\ nieskutecz

Dierwszy ostatni Pierwsze oznaczenie
dzien cyklu dzien cyklu stezenia komorek CD34+
chemioterapii chemioterapii we krwi

*uzyskanie ponizej 20 komorek CD34+/ul we krwi obwodowej z jednoczesng tendencjq spadkowg CD34+

p.C. — powierzchnia ciata; m.c.- masa ciala; s.c. — podskérnie; i.v. — dozylnie

W ostatnich latach wprowadzono do lecznictwa plerixafor (AMD3100), ktory
w potaczeniu z G-CSF istotnie poprawia skuteczno$¢ mobilizacji. Plerixafor to antagonista
receptora CXCR-4, ktory poprzez uniemozliwienie przytgczenia si¢ SDF-1 powoduje
uwolnienie HSC do krwioobiegu 2°. Niestety koszt stosowania plerixaforu jest dosé¢ duzy.
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Ponadto lek ten podawany jest w infuzji dozylnej, co dodatkowo obcigza system szpitalny
I sSamego pacjenta, jako ze, w przeciwienstwie do G-CSF, nie moze by¢ podany samodzielnie
w domu.

Aktualnie bada si¢ kilkadziesiat lekow potencjalnie moggcych w przysztosci usprawnié
proces mobilizacji. Do roku 2021 przeprowadzono niemalze 100 takich badan. Obiecujace
wydaja  si¢  m.in. kombinacje meloxicamu, nowych antagonistow CXCR-4

czy oligosacharydéw znanych pod nazwa EP80031 i EP80006 z G-CSF i/lub plerixaforem 22,

1.3.4. Separacja HSC i skuteczno$¢ mobilizaciji.

Separacj¢ HSC przeprowadza si¢ zazwyczaj gdy ich stezenie we krwi pacjenta osiggnie
min. 20 komorek/ul a wedtug niektorych zrodet 10 komorek/ul - choé wowcezas rosnie
prawdopodobienstwo suboptymalnego lub niezadawalajacego efektu separacji 2. Donacje
pobiera si¢ za pomocg automatycznych separatorow komoérkowych i z doj$cia dozylnego.

Stezenie HSC oznacza si¢ za pomocg cytometrii przeplywowej. Markerem
charakterystycznym dla HSC u cztowieka jest antygen CD34 begdacy glikofosfoproteing
zlokalizowang na powierzchni btony komorkowej. Wykorzystanie przeciwciata anty-CD34 w
4-parametrowe] cytometrii z nastepczym wieloparametrycznym bramkowaniem pozwala
na ilosciowa oceng zawartosci HSC w produkcie mobilizacji - separacie.

Minimalna ilo$¢ komorek w separacie, niezbedna do rekonstytucji uktadu
krwiotworczego po przeszczepieniu, to 2x10° komoérek CD34+/kg m.c. biorcy. Jednak za iloéé
optymalng, pozwalajaca na szybszag odnowe hematopoetyczng oraz ewentualne przeszczepienie
tandemowe, uznaje sie 3-4x10° komoérek CD34+/kg m.c.

W niektorych przypadkach docelowg ilos¢ komorek wudaje si¢ zgromadzi¢
po wykonaniu pojedynczej leukaferezy, czasem jednak wymagane jest wykonanie w kolejnych
dniach dwoch lub wiecej zabiegow 23,

W zalezno$ci od zrédel, u ok. 20-40% pacjentow poddanych mobilizacji procedura
konczy si¢ niepowodzeniem pod postacig braku odpowiedniego wzrostu stgzenia komoérek
CD34+ we krwi lub zbyt matej ilosci HSC w produkcie leukaferezy. Istnieje kilka czynnikéw
uznawanych za potencjalnie negatywnie wptywajace na skuteczno$¢ mobilizacji. Wymienia si¢
rodzaj przebytej wczesniej chemioterapii (np. fludarabina, melfalan, lenalidomid), wyzszy wiek
chorego, NHL jako rozpoznanie podstawowe 222425,

W  przypadku niepowodzenia mobilizacji zaleca si¢ dodatkowe zastosowanie

plerixaforu. Wedtug wskazan rejestracyjnych leku mozliwe jest tez wlaczenie go u pacjentow,
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u ktorych na podstawie czynnikow ryzyka przewiduje si¢ nieskuteczno$¢ strategii opartej

na samym G-CSF oraz w przypadku suboptymalnego efektu mobilizacji.??

14. MikroRNA.

1.4.1. Ogélna charakterystyka mikroRNA.

MikroRNA (ang. microRNA, miR) to jednoniciowe, niekodujgce czgsteczki RNA,
ztozone zazwyczaj z 21-23 nukleotydow. Ich funkcja jest potranskrypcyjna regulacja ekspresji
genow W mechanizmie blokowania translacji, badz przez promowanie degradacji targetowych
fragmentow informacyjnego RNA (ang. messengerRNA, mRNA).

MiR, podobnie jak mMRNA, podlegaja transkrypcji z udziatem polimerazy RNA I,
czego produktem jest pierwotny transkrypt - primary-miR (pri-miR). Liczace kilka tysiecy par
zasad pri-miR, pod wptywem enzymu DROSHA nalezacego do grupy polimeraz RNA 111,
przeksztatcane jest do prekursorowego miR (ang. precursor-miR, pre-miR) o dwuramiennej
strukturze tzw. spinki do wlosow (ang. pre-miR hairpin). Oba ramiona pre-miR hairpin
zawieraja komplementarne do siebie sekwencje 1 moga da¢ poczatek niemalze identycznym
wersjom tego samego miR. Jednak ze wzgledu na fakt, iz w praktyce wersje te moga
charakteryzowac si¢ zupetie inng stabilnos$cig 1 aktywnoscig biologiczng rozroznia si¢ produkt
3p- oraz 5p-, w zaleznos$ci od ramienia, z jakiego powstaly (np. miR-155-3p i 155-5p). W
przypadku, gdy sekwencja kodujaca dla danego miR znajduje si¢ w intronie, proces powstania
pre-miR zachodzi bez udziatu DROSHA i jest zwigzany z wycinaniem intronu (niekanoniczna
$ciezka powstawania miR). Powstaty, dwuniciowy produkt jest nast¢pnie transportowany Zz
jadra komorkowego do cytoplazmy. W procesie transportu pre-miR kluczowa role odgrywa
eksportyna 5 pozyskujaca energie z GTP powigzanego z biatkiem RAN. W cytoplazmie
kolejna polimeraza RNA 1ll, DICER, doprowadza do fragmentacji pre-miR i nast¢pczego
powstania dupleksow miR zlozonych z nici wiodacej 1 pasazerskiej, ktore po rozdzieleniu
tworza dojrzale, jednoniciowe czgsteczki miR. Do ostatecznego efektu regulatorowego
dochodzi za sprawa kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex) utworzonego przez
potaczenie dojrzatego miR z odpowiednim biatkiem z rodziny Argonaute, gtdéwnie Argonaute
2 (Ago2) %27,

18



Rycina 2. Biogeneza miR zalezna od DROSHA i DICER wg Bartel et al. 2/,
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Dotychczas poznano dwa podstawowe mechanizmy dzialania RISC. W pierwszym
przypadku, przy catkowitej komplementarnosci miR z docelowym fragmentem mRNA, biatko
Ago2 doprowadza do degradacji mMRNA. Drugi mechanizm, zachodzacy czgsciej wsrod
zwierzat, polega na wyciszeniu ekspresji genéw za pomocg blokowania translacji. W tym
procesie nici nie musza by¢ catkowicie komplementarne a do blokowania dochodzi
po przytaczeniu si¢ kompleksu wyciszajacego do konca 3°UTR targetowego mRNA %,

Historia badan nad miR sigga konca XX wieku, kiedy to odkryto, iz ekspresja genow
warunkujgcych rozwoj larwalny Caenorhabditis elegans podlega inhibicji przez krotkie, liczace
po kilkadziesiat zasad transkrypty lin-4 oraz let-7. Wkroétce potem wykazano, ze obie struktury
stanowiag element nowego, odrebnego mechanizmu regulacji genetycznej 2. Od tego czasu,
poza ustaleniem biogenezy i ogdlnego sposobu dziatania miR, zidentyfikowano licznych
przedstawicieli tej grupy bioracych udziat w procesach fizjologicznych oraz patologicznych u
organizmow zywych, w tym u czlowieka. Poznane dotychczas miR umieszczane sa w
dedykowanych bazach internetowych takich jak miRBase liczaca ok. 40 000 rekordow
dotyczacych pre-miR oraz ok. 50 000 dotyczacych dojrzatych miR. W przypadku miR
zidentyfikowanych w genomie cztowieka, w pelnym nazewnictwie stosowanym w bazach
danych dodaje si¢ prefiks ‘hsa’, np. hsa-miR-223, jednak w wielu publikacjach przedrostek ten
jest pomijany.

Dane zawarte w bazie, w zalezno$ci od stanu wiedzy na temat konkretnego miR,
obejmuja sekwencj¢ czgsteczki, odnos$nik do informacji o potencjalnym genie targetowym oraz
do dostepnych publikacji 2°. Cze$é miR zostala dobrze poznana i powigzana z mozliwym
efektem biologicznym ich dziatania, niektére jednak sg w fazie badan. Zdecydowana wigkszos¢
doniesien naukowych dotyczy rezultatow doswiadczen przeprowadzanych na zwierzgtach —

gldwnie myszach, niepotwierdzonych jeszcze u cztowieka.

1.4.2. MIR w hematopoezie.

Liczne badania wskazujg na regulacyjng role miR w hematopoezie, w tym
W réznicowaniu i proliferacji HSC. Wigkszo$¢ z nich prowadzona byta na zwierzgtach lub
liniach komoérkowych. Dotychczas ukazaty si¢ tylko pojedyncze badania ukierunkowane na

oceng ekspresji miR w trakcie mobilizacji HSC u cztowieka.
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W kontekscie hematopoezy czegsto wymienia sie MiR-125. W odroznieniu od wielu
innych miR, oznaczenie te charakteryzuje nie jeden miR, lecz rodzine, w sktad ktérej wchodza
miR-125a i miR-125b. Badania przeprowadzone na myszach oraz liniach komoérkowych in
vitro dowodza wysokiej ekspresji obu cztonkow rodziny miR-125 w szpiku kostnym a takze
jej dodatkowym pobudzeniu przez czynnik wzrostu kolonii granulocytow (ang. granulocyte
colony stimulating factor, G-CSF) 33, MiR-125 hamuja apoptoze komorek poprzez
wyciszanie genOw zwigzanych z programowang $miercig komorki promujac tym samym
przezycie i proliferacje HSC 303334 Nie zostato jednoznacznie ustalone w jaki sposéb miR-125
wplywaja na rozwoj poszczegolnych linii hematopoetycznych.

Kolejnym miR, ktorego zwiagzek z funkcjonowaniem HSC wykazano w badaniu in vitro
na modelu zwierzecym jest miR-126 3. MiR-126 wydaje si¢ mie¢ wptyw na mobilizacje HSC
jako ze jego zwigkszona obecno$¢ w komorkach $rodblonka ma negatywny wplyw na
ekspresje VCAM1 3637, Dotychczas przeprowadzono jednak niewiele badan in vivo na temat
roli miR-126 w hematopoezie indukowanej G-CSF, a wyniki opublikowanych badan: analizy
osoczowego stezenia miR u ludzi poddanych mobilizacji oraz stezenia miR w szpiku kostnym
myszy przyjmujacych G-CSF, sa sprzeczne 3738,

Landgraf et al. zaprojektowali duze badanie, w ktorym analizowali ekspresje
kilkudziesigciu miR w materiale pobranym z wielu ludzkich zdrowych oraz zmienionych
chorobowo tkanek. W zakresie uktadu krwiotworczego badano HSC pozyskane z krwi
obwodowej zdrowych dawcoéw po stymulacji G-CSF, szpik kostny oraz nacieki nowotworowe
m.in. w weztach chlonnych. Sposrod wszystkich analizowanych, miR-155 i miR-223,
a takze miR-142, miR-144 i miR-150 wykazywaly wysoka ekspresje w tkankach uktadu
hematopoetycznego zachowujac przy tym specyfike dla tego uktadu °. MiR-155 wigze sie
ponadto z mechanizmami zapalnymi i odpowiedzia immunologiczna komoérek *°,
a takze z oddziatywaniem na szlak CXCL12/CXCR4 “° i czgsteczke adhezyjng VCAM-1 4.,
MiR-223 oddziatuje z kolei na IGFR-1. Ponadto przypisuje si¢ mu role w regulacji stanu
zapalnego w takich jednostkach jak reaumatoidalne zapalenie stawow, zapalenia nieswoiste
jelit, infekcje wirusowe. MiR-223 reguluje aktywno$¢ wielu cytokin prozapalnych i wydaje si¢
by¢ niezbedny do réznicowania granulocytow 4244,

MiR sa wigc obiecujacym przedmiotem badan w hematopoezie i mobilizacji HSC, jako

ze istniejg przestanki o ich istotnej roli w powyzszym procesie.
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2. CELE I ZALOZENIA

Pobranie odpowiedniej ilosci HSC chorego jest konieczne do przeprowadzenia
autoHSCT, ktory w pewnych sytuacjach klinicznych stanowi najlepsza opcje terapeutyczng.
Istnieje grupa pacjentow, u ktorych nie udaje si¢ przeprowadzi¢ skutecznej mobilizacji HSC.

Istotnym jest poznanie czynnikow klinicznych wptywajacych na efektywnos¢ procedury.

Mobilizacja HSC jest procesem angazujagcym liczne mechanizmy molekularne.
W ostatnich latach ukazato si¢ wiele doniesien sugerujagcych wplyw poszczegdlnych miR
na hematopoeze. Wigkszos¢ badan przeprowadzono na zwierzetach i liniach komorkowych
in vitro. Ekspresja miR, jako czynnikow potencjalnie regulujacych hematopoeze cztowicka

moze mie¢ wptyw na proliferacj¢ i uwalnianie do krwioobiegu HSC.

Celem pracy jest proba identyfikacji pacjentdow, u ktoérych na podstawie danych
klinicznych lub molekularnych, w tym ekspresji wybranych miR, przewidywana efektywnos¢
mobilizacji jest niska i u ktérych mozna w zwigzku z tym rozwazy¢ dodatkowe metody

wspomagana mobilizacji, takie jak np. podanie plerixaforu.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Grupa badana.

Do badania zakwalifikowano pacjentéow poddanych procedurze mobilizacji komorek
macierzystych szpiku w Klinice Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu w latach 2018-2021, u ktérych mozliwe
bylo pobranie krwi do badania w dwoch zalozonych punktach czasowych. Ze wzgledu na
heterogenno$¢ choréb hematoonkologicznych oraz znaczace réznice w efektywnosci
mobilizacji pomi¢dzy chorymi z HL i NHL, grupe zaw¢zono do gorzej rokujacych skutecznosé
mobilizacji chorych z rozpoznaniem NHL. U wszystkich chorych zdiagnozowano chorobe z
grupy chtoniakow z dojrzatych komorek B. Dodatkowym kryterium wiaczenia do projektu byto
uzyskanie czesciowej odpowiedzi (ang. partial remission, PR) lub catkowitej remisji (ang.
complete remission, CR) przed rozpoczeciem mobilizacji. Celem ujednolicenia grupy, za
kryterium wylaczenia przyjeto: niewydolnosci narzadowe, choroby towarzyszace powyzej
stopnia 2 wg CTCAEV5.0, state przyjmowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych,
wywiad stosowania lekow uznanych za czynnik ryzyka nieskutecznej mobilizacji (fludarabina,
melafalan, lenalidomid), przebycie mobilizacji HSC w przesztosci, HSCT w wywiadzie,
planowane zastosowanie plerixaforu w biezgcej mobilizacji. Wszyscy badani zostali
poinformowani o zasadach udziatu w projekcie oraz potencjalnych korzysciach i ryzyku z niego
plynacych, a takze podpisali formularz $§wiadomej zgody na udzial w badaniu przed
rozpoczgciem zatozonych procedur. Projekt realizowano zgodnie z zasadami Deklaracji
Helsinskiej z 2013 roku oraz po uprzednim uzyskaniu zgody uczelnianej Komisji Bioetycznej.

Na podstawie dokumentacji medycznej zgromadzono dane pacjentéw dotyczace wieku,
pici, wagi, wskaznika masy ciata (ang. body mass index, BMI), choréb wspotistniejacych,
rodzaju stosowanego poprzednio leczenia, ilosci przebytych cykli chemioterapii, odpowiedzi
na leczenie uzyskanej przed rozpoczeciem procedury mobilizacji oraz rodzaju chemioterapii
mobilizacyjnej (Tabela 3). Chorych podzielono takze na grupy w zaleznosci od BMI, wg
definicji WHO: waga normalna >18,5 kg/m? i <25 kg/m? , nadwaga > 25 kg/m? i otyto$¢ > 30
kg/m?. Odpowiedz na leczenie oceniano wg kryteriow z Lugano dla odpowiednich podtypow
NHL.

Ponadto zebrano dane dotyczace przebiegu mobilizacji a wiec informacje

0 powiktaniach w trakcie procedury, w tym infekcjach wymagajacych antybiotykoterapii
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I przetoczeniach preparatow krwi. Zgromadzono wyniki badan laboratoryjnych standardowo
wykonywanych w dniu separacji komodrek macierzystych badz decyzji o zaprzestaniu
procedury mobilizacji. Wreszcie pozyskano dane opisujace skuteczno$¢ mobilizacji HSC
a wigc: stezenie komorek CD34+ we krwi obwodowej oraz w separacie u chorych skutecznie
mobilizowanych. Wyniki tych ostatnich przedstawiono jako ilos¢ komorek CD34+/kg m.c.
dawcy.

Charakterystyke grupy badanej uwzgledniajaca dane demograficzne oraz przebyte

leczenie zawarto w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka grupy badanej.

liczba osob, mediana (min-max),
n, (%) srednia
. 58 (44-62),
wiek (lata)
52,9
Ple¢
Meska 26 (58)
Zenska 19 (42)
Rozpoznanie
DLBCL 25" (56)
FL 6 (13)
MCL 10 (22)
PMBL 2 (4,5)
HGBL 2 (4,5)
liczba oséb mediana (min-max),
n, (%) srednia

24



ilos¢ linii leczenia przed mobilizacja 2 (1-3),

2
1 10 (22)
2 25 (66)
3 10 (22)

odpowiedz przed mobilizacja

PR 18 (40)

CR 27 (60)

schemat chemioterapii przed mobilizacja

R-DHAP 34 (75,5)
DHAP 1(2)
R-BAC 1 (4,5)
R-IGEV 3(6,7)
R-ICE 6(8,8)

3.2. Mobilizacja HSC.

3.2.1. Przebieg mobilizacji HSC.

U kazdego z badanych zastosowano standardowy protokot mobilizacji: podano
chemioterapi¢ przeciwnowotworowa a od dnia +5 po zakonczonej chemioterapii, wykonywano
podskorne iniekcje G-CSF w dawce ok. 5ug/kg masy ciata dwa razy dziennie. Wykorzystano
filgrastym w dostepnych komercyjnie dawkach 0,3 mg/0,5ml oraz 0,48mg/0,5ml. Schematy
chemioterapii stosowane u badanych pacjentoéw wymieniono w Tabeli 4.

Poczawszy od pigtego dnia podawania G-CSF, w ramach standardowego postepowania

dokonywano codziennych pomiaréw stezenia komorek CD34+ we krwi obwodowej chorych.
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Stezenie > 20x10° komérek/uL uznawano za optymalne do wykonania separacji komoérek
macierzystych, jednak za graniczng warto$¢ powyzej ktorej podejmowano probe separacji
przyjeto 10x10° cells/uL. Separacje przeprowadzano przy uzyciu aparatu Spectra Optia.
Procedure uznawano za skuteczng w przypadku uzyskania w separacie min. 2x10° komorek
CD34+/kg masy ciata pacjenta. W niektorych przypadkach afereze wykonywano dwukrotnie -
w dwoch kolejnych dniach. W przypadku niewystarczajacej do separacji ilosci komorek
macierzystych we krwi obwodowej badanego lub nieuzyskania zadawalajacej ich ilosci w
drodze aferezy, mobilizacj¢ uznawano za nieskuteczng.

Stezenie komorek CD34+ we krwi obwodowej pacjentéw oraz w uzyskanym droga
aferezy separacie oceniano za pomocg cytometrii przeptywowej w ramach standardowych

procedur.

Tabela 4. Leczenie przeciwnowotworowe stosowane w cyklu mobilizacyjnym u pacjentow

objetych badaniem.

_ . _ ' czas trwania
schemat chemioterapii ~ Chemioterapeutyki . '
leczenia (dni)

R-DHAP rituximab, ara-c, cisplatyna, dexametazon 4

DHAP ara-c, cisplatyna, deksametazon 4

R-IGEV rituximab, ifosfamid, gemcytabina, winorelbina, 4
prednizon

R-BAC rituximab, ara-c, bendmustyna 4

R-ICE rituximab, etopozyd, karboplatyna, ifosfamid 3

3.2.2. Badania kontrolne i ocena powiklan mobilizacji HSC.

W trakcie mobilizacji u pacjentow codziennie lub co drugi dzien wykonywano rutynowe

badania kontrolne obejmujace morfologi¢ krwi oraz parametry biochemiczne, co stanowi
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standard opieki przyjety w osrodku. Petna ocena dokonywana byta w dniu aferezy z krwi
pobranej rano, jeszcze przed kwalifikacja do procedury. Wydolno$¢ watrobowa monitorowano
poprzez stezenie bilirubiny i aminotransferaz watrobowych, za$ nerek poprzez st¢zenie
kreatyniny w osoczu. Regularnie oznaczano stezenie bialka c-reaktywnego (ang. c-reactive
protein, CRP) w osoczu i dokonywano codziennej klinicznej oceny obecnosci cech infekcji.
Wykonywano morfologi¢ krwi obwodowej oceniajac stezenie leukocytow (ang. white blond
cells, WBC), neutrofili (ang. neutrophil, NEUT), hemoglobiny (ang. hemoglobin, HGB) oraz
ptytek krwi (ang. platelets, PLT).

Pacjenci bedacy w grupie ryzyka zakazen, przez caly czas trwania mobilizacji objeci
byli rutynowa antybiotykoterapiag profilaktyczng pod postacig ciprofloksacyny i flukonazolu
przyjmowanych doustnie. Do tej grupy nalezeli chorzy z neutropenig oraz powyzej 75 roku
zycia.

Transfuzje preparatow krwi wykonywano zgodnie z przyjetymi w o$rodku standardami:
w przypadku spadku HGB ponizej 7 g/dl i/lub objawdéw anemii przetacza si¢ pacjentom
ubogoleukocytarny koncentrat krwinek czerwonych (KKCz) natomiast jesli stezenie PLT spada
ponizej 10 tys/ul i/lub stwierdza si¢ aktywne krwawienie badz skaze¢ matoplytkowa —
napromieniany ubogoleukocytarny koncentrat krwinek ptytkowych (KKP).

3.2.3. Pobieranie materialu i ocena stezenia komérek HSC.

HSC charakteryzuja si¢ obecnoscia antygenu powierzchniowego CD34 (komorki
CD34+), co wykorzystywane jest do oznaczania ich ilo$ci w materiale biologicznym. Podczas
procedury mobilizacji HSC ocena stezenia komoérek CD34+ przeprowadzana jest we krwi
obwodowej pacjenta celem kwalifikacji do wykonania separacji HSC oraz w separacie
pobranym droga leukaferezy bedacym docelowym produkt mobilizacji. W obu przypadkach
materiat do badania pobiera si¢ w ilo$ci minimum 2,5ml do monowety z EDTA i przechowuje
w temperaturze pokojowej do czasu dostarczenia do laboratorium. Maksymalny czas
przechowywania to 24 godziny, jednak w praktyce osrodka oznaczen dokonuje si¢ tego samego
dnia, w ktorym doszto do aferezy.

Badania wykonuje si¢ w lokalnym laboratorium wedhug procedury standardowo
stosowanej w osrodku. Do oznaczenia procentowego udzialu komorek CD34+ wsrdd populacji
WBC charakteryzujacych si¢ ekspresja CD45 wykorzystuje si¢ 4 — parametrowa cytometri¢

przeptywowa 1 wieloparametryczng strategi¢ bramkowania.
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Dostarczony material po rozcienczeniu roztworem PBS (Aquamed) dodawany jest
w ilosci 50 ul do probowki z mieszaning 2,5ml przeciwciata anty-CD45/FITC (Beckman
Coulter) 1 2,5 ml anty-IgG/PE (Beckman Coulter) oraz do probdéwki z mieszaning 2,5ml
przeciwciala anty-CD45/FITC 1 2,5 ml przeciwciala anty-CD34/PE (Beckman Coulter).
Probowki nastgpnie sg wzbogacane 250 ul OptiLyse C (Beckman Coulter) 1 250 ul roztworu
PBS oraz poddawane inkubacji w temperaturze pokojowej i bez dostepu $wiatla.
Po odwirowaniu probdéwek komorki zawiesza si¢ w 1,5ml roztworu PBS i wczytuje na
cytofluorymetrze przeptywowym FACS (DAKO Galaxy).

Nastepnie stosuje si¢ bramkowanie wedlug protokotu ISHAGE. Po odczytaniu danych
wykorzystuje si¢ ponizsze wzory celem obliczenia ostatecznego wyniku:
1. Bezwgledna liczba komoérek CD34+ w 1 ml materiatu:
(liczba komorek CD34+/ml : liczba komoérek CD45+) - (liczba komorek IgG/ml : liczba
komorek CD45+/ml)
2. Liczba komorek CD34+ w separacie na kg m.c. biorcy:
(objetosc separatu (ml)x WBC/ml separatu X bezwzglgdna liczba komorek CD34+/ml separatu)
: waga biorcy (kg).

3.2. Pobieranie materialu i ocena ekspresji miR.

Celem oceny badanych parametrow pobierano od chorych 5 ml krwi obwodowe;j
w nastepujacych punktach czasowych:

1. Doba poprzedzajaca planowane wiaczenie G-SCF a wigc czwarta doba po zakonczonej
chemioterapii.

2. Bezposrednio przed rozpoczgciem pierwszej aferezy lub, w  przypadku
niewystarczajacej ilosci komorek CD34+ we krwi obwodowej badanych, w ostatnim dniu
przyjmowania G-CSF.

Materiat pobierano do probéwek PAX Gen Blood RNA Tubs (Qiagen). zapewniajacych
natychmiastowg stabilizacjc RNA a nast¢pnie przechowywano w temperaturze -70°C.
Pobieranie oraz dalsze postgpowanie z materialem odbywalo sie $cisle wedlug zalecen
producenta probowek.

W materiale pobranym w obu punktach czasowych oceniono ekspresj¢ miR-125a, miR-
125b, miR-126, miR-155, miR-223. Badanie tacznie 90 probek prowadzono w laboratorium

Katedry Histologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z zastosowaniem metody
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ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (RT-qPCR, ang. Reverse Transcription Quantative
Polymerase Chain Reaction) i kropelkowo-cyfrowej reakcji tancuchowej polimerazy (ddPCR,
ang. droplet digital PCR).

Izolacja materialu genetycznego zostata przeprowadzona z uzyciem zestawu do izolacji
RNA - PAXgene Blood RNA Kit IVD (Qiagen) oraz zestawu dedykowanego izolacji
niskoczasteczkowego RNA - mirVanaTM miRNA lIsolation Kit (AMBION). Probki zostaty
poddane lizie i denaturacji rybonukleaz w specjalnie dedykowanym buforze, a nastepnie
ekstrakcji fenolowo-chloroformowej. Po dodaniu etanolu przepuszczono je przez specjalny
wktad filtrujacy i eluowano niskojonowym roztworem. Procedury przeprowadzono $cisle
wedlug zalaczonych instrukcji producenta.

Po wyizolowaniu niskoczasteczkowego RNA zastosowano zestaw do odwrotnej
transkrypcji - The TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems).
Postepowano wedtug zataczonej instrukcji producenta. Do okres$lenia poziomu ekspresji
mikroRNA 126-3p, 125a-5p, 125b1-3p, 155-5p, 223-3p wykorzystano odpowiednie sondy
TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman). Mieszanina reakcyjna zawierata zalecane przez
producenta nastgpujace objetosci: 1,33 ul produktu odwrotnej transkryptazy, 1 ul probki dla
specyficznego miRNA firmy TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman, MA, USA),
7,67 ul wody molekularnej oraz 10 ul probki 2X ddPCR MasterMix (Bio-Rad).

W kolejnym etapie wykorzystano QX100 Droplet Generator (Bio-Rad), w ktorym
naplytce DG8 cartridge (Bio-Rad) umieszczono oddzielnie probki dla kazdego
z analizowanych miR. Kazda z probek zawierata: 20 ul opisanej wyzej mieszaniny reakcyjnej
przeprowadzonej z uzyciem sondy dla danego miR oraz 70 pl oleju Droplet Generation
(Bio-Rad). Nastepnie z plytki DG8 cartrige pobrano po 40 ul z kazdej z probek i umieszczono
w 96-dotkowej ptytce - ddPCR 96-well plate (Bio-Rad).

Ptytke ddPCR 96-well plate umieszczono w termocyklerze C1000 Touch Termal.
Procedur¢ amplifikacji, zgodnie z zaleceniami producenta, rozpoczgto w ciggu 30 minut
od przeniesienia probek na ptytke. Przeprowadzono ja stosujgc nastepujgce warunki: 10 minut
w temperaturze 95°C, nastgpnie 40 cykli w temperaturze 95°C przez 3 sekundy 1 w 60°C przez
1 minute, 1 cykl w temperaturze 98°C przez 10 minut, ostatecznie zmniejszajac temperaturg do
temperatury pokojowej. Odczyt z ptytki wykonywano w czytniku Droplet Reader (Bio-Rad).

Do okreslenia liczby kopii mikroRNA w mikrolitrze mieszaniny stosowano dyskretny

rozktad prawdopodobienstwa Poissona.

3.3. Metody statystyczne.
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Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania R 4.1.1 (the
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Zmienne jako$ciowe zostaly
przedstawione w tabelach jako liczno$ci wraz z warto$cig procentowa, natomiast do opisu
zmiennych iloSciowych uzyto statystyk opisowych, w tym: minimum, maksimum, mediany,
sredniej 1 odchylenia standardowego (SD). Normalno$¢ rozktadu danych ilosciowych
weryfikowano testem Shapiro-Wilka. ZaleznoSci pomigdzy zmiennymi kategorialnymi
analizowano za pomoca dokladnego testu Fishera. Zaleznosci zmiennych ilo$ciowych
(cigglych), o rozkladzie danych innym niz normalny, badano korelacja Spearmana.
W przypadku poréwnania miedzy dwoma grupami zmiennych cigglych lub zmiennych
porzadkowych, wykorzystano test U Manna Whitneya. Natomiast do poréwnan wielokrotnych
zastosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa, a nastgpnie test post-hoc Dunna z poprawka

Benjaminiego-Hochberga. P-warto$¢ ponizej 0,05 byta uwazana za istotng statystycznie.
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4, WYNIKI

4.1. Skutecznos$¢ mobilizacji HSC.

4.1.1. Ogoélna skutecznos$¢ mobilizacji HSC.

Mobilizacja byta skuteczna u 37 chorych (82% catej grupy badanej), u 8 (18%)
procedura zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Zaden z pacjentéw z drugiej grupy nie uzyskat
wystarczajgcego stezenia komoérek CD34+ we krwi obwodowej i, co za tym idzie,
nie wykonywano u nich leukaferezy. Sposréd pierwszej grupy u 16 badanych
(43% skutecznych mobilizacji i 35% catej badanej populacji) konieczne byto wykonanie
2 leukaferez a u 21 (odpowiednio 57% i 47%) przeprowadzono jeden zabieg.

Sredni czas przyjmowania G-CSF wynosit 7,44 dnia, mediana 7 dni (zakres: 4-24).
W grupie, w ktorej nie wykonano leukaferezy byto to srednio 9,25 dnia, mediana 7 dni (zakres:
5-24). Chorzy, u ktorych mobilizacja byta skuteczna i zakonczyta si¢ leukafereza stosowali G-
CSF $érednio przez 7 dni, mediana 7 dni (zakres: 4-15).

Srednia najwyzszego zarejestrowanego stezenia komoérek CD34+ (x10° kom/ul)
we krwi obwodowej u catej badanej populacji wynosita 58,6, mediana 37,2 (zakres: 0,3-246,6).
U chorych, u ktorych mobilizacja byta nieskuteczna, $rednia wynosita 3,4 za§ mediana
2,5 (zakres: 0,3-10). Sposrod pacjentow, u ktorych przeprowadzono leukafereze $rednia
wynosita 70,9, mediana 45 (zakres: 19,4 - 246,6). Wigkszo$¢ chorych z drugiej grupy uzyskato
stezenie komoérek CD34+ we krwi powyzej optymalnej wartoéci 20 x10° komi/ul.
W suboptymalnym zakresie 10-20 x10° kom/ul miescity sic wyniki u trzech pacjentow i byly
to warto$ci powyzej 19x10® kom/ul. W kazdym z tych trzech przypadkéw w drodze leukaferezy
pozyskano komoérki CD34+ w stezeniu plasujacym sie w przedziale 2-4 x10° kom/kg m.c.

Srednio w preparacie bedacym produktem leukaferezy w calej grupie pacjentow
po skutecznej mobilizacji uzyskano 5,66x10° kom CD34+/kg m.c., mediana 5,9
(zakres: 2,2-11,85). Wartoéci w przedziale 2-4 x10° kom CD34+/kg m.c stwierdzono
u 15 chorych (33% catej populacji, 40,5% grupy skutecznej mobilizacji). Najwazniejsze dane

podsumowano w Tabeli 5.
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Tabela 5. Ogolna skuteczno$¢ mobilizacji.

nieskuteczna skuteczna
mobilizacja mobilizacja P
n=38 n=37
Czas przyjmowania
G-CSF (dni) - $rednia, 9,25 7 >0,05
mediana (zakres) 7 (5-24) 7 (4-15)
stezenie HSC we krwi
(x10° kom/ul) - $rednia, 3,4 70,9 0,02
mediana (zakres) 2,5(0,3-10) 45 (19,4-246,6)
stezenie HSC
W separacie 5,66

(x10° kom/ul) - $rednia, 5,9 (2,2-11,85)

mediana (zakres)

4.1.2. Skutecznos$¢ mobilizacji a parametry kliniczne.

Wigkszo$¢ pacjentow (66%) przed mobilizacjg zrealizowata dwie linie leczenia
al10chorych - trzy lub wiecej. Najczgéciej stosowanym w mobilizacji protokotem
chemioterapii byt R-DHAP (blisko 76% chorych), Ara-C jako sktadowa chemioterapii
zastosowano tgcznie U 82% pacjentow. Wszyscy chorzy przed mobilizacjg uzyskali PR lub CR.

Sposrod badanych 30 (67%) miato BMI powyzej normy (tacznie nadwaga 1 otytos¢). W
calej populacji mediana BMI to 26 (zakres: 18-33). Samg otytos¢ stwierdzono u 9 chorych (20%
catej badanej grupy).

Choroby towarzyszace obecne byly u 21 pacjentow (47%) 1 byly to: nadci$nienie
tetnicze, tagodna niedomykalno$¢ zastawki trojdzielnej lub przerost gruczotu krokowego.
We wszystkich przypadkach choroby byty zadawalajaco kontrolowane farmaceutykami.

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy skutecznoscig mobilizacji

a schematem chemioterapii mobilizacyjnej (p=0,36), iloscia zrealizowanych linii leczenia
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przeciwnowotworowego (p=0,17), wiekiem (p=0,77), BMI (p=0,8). Zaleznos¢ od ptci miata
warto$¢ borderline (p=0,05) na korzy$¢ pici meskiej (procedura okazata si¢ skuteczna u
92% mezczyzn i 68% kobiet).

U pacjentow, u ktorych mobilizacja byla skuteczna, a wigc wykonano leukafereze
osiggajac target stezenia komorek CD34+ w separacie, ilos¢ pozyskanych komorek CD34+ nie
wykazywala istotnej statystycznie zaleznosci od rozpoznania (p=0,56), ptci (p=0,41), wagi
(p=0,75), BMI (p=0,1), wieku (p=0,23), odpowiedzi na leczenie (p=0,35), ilosci
zrealizowanych linii leczenia (p=0,82) ani zastosowanej chemioterapii mobilizacyjnej
(p=0,79). W tej kohorcie nie byto takze istotnej zaleznosci od ilo$ci komérek CD34+ we krwi

obwodowej mierzonej przed leukafereza.

Po podziale pacjentow na grupe z BMI w normie oraz z BMI powyzej normy,
a wiec wskazujacym na nadwage lub otytos¢, stwierdzono istotnie mniejszg ilos¢ zebranych
komorek CD34+ w przeliczeniu na kg masy ciata chorych w grupie drugiej (p = 0,04).

Zaleznosci zobrazowano na Rycinie 3 oraz w Tabeli 6 i Tabeli 7.

Rycina 3. Komorki CD34+ a waga pacjenta.

komérki CD 34+ (x106/kg m.c.)

La
|

Mie Tak

otylo$¢ 1 nadwaga
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Tabela 6. Wyniki statystyki opisowej dla ilosci komoérek CD34+ (x108/kg m.c.) w separacie

grupie BMI,

w zalezno$ci od grupy BML
Otyto$é lub nadwaga Min. Q1. Mediana  Srednia Q3. Max. SD
Nie 3,24 4.4 7,08 6,83 8,09 1185 257
Tak 2,2 3,1 4,10 4,95 6,57 10,30 235
Tabela 7. Zalezno$¢ skutecznosci mobilizacji komorek CD34+ od grupy BMI.
BMI
norma nadwaga otytos¢
p
n=15 n=21 n=9

waga (kg), 69 76,1 101,3

Srednia, 70,5 (53-80) 76,5 (52-96) 99 (74-126)

mediana (zakres)

komorki CD34+ 486 517 >0,05

W Separacie

( 105/k | 6.83 3,8 6

X m.c.):

, | 7,08
srednia, 495
mediana ) 0,04
4,1
ilo$¢ nieudanych
mobilizacji w danej 1(7) 5(24) 2(22) >0,05
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n (%)

Wykazano istotny statystycznie negatywny wplyw wystepowania chorob
wspotistniejagcych na ilos¢ pozyskanych HSC (p=0,0014) — Rycina 4 i Tabela 8. Ich obecno$¢
nie wplywala natomiast na catkowite niepowodzenie mobilizacji pod postacig nieuzyskania

stezenia komorek CD34+ we krwi minimalnego dla przeprowadzenia leukaferezy.

Rycina 4. Komorki CD34+ a choroby wspotistniejace.

komérki CD 34+ (x106/kg m.c.)

(2%}
1

Tak Nie

choroby wspotistniejace

Tabela 8. Wyniki statystyki opisowej dla ilosci komoérek CD34+ (x10°/kg m.c.) w separacie

w zaleznos$ci od wystepowania chorob wspotistniejacych.

Choroby wspétistniejace Min. Q1. Mediana Srednia Q3. Max. SD
Tak 22 278 3,60 464 630 11,85 2,59
Nie 3,74 6,00 7,16 6,87 807 10,30 2,02

35



U 7 pacjentow (16% badanych) w trakcie mobilizacji stwierdzono infekcje wymagajace
antybiotykoterapii, wszystkie w stopniu 2 wg CTCAE 5.0, wszystkie zakonczone do dnia
leukaferezy. Nie stwierdzono zadnej infekcji o etiologii wirusowej. U 4 chorych (9%)
wykazano wzrost CRP w badaniach laboratoryjnych, jednak bez klinicznych cech infekcji.

Wystapienie infekcji w trakcie mobilizacji pozytywnie korelowato z efektywnos$cia
procedury (p=0,03) — Rycina 5 i Tabela 9. Rutynowo wykonywane posiewy bakteriologiczne
probek pobranego leukafereza separatu HSC w kazdym przypadku byly ujemne.

Profilaktyke przeciwinfekcyjng stosowano u 16 pacjentow (36%). We wszystkich
przypadkach stanowita ja ciprofloksacyna i flukonazol. Infekcje pomimo profilaktyki
przeciwbakteryjnych potwierdzono u 2 chorych. Lacznie 21 pacjentow (47%) przyjmowato w
trakcie mobilizacji jakikolwiek antybiotyk. W leczeniu zakazen podawano piperacyling z
tazobaktamem lub meropenem oraz flukonazol. Nie stwierdzono zalezno$ci pomig¢dzy
przyjmowaniem jakiegokolwiek antybiotyku a skuteczno$cig mobilizacji ani iloscig zebranych

komorek CD34+ u chorych po skutecznej mobilizacji.

Rycina 5. Komorki CD34+ a infekcje w trakcie mobilizacji.

komorki CD 34+ (x106/kg m.c.)

L2
1

Mie Tak

infekcje

Tabela 9. Wyniki statystyki opisowej dla iloéci komérek CD34+ (x10%/kg m.c.) w separacie

w zaleznoS$ci od wystepowania infekcji
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Infekcje Min. QL Mediana Srednia Q3. Max. SD

Nie 2,2 3,47 5,00 5,26 6,84 10,30 2.40

Tak 4,10 6,79 7,54 7,77 8,66 11,85 2.58

4.1.3. Skuteczno$¢ mobilizacji a parametry laboratoryjne.

U wszystkich pacjentéw wykonywano rutynowo morfologie krwi obwodowej w dniach
oznaczen stezenia HSC w krwi obwodowej. Parametry oznaczone w ostatnim dniu
przyjmowania G-CSF (drugi punkt czasowy) poréwnano ze skutecznoscig mobilizacji
oraz jednoczasowo oceniong ekspresjg badanych miR.

Srednio w calej grupie badanej stezenie WBC (tys/ul) wynosito 18, NEUT (tys/ul) 13,6,
HGB (g/dl) 10,4, PLT (tys/ul) 100,5. Roéznice wynikow dla poszczegdlnych grup
nie wykazywaty istotnos$ci statystycznej, przedstawiono je w Tabeli 10.

WBC przekraczajace 40 tys/ul stwierdzono w drugim punkcie czasowym u 2 badanych,
u nikogo nie stwierdzono WBC w przedziale 30-40 tys/ul. U 8 osob WBC nie osiagato dolnej
granicy normy czyli 4 tys/ul. Sposrod tych 8 os6b u 2 mobilizacja zakonczyla si¢

niepowodzeniem.

Tabela 10. Parametry morfologii krwi obwodowej w grupie skutecznej i nieskutecznej

mobilizacji w drugim punkcie czasowym.

mobilizacja nieskuteczna mobilizacja skuteczna
WBC (10%/pl)
$rednia, 12,05 19,3

10,29 (1,2-27,23 )
mediana (zakres) ( ) 18,0 (1,03-43,4)
NEUT (10%/ul)
$rednia, 9,9 14,5

8,12 (0,8-22,5) 14,5 (0,27-29,4)

mediana (zakres)
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HGB (g/dl)

$rednia, 91 10,7

9,2 (7,6-10,2 B
mediana (zakres) ( ) 10,6 (7,8-14,3)
PLT (10°/pl)
srednia, 66,4 108

66,4 (18-165) 99 (18-294)

mediana (zakres)

Nie wykazano istotnego wplywu st¢zenia PLT ani NEUT mierzonego zaroéwno
po podaniu chemioterapii, jak 1 w dniu separacji, na efektywnos$¢ mobilizacji pod postacig ilosci

pozyskanych w drodze leukaferezy komorek CD34+.

4.1.4. Toksyczno$é narzadowa i hematologiczna.

Sposrod parametréw uszkodzen narzadowych u wszystkich pacjentdéw rutynowo
oznaczano stgzenie kreatyniny i bilirubiny oraz aktywno$¢ aminotransferaz watrobowych w
osoczu. Obserwowano jedynie przejsciowe laboratoryjne cechy uszkodzenia nerek bez
koniecznosci stosowania dializoterapii (9% catej badanej grupy) 1 bez objawow klinicznych.
Nie stwierdzono takze zadnych innych toksycznosci narzagdowych o demonstracji kliniczne;.

W trakcie catej procedury 36% chorych wymagato przynajmniej jednorazowego
przetoczenia koncentratu krwinek ptytkowych (KKP) z powodu spadku stezenia PLT < 10 g/dlI,
a 22% substytucji koncentratem krwinek czerwonych (KKCz) ze wzgledu na niedokrwisto$¢ z
HGB < 7 g/dl. U Zadnego z pacjentéw nie obserwowano krwawien ani klinicznych objawow
anemii. Nie obserwowano zwigzku pomiedzy transfuzjami a skutecznoscig ani efektywnos$cig

mobilizacji.

4.15. Skuteczno$¢é mobilizacji a stezenie mMiR.

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomigedzy stezeniem zadnego
z badanych miR mierzonego w pierwszym punkcie czasowym a skutecznoscig badz

nie mobilizacji ani ilo$cig pozyskanych komérek CD34+ u chorych, u ktorych mobilizacja byta
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skuteczna. Podobnie nie wykazano zalezno$ci pomigdzy stezeniem miR a czasem
przyjmowania G-CSF ani ilo$cig wykonanych leukaferez.

W calej grupie badanej nie wykazano istotnej statystycznie zalezno$ci pomig¢dzy
stezeniem zadnego z badanych miR mierzonego w dniu separacji a jej skutecznos$cig
a wigc osiggnieciem odpowiedniego stezenia komorek macierzystych w krwi obwodowej
pacjenta i przeprowadzeniem leukaferezy, dlugos$cia procesu mobilizacji wyrazong iloscia dni
pobierania G-CSF ani iloscig aferez koniecznych do uzyskania odpowiedniej iloéci produktu.

Jednak w grupie chorych, u ktorych mobilizacja byta skuteczna, wykazano dodatnig
korelacje pomiedzy stezeniem komoérek hematopoetycznych pobranych podczas leukaferezy
a stezeniem miR-125a mierzonym w dniu leukaferezy przed jej wykonaniem (p=0,01) i ujemna
w przypadku miR-223 w tym samym punkcie czasowym (p=0,01) — Rycina 6 i Rycina 7.

Stezenie komoérek CD34+ we krwi obwodowej mierzona tuz przed leukafereza
takze pozytywnie korelowato z ekspresjag miR-125a mierzong w tym samym czasie (p=0,0009)
— Rycina 8. Nie byto istotnej zaleznosci w przypadku pozostatych czterech miR.

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy zmiang ekspresji miR-223 w trakcie mobilizacji
a iloscig uzyskanych w toku leukaferezy komorek CD34+ (p=0,16). U wszystkich badanych
ekspresja miR-223 w drugim punkcie czasowym byla nizsza niz wyjsciowo a u chorych, u
ktorych roznica byta bardziej nasilona stwierdzono wigksze stezenie HSC w pobranym za

pomoca leukaferezy separacie (Rycina 9).

Rycina 6. Komorki CD34+ w separacie ilosciowo a ekspresja miR-125a.
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Rycina 7. Komorki CD34+ w separacie ilosciowo a ekspresja miR-223.
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Rycina 8. Komorki CD34+ we krwi obwodowej ilosciowo a ekspresja miR-125a.
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Rycina 9. Komorki CD34+ w separacie ilosciowo a zmiana ekspresji miR-223 w trakcie
mobilizacji.
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4.2. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem badanych miR a czynnikami wplywajacymi na
mobilizacje HSC.

41



4.2.1. Stezenie miR a parametry kliniczne.

Stezenia poszczegdlnych miR oznaczone w pierwszym punkcie czasowym,
a wiec jeszcze przed podaniem G-CSF, zestawiono z parametrami, ktore r6znity badanych. Nie
stwierdzono istotne] statystycznie zalezno$ci pomiedzy stezeniami poszczegdlnych miR
a schematem chemioterapii zastosowanym w mobilizacji, ilo$ci linii leczenia zrealizowanego
uprzednio, rozpoznaniem ani picia.

Wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ pomiedzy mierzonym w pierwszym
punkcie czasowym stezeniem miR126 a wiekiem chorych (p=0,03). Podobnie ujemna korelacja
aczyta stezenie miR-155 i miR-223 i wage badanych (odpowiednio p=0,04 i p=0,02). Stezenie
mMiR-155 bylo znaczaco nizsze u chorych z catkowita odpowiedziag na leczenie (p=0,04).
Mediana ilosci kopii miR-155/ul dla 0séb z odpowiedzig CR wynosita 12,85 (zakres: 3,58 —
123,75) za$ u badanych z odpowiedzia cz¢$ciowa wynosita 61 (zakres: 18,4-220).

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zalezno$ci pomiedzy stezeniem wszystkich
badanych miR w drugim punkcie czasowym a schematem zastosowanym w mobilizacji, ptcig
badanych, wiekiem, rozpoznaniem, iloscig linii wczesniej zrealizowanego leczenia
ani odpowiedzia na leczenie.

Wykazano istotng statystycznie dodatnig zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem
powiktan separacji pod postacig infekcji w stopniu 2 wg CTCAE 5.0 i stgzeniem miR-125a
(p=0,04) oraz miR-126 (p=0,04) mierzonym w drugim punkcie czasowym. Dla pomiaréw
wykonanych przed podaniem G-CSF takiej zalezno$ci nie obserwowano.

Mediana stgzenia miR-125a i miR-126 (kopie/ul) w drugim punkcie czasowym dla os6b
bez powiktan infekcyjnych wynosita odpowiednio 892,51 799 (zakres: 366-1415,25 i 289,75~
1749,5), za$ u 0so6b z powiktaniami wynosita odpowiednio 2860 i 1900 (zakres: 1374 — 3970 i
1215 - 5155) — Rycina 10.

Nie wykazano zaleznosci pomig¢dzy przyjmowaniem antybiotyku a ekspresja zadnego z

miR w drugim punkcie czasowym.

Rycina 10. Zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig infekcji a stezeniem miR-125a.

42



10000 - i

7500~

5000-

miR-125a (kopie/ul)

Mie Tak

infekcje

4.2.2. Stezenie miR a parametry laboratoryjne.

Zbadano zalezno$¢ pomiedzy stezeniem poszczegolnych parametrow morfologii
W dniu separacji lub dniu odstapienia od dalszej mobilizacji (z powodu jej nieefektywnosci)
a stezeniem badanych miR. Wykazano istotng statystycznie korelacj¢ dodatnig pomiedzy
stezeniem WBC oraz NEUT a stgzeniem miR-125a (odpowiednio: p=0,002 i p=0,001).
Nie bylo zaleznosci pomiedzy stezeniem zadnego z badanych miR a stgzeniem HGB
ani monocytéw. Istnieje natomiast zwigzek miedzy stezeniem PLT w dniu separacji
badz zakonczenia mobilizacji a warto$cig miR-155 (p = 0,02) oraz pomig¢dzy wzrostem stgzenia
miR-155 w toku separacji a stezeniem PLT we krwi obwodowej w dniu separacji badz jej
zaniechania (p=0,047).

Nie bylo istotnosci pomiedzy zmianag ekspresji zadnego z badanych miR w toku
mobilizacji a stezeniem WBC, NEUT, HGB ani monocytoéw w dniu separacji. Podobnie

nie wykazano istotno$ci w odniesieniu do ekspresji miR w pierwszym punkcie czasowym.

Rycina 11. Stezenie miR-125a w dniu separacji a WBC.
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Rycina 12. Stezenie miR-125a w dniu separacji a NEUT.
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Rycina 13. Wartos¢ miR-155 a stezenie PLT w dniu separacji badZz zakonczenia mobilizacji.
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5. DYSKUSJA

W przeprowadzonym badaniu wykazatam, ze mobilizacjc HSC w grupie chorych
z rozpoznaniem NHL cechuje do$¢ wysoka skutecznosé, jednak istnieje pewna grupa
pacjentéw, u ktorych procedura konczy si¢ niepowodzeniem. W tej grupie parametry
demograficzne okazaly si¢ nie mie¢ znaczenia w ocenie ryzyka nieskutecznos$ci mobilizacji.

Najwigcej analiz  dotyczacych efektywnosci mobilizacji, jakie dotychczas
opublikowano, przeprowadzono na zdrowych dawcach HSC. Kilku badaczy stwierdzito
istotnie wyzsze stezenie komorek CD34+ we krwi u mezczyzn niz u kobiet, natomiast
nie obserwowato zaleznosci od wieku ani wagi dawcow *>*, Inni wykazali wyzsza skuteczno$é
procedury u osdb mtodszych, przy czym badana populacja byta zauwazalnie mtodsza od
dawcoéw autologicznych bowiem blisko potowa badanych znajdowata si¢ w przedziale
wiekowym 18-29 lat a jedynie ok. 10% miato co najmniej 50 lat #’. Nalezy podkresli¢, Zze zdrowi
dawcy to grupa odmienna od pacjentéw mobilizowanych przed autoHSCT nie tylko pod
wzgledem wieku, ale takze obcigzen powaznymi schorzeniami oraz przebytego leczenia,

zwlaszcza przeciwnowotworowego.
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W duzej analizie retrospektywnej obejmujacej dane 840 pacjentow z diagnozg MM lub
NHL poddanych mobilizacji komdrek macierzystych wykazano, ze najsilniejsza korelacj¢ ze
stezeniem komoérek CD34+ uzyskanych w drodze leukaferezy wykazywato ich jednoczasowe
stezenie we krwi obwodowej pacjentéw. Na podstawie literatury oraz wlasnych obserwacji, za
tzw, ‘poor mobilizers’ czyli pacjentéw, u ktorych mobilizacja okazata si¢ nieskuteczna uznano
tych, u ktorych stezenie komorek CD34+ we krwi osiggato warto$¢ <20/ul. Jest to powszechnie
uznana zaleznos$¢, ktora przektada si¢ w wielu osrodkach na standardowe wskazania
do wykonania leukaferezy. Istotnym czynnikiem ryzyka niepowodzenia bylta takze duza ilosé¢
przebytych cykli chemioterapii, nie stwierdzono natomiast powigzania z wiekiem, plcig, waga

ani stosowaniem w przesztosci radioterapii 8

. Znaczacym wydaje si¢ jednak fakt, iz
analizowana grupa nie byla jednorodna pod wzgledem rozpoznania a w wielu przypadkach w
leczeniu choroby nowotworowej podawano leki uznane za wplywajace negatywnie na
skuteczno$¢ mobilizacji jak talidomid, lenalidomid oraz melfalan. Ponadto badano zwigzek
parametrow demograficznych z iloscig komoérek hematopoetycznych we krwi chorych, nie za$
w produkcie leukaferezy.

Podobnie heterogenng grupe pacjentow poddanych mobilizacji zbadal Donmez
z zespotem stwierdzajac, ze prawdopodobienstwo nieudanej mobilizacji jest wyzsze
U badanych w zaawansowanym wieku, z rozpoznaniem NHL oraz nadwaga i otyloscia.
Nie okreslono natomiast granicy wieku uznanego za punkt odciecia, za$ jego rozpigto$¢ byta
dos¢ szeroka 1 wynosita 19-75 lat. Analizowana grupa obejmowata chorych z HL, NHL, MM
a nawet ostrymi biataczkami. Co ciekawe, sposrod wymienionych czynnikéw ryzyka
niepowodzenia, diagnoza NHL okazala si¢ najbardziej istotnym z nich. Mobilizacja byta
nieskuteczna u 24,% pacjentdéw z rozpoznaniem NHL. Dla poréwnania, w grupie chorych
na MM bylo to jedynie 9,6% badanych, w przypadku amyloidozy 14,3% a w kohorcie AML -
15,4% “°.

Gorsze wyniki mobilizacji chorych na NHL potwierdzili takze inni badacze °0°.
W grupie obejmujacej 65 pacjentdw z rozpoznaniem HL 1 141 z rozpoznaniem NHL
mobilizacja byla nieskuteczna u 14% wszystkich badanych a po szczegdétowej analizie danych
w kohorcie HL i NHL bylo to odpowiednio 5% oraz az 18,4% badanych. Kryteria
niepowodzenia Hosing z zespotem ustalili jako uzyskanie st¢zenia komérek CD34+ we krwi
obwodowej <10 komorek/ul lub w produkcie aferezy < 2 mln komoérek/kg m.c. W przypadku
chorych z diagnoza z grupy NHL wiek, pleé¢, ilo$¢ przebytych linii leczenia i schemat
mobilizacji nie mialy istotnego znaczenia dla skutecznosci procedury. Jedynym czynnikiem

ryzyka niepowodzenia w tej grupie byla ilo§¢ plytek krwi we krwi obwodowej przed
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rozpoczeciem mobilizacji < 150 tys/ul oraz komodrkowos¢ szpiku kostnego <30%.
W przypadku catej badanej populacji, a wiec bez wylaczenia pacjentéw z HL, czynniki ryzyka
obejmowaty takze wiek > 60 lat i schemat mobilizacji. Autorzy nie podejmuja proby
wytlumaczenia tego zjawiska, podkreslaja jedynie, ze te dwie grupy roznity si¢ znaczaco
mediang wieku (33 lata w grupie HL i1 55 lat w grupie NHL). Zwraca jednak uwage
dysproporcja ilosci niepowodzen pomiedzy kohortami, co moglo wptyna¢ na rozbiezno$¢
wynikow analizowanych w obu grupach tacznie i w kazdej oddzielnie *°.

W przedstawionych w niniejszej pracy wynikach nieskuteczno$¢ mobilizacji u chorych
z NHL byta niemalze identyczna jak w doniesieniu Hosinga i nieco nizsza niz to zaprezentowat
Donmez, wystgpita bowiem u 18% badanych. Mimo, ze znakomita wigkszo$¢ chorych
pomyslnie zakonczyta procedure, co piaty badany musiat by¢ kwalifikowany do ponownej
mobilizacji, co mogto przesuna¢ czas wykonania autoHSC lub wrecz je uniemozliwic.

W prospektywnym i nieinterwencyjnym badaniu realizowanym pod Kkierownictwem
Gorkom, obejmujacym kilka osrodkéw wspotpracujacych w ramach EBMT, przeanalizowano
dane niespetna 300 pacjentdéw z nawrotowym chioniakiem poddanych mobilizacji HSC. U 96%
chorych w mobilizacji zastosowano chemioterapi¢, jednak schematy bardzo réznity sie w
poszczeg6lnych przypadkach. Podobnie jak w poprzedniej pracy, nie wykazano zwigzku
pomigdzy  tzw. poor  mobilizers  (definiowanymi  jako  osoby  uzyskujace
< 10 komoérek CD34+/ul  krwi obwodowej) a schematem chemioterapii, ilo$cig linii
wczesniejszego leczenia, diagnoza, plcig ani wiekiem. Ciekawa obserwacja bylo statystycznie
czestsze powodzenie mobilizacji po zastosowaniu schematu zawierajacego platyny %2,

W opisanym tu badaniu wlasnym uwzglednitam pacjentow z rozpoznaniem z grupy
NHL jako wyro6zniajacych si¢ podstawowo gorszym rokowaniem skuteczno$ci mobilizacji.
Podobnie jak inni badacze analizujacy przebieg procedury u pacjentow w tej kohorcie,
nie stwierdzitam istotnego wptywu ilosci przebytych linii leczenia, wagi ani wieku
na skuteczno$é ani efektywnos¢ mobilizacji HSC. Srednia wieku badanych wynosita 52 lata,
za$ mediana 55 lat, a wigc byta zblizona do opisanej w wyzej przytoczonych badaniach
dotyczacych chorych przed autoHSCT. Jednoczesnie badani byli $rednio starsi niz zdrowi
dawcy HSC, u ktorych wiek okazat si¢ istotnym czynnikiem prognostycznym dla efektywnosci
mobilizacji. By¢ moze wigc istotne réznice w wydajnosci procedury charakteryzuja
najmtodszych dorostych.

Ple¢ wykazywata w prawdzie trend w kierunku lepszych efektow u mezczyzn, jednak
graniczne p=0,05 nie pozwala na uznanie istotnosci statystycznej wplywu tego parametru na

skuteczno$¢ procedury.
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Takze rodzaj schematu chemioterapii stosowanej bezposrednio przed mobilizacja
nie wplywat na jej efekty, a wigc nie potwierdzitam obserwacji Gorkom dotyczacej
korzystnego wptywu platyny. Warto jednak zwroci¢ uwage, iz znakomita wigkszo$¢ pacjentow
leczona byta wtasnie platyng wchodzaca w sktad protokotu DHAP 1 R-DHAP, a wigc rozktad
badanych w grupie z platyng i bez niej byt daleki od réwnomiernego.

Stwierdzitam takze brak zwigzku pomiedzy efektywnoscia mobilizacji HSC a waga
pacjentow, co jest zgodne z przytoczonymi wyzej doniesieniami. Wydaje si¢ jednak, ze sama
waga, bez danych o wzroscie badanego, nie jest miarodajnym parametrem, dlatego
z praktycznego punktu widzenia istotniejszym wskaznikiem wydaje si¢ by¢ BMI (ang. body
mass index, BMI).

Kilka duzych badan skupionych wokét wptywu BMI na skuteczno$¢ mobilizacji dato
sprzeczne wyniki. U ponad 500 pacjentdw z rozpoznaniem MM, HL i NHL i1 poddanych
mobilizacji HSC przed planowanym autoHSCT nie stwierdzono zadnego wptywu BMI
na skuteczno$§¢ procedury 1 ilos¢ uzyskanych komoérek ani na czas do odnowy
hematopoetycznej po przeszczepieniu®®. Wang i jego zespot przeprowadzili prospektywne
badanie 309 zdrowych dawcoéw dzielac ich na grupy: chorzy z niedowaga, z waga w normie,
z nadwaga 1 otyloscig. Wykazano, ze 1lo$¢ pozyskanych ostatecznie HSC/ul krwi obwodowe;j
korelowala z BMI i byla istotnie wyzsza w trzeciej grupie. Autor zauwaza jednak, ze wynik ten
moze mie¢ zwigzek z wyzszg dawka G-CSF u 0sob z wicksza waga, nie za$ z otytoscig sama
w sobie. Pozytywna korelacja wystepowata takze pomiedzy skutecznoscia mobilizacji
a stezeniem interferonu y (ang. interefrone vy, IFN-y), czynnika martwicy nowotworu a (ang.
tumor necrosis factor a, TNF-a) i interleukiny 22 (ang. interleukin 22, IL-22) we krwi
badanych. Nasuwa si¢ wiec przypuszczenie, ze rezultaty w grupie charakteryzujacej si¢
wysokim BMI moga by¢ powigzane takze z korzystnym wplywem czynnikow prozapalnych,
jako ze u os6b z podwyzszong masg ciala wystepuje przewlekty stan zapalny o stosunkowo
niskim nasileniu %*. Otylo§¢ zazwyczaj laczy si¢ z hipercholesterolemia, za§ w badaniach
na modelu zwierzecym stwierdzono, ze cholesterol LDL ma duzy wptyw na mikrosrodowisko
szpiku i zaburza funkcjonowanie osi SDF-1-CXCR-4 oraz zwicksza stezenie IL-17 %%,
Farhadfar z zespolem przeanalizowali dane ponad 20 000 zdrowych dawcow zgromadzone
w rejestrze Centrum Migdzynarodowych Badan Naukowych nad Transplantacja Krwi i Szpiku
(ang. Center for International Blood and Marrow Transplant Research, CIBMTR). Badani
przyjmowali G-CSF w dawce ok. 10 /kg m.c./dzien zaokraglonej do najbardziej optymalne;j
dawki jaka mozna uzyskac¢ stosujac dostepne komercyjnie preparaty (300 i 480 pg),. Catkowita

dobowa dawka wahata si¢ wigc pomigdzy 600 1 1200 pg. Zauwazono istotny zwiazek otytosci,
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ale nie nadwagi, z wyzszg ilo$cig komoérek CD34+/1 krwi procedowanej w aferezie u zdrowych
dawcow. Podobnie jak poprzedni badacze, Farhadfar wiazat to z wystepujacym u tych chorych
stanem zapalnym. Nie uwzgledniono dawcow z niedowaga ze wzgledu na ich niewielka liczbg.
W tym przypadku przeprowadzono jednak analize¢ wieloczynnikowa uwzgledniajaca wigksza
dawke G-CSF podawang osobom otylym. Okazato si¢, ze BMI ostatecznie nie miato wptywu
na skuteczno$¢ mobilizacji. Lepsze rezultaty powigzano takze z plcig meska, cho¢ nalezy
zauwazy¢, ze mezczyzni charakteryzowali si¢ jednoczes$nie istotnie statystycznie wigksza waga
niz kobiety. Innymi czynnikami o pozytywnym wptywie byt miodszy wiek, a takze wyzsze
stezenie PLT i neutrofili, zarowno przed mobilizacja, jak i w dniu aferezy */. W badaniu
retrospektywnym na 463 niemieckich zdrowych dawcach za gtdéwny cel postawiono sobie
ocen¢ wptywu polimorfizm CXCL-12 na mobilizacje HSC. Okazato si¢, ze badani zarowno z
allelem CXCL-12A jak i CXCL-12G charakteryzowali si¢ porownywalnym st¢zeniem
komorek CD34+/1 we krwi obwodowej oraz CD34/kg w produkcie aferezy. Jednak w analizie
wieloczynnikowej okazato si¢, ze jedynie ple¢ meska i wyzsze BMI, nie wiek, korelowaty
pozytywnie z iloscig CD34+/1 we krwi obwodowej dawcow przed afereza *'.

W przeciwienstwie do wigkszos$ci z wyzej wymienionych, wykazalam, ze nadwaga
i otylos¢ jest czynnikiem rokujagcym negatywnie dla skutecznos$ci mobilizacji. Kluczowe jest
natomiast to, ze zar6wno Wang, jak i Farhadfar postugiwali si¢ w swoich obliczeniach iloscig
komoérek CD34%/1 krwi, nie za§ w przeliczeniu na wage dawcy, co mogto mie¢ istotne znaczenie
w przypadku duzych réznic w BMI. W zwigzku z tym, ze w opisywanym tu badaniu wiasnym
analizowatam skuteczno$§¢ mobilizacji u chorych przed planowanym autoHSCT, czyli
bedacych jednoczesnie dawcami i biorcami, do obliczen postuzylam si¢ iloscia HSC w
separacie w przeliczeniu na kg m.c pacjenta. Z punktu widzenia praktyki klinicznej jest to
bardziej przydatny sposob przedstawienia wynikéw. Ponadto zar6wno oczekiwana ilos¢ HSC
w materiale pobranym podczas leukaferezy, jak i zalecana do przeszczepienia podczas
autoHSCT, podawane sg w oficjalnych wytycznych wtasnie jako liczba komoérek na kg m.c.
dawcy. Ta zasadnicza roznica w przyjetych jednostkach moze thumaczyé rozbieznosci w
wynikach, jako Zze u osob otylych bezwzgledne stezenie HSC bedzie w oczywisty sposob
WYZSZe.

Otylo$¢ jest stanem wplywajacym na liczne szlaki sygnalowe w organizmie ludzkim
i by¢ moze wysuwana przez Wanga hipoteza stanu zapalnego jako stymulujgcego
do mobilizacji HSC u os6b z wysoka waga nie uwzglednia catosci proceséw zachodzacych
in vivo. Ciekawe doniesienie opublikowat Suzuki, ktory wraz z zespotem wykazat, ze efekty

mobilizacji HSC sa lepsze u myszy zywionych dieta niskotluszczowa. Badacze podkreslaja,
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iz ekspresja receptora 6 aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw (ang., peroxisome
proliferatoractivated receptord, PPARSJ) jest nasilana w przypadku diety z wysoka zawartoscia
wielonienasyconych kwasow tluszczowych (ang. ®3-polyunsaturated fatty acids, PUFA).
Niskie stezenie PUFA prowadzi do zahamowania szlaku ®3-PUFA/PPARd skutkujac
zmniejszeniem aktywnos$ci biatka angiopoetynopodobnego 4 (ang. angiopoietin-like
protein 4, Angptl4), bedacego negatywnym regulatorem wczesnej hematopoezy °2. Inni
badacze wykazali, ze u myszy z otytos$cig wyidukowana wysokotluszczowa dieta wystepuje
zahamowanie proliferacji HSC przy wzmozeniu ich réznicowania. Efekt, w zaleznosci od
czasu jaki wystapit od poczatku narastania otytos$ci, moze obejmowac stosunkowo wysoka
leukocytoze przy zmniejszeniu iloéci komorek progenitorowych w szpiku °°.

Jednym z wnioskéw ptynacych z omawianego badania wlasnego jest pozytywny wplyw
infekcji na ilo$¢ pozyskanych komorek CD34+. Ponadto wystepowanie infekcji wigzalo si¢ ze
wzrostem ekspresji miR-125a, takze dodatnio korelujacego z efektywno$cig mobilizacji.

W przebiegu infekcji wytwarzana jest znaczna ilo$¢ cytokin a ich oddziatywanie
na uktad hematopoetyczny jest zréznicowane. Jedna z tych cytokin jest G-CSF, ktorego
obecnos¢ we krwi zwigksza si¢ w odpowiedzi m.in. na interleukiny czy bakteryjne
lipopolisacharydy (ang. lipopolysacharides, LPS). Dzieje si¢ to juz w ciggu 48 godzin od
zaistnienia procesOw zapalnych, prowadzac ostatecznie do proliferacji i roznicowania komorek

progenitorowych granulocytow 6063

. Ta odpowiedz immunologiczna moglaby stanowic
teoretyczne uzasadnienie poczynionej przez mnie obserwacji. Niewiele jest dostepnych
doniesien opisujagcych wplyw infekcji na efektywnos¢ mobilizacji u pacjentow
hematoonkologicznych a wigkszo$¢ z nich dotyczy ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci
(ang. human immunodeficiency virus, HIV). W jednym z badan przeanalizowano skutecznos¢
mobilizacji u chorych z chtoniakami NHL i1  wspotistniejaca infekcja HIV. Ryzyko
niepowodzenia mobilizacji bylo wieksze jedynie u tych, ktérych dodatkowo charakteryzowato
niskie st¢zenie limfocytow CD4+ we krwi lub aktywna choroba nowotworowa. Nie wydaje si¢
aby infekcja HIV sama w sobie miata istotny wptyw na skuteczno$¢ mobilizacji ®*. Nalezy
zauwazyC, ze mechanizmy immunologiczne, zwlaszcza te dotyczace hematopoezy, moga
rozni¢ si¢ w zaleznos$ci od tego czy zakazenie ma etiologi¢ wirusowg czy bakteryjng. Infekcje
obserwowane przeze mnie w badaniu wlasnym byty natomiast wylacznie bakteryjne.

Sposrod chorych z rozpoznaniem HL 1 NHL, ktorzy zostali uwzglednieni w badaniu
zespotu Khouri, 24% doswiadczyla goragczki neutropenicznej (ang. febr ile neutropenia, FN)
w trakcie mobilizacji. Chorzy ci uzyskali istotnie mniejsza ilo§¢ komorek CD34+/kg m.c.
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W separacie niz pacjenci bez goraczki. Wymagali tez wigkszej liczby aferez oraz dluzszej
hospitalizacji ®°.

Prawidtowo zdefiniowana FN wg kryteriow CTCAE nie wystepuje w stopniu 1
ani stopniu 2 a jedynie w stopniach 3-5. Jest to wigc grupa nieporownywalna z grupg wlaczong
przez mnie do badania wlasnego, jako ze powiktania infekcyjne stwierdzone przez Khouri sg
powazniejsze niz obserwowane przez mnie infekcje w stopniu maksymalnie 2 wg CTCAE.

Z drugiej strony, ostry stan zapalny wydaje si¢ stymulowac proliferacj¢ i roznicowanie
HSC poprzez dziatanie cytokin prozapalnych, osi LPS-TLR (ang. Toll like receptor, TLR) oraz
zwigkszenie stezenia krgzacego CXCL-12, co wykazano w badaniach na chorych we wstrzgsie
septycznym®57, Udzial TLR w mechanizmie stymulacji HSC przez infekcje E.coli potwierdzit
takze zespol Burberry. Stwierdzili oni istotng hipocelularno$¢ w szpiku kostnym myszy w 3
dniu od wprowadzenia bakterii do krwioobiegu 1 dynamiczny wzrost ilo§ci HSC w szpiku, ale
takze we krwi obwodowej w dniu 9. Uznano to za potwierdzenie, ze W infekcji bakteryjnej
nastgpuje pobudzenie proliferacji HSC jako mechanizm kompensujacy poczatkowe
wyczerpanie zasobow. ®8 Nazywany wschodzaca gwiazda badan nad hematopoeza, NLRP3,
bedac znacznikiem zmian w mikro$rodkowisku komoérkowym, zwtaszcza tych zachodzacych
w warunkach stresu i aktywacji czynnikéw prozapalnych, jest jednym z najlepiej przebadanych
inflammasoméw obecnych w §rodowisku komodrek hematopoetycznych. Aktywacja NLRP3
odbywa si¢ m.in. poprzez mechanizm zwany Sygnal I, wymagajacy obecnosci LPS
produkowanego przez bakterie Gram ujemne!’. W badaniach na myszach poddanych
mobilizacji z uzyciem G-CSF wykazano istotng redukcje ilos¢ komoérek hematopoetycznych
we krwi po zastosowaniu polimyksyny B oraz metronidazolu. Nie wykazano takiej zalezno$ci
w przypadku ciprofloksacyny. Uzasadniano to faktem, iz ta ostatnia dziata glownie na bakterie
aerobowe w stolcu. Polimyksyna B ma za$ duzg zdolnos$¢ wigzania endotoksyny. Okoto 90%
Gram ujemnych bakterii jelitowych to bakterie anaerobowe, ktore sg eliminowane przez
metronidazol ®. W innym badaniu na modelu mysim takze powigzano migracje komoérek
hematopoetycznych do krwi obwodowej z naglym zadziataniem czynnika infekcyjnego i
wykazano, Ze jest to spowodowane wptywem biatka stymulujacego dla genéw IFN — STING,
na nisze hematopoetyczne w szpiku kostnym. © Jednoczesnie czynniki takie jak IFN-gamma i
TNF alfa moga promowac apoptoze HSC a w przewleklej stymulacji INF-alfa nastgpuje pewne
wyczerpanie zasobow szpikowych®’. Przytoczone badania nasuwaja wiec wniosek, ze nie
cigzkos¢, lecz czas trwania infekcji ma znaczenie dla jej wptywu na réznicowanie komorek

hematopoetycznych.
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Darden et al. wychodzac z obserwacji, iz osoby starsze charakteryzuje wolniejsza
odpowiedz uktadu hematopoetycznego na zaburzenia homeostazy a w konsekwencji gorsze
rokowanie w przypadku ci¢zkich standw klinicznych, przeanalizowali ekspresje¢ wybranych
miR powigzanych w literaturze z mobilizacjag i roéznicowaniem HSC u 27 chorych
hospitalizowanych z powodu cig¢zkiego urazu. U badanych miR-125a, miR-125b i miR-126
osiagaly znacznie nizsze st¢zenie w szpiku kostnym niz u zdrowej grupy kontrolnej.
Co ciekawe, u os6b powyzej 55 roku zycia roznica ta byla znacznie bardziej nasilona niz
u mtodszych .

W poréwnaniu ze zdrowg grupa kontrolng, pacjenci ze zdiagnozowang cigzka
posocznicg charakteryzowali si¢ obnizong ekspresja miR-125a. Ponadto niskie stgzenie
miR-125a korelowato z wystapieniem uszkodzen narzadowych i ze $émiertelnoscia w sepsie’?.
Istnieje kilka doniesien ogniskujagcych si¢ na roli miR-125 w procesie zapalnym,
jednak najbardziej jednoznacznych danych dostarczaja badania dotyczace makrofagow.
MiR-125a wydaje si¢ hamowa¢ aktywacj¢ makrofagéw typu 1 indukowang dziataniem
bakteryjnego LPS 1 promowac aktywacj¢ dziatajacych przeciwzapalnie makrofagéw
typu 2>, co moze ttumaczyé gorsze rokowanie wynikajace z niewydolnoéci wielonarzadowe;
u chorych z niskim stezeniem miR opisane w przytoczonej wyzej pracy. Zaskakujacy jest fakt,
iz miR-125b wykazuje dziatanie odwrotne m.in. poprzez stymulacj¢ wydzielania cytokin takich
jak interferon gamma oraz samo podlega ujemnej regulacji ze strony LPS.”

Na podstawie analizy komplementarnosci fragmentéw kodujacych mozna stwierdzic,
ze TNFAIP3 (ang. Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3) jest bezposrednim celem
miR-125a. Biatko to z kolei bierze udzial w regulacji NF-kappaB hamujac jego dziatanie.
NF kappaB na drodze zapoczatkowanej m.in. przez stymulacje TLRs zostaje aktywowany
w wielu sytuacjach stresowych, m.in. infekcji, urazach.”™

Zou w swoim badaniu z 2020 roku przeprowadzonym na myszach nie dzielit grupy
badanej na kohorty o réznej cigzkos$ci przebiegu sepsy. Stwierdzil, ze w trakcie rozwijania si¢
posocznicy ekspresja miR-126 rosta a po jej wzroscie nastgpowato réznicowanie limfocytow T
w kierunku limforytow T regulatorowych (ang. regulatory T lymphocytes, Treg) i spadata
aktywnoé¢é IL-107°. Ten sam autor wykazal na innym modelu mysim, iz po transferze
czasteczek RNA nasladujacych miR-126 uszkodzenia narzadowe w przebiegu sepsy byly
istotnie mniejsze. Powigzano to z hamowaniem roznicowania limfocytow T pomocniczych 17
(ang. heper T lymphocytes 17, Th17) i wzrostem Treg.”’

Wydaje si¢ wigc, ze ekspresja miR-126 i miR-125a rosnac w przebiegu infekcji skutkuje

ograniczeniem procesu zapalnego, a co za tym idzie, zmniejszeniem uszkodzen narzadowych.
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Przebieg infekcji u osobnikow, u ktorych ww. miR osiggaja niskie wartosci jest znacznie
powazniejszy. U pacjentow objetych badaniem wiasnym diagnozowano infekcje maksymalnie
w stopniu 2 a wigec o niewielkim nasileniu. Nie stwierdzono uszkodzen narzadowych.
Obserwowany wzrost ekspresji miR-125a i miR-126 u tych pacjentow jest wiec zgodny z
hipoteza o ochronnym dziataniu tych markeréw.

Jednocze$nie w badaniu wlasnym bedacym przedmiotem niniejszej rozprawy, wyzsze
stezenie miR-125a w dniu leukaferezy byto pozytywnym predykatorem ilo§ci komérek CD34+
pozyskanych u mobilizowanych chorych. Co wigcej, korelowato takze z iloscig HSC we krwi
obwodowej pacjentow. Wydaje sie¢ wiec mie¢ bardzo silne powigzanie z procesem mobilizacji.
Odwrotng korelacje odnotowano w przypadku stezenia miR-223 oznaczonego w drugim
punkcie czasowym a stezeniem HSC w separacie. Wedlug mojej wiedzy dotychczas
przeprowadzone badania dotyczace wptywu miR na mobilizacje HSC uwzglednialty model
zwierzeey, gtownie mysi, a jedynie nieliczne obejmowaty ludzi.

Guo et al. zaprojektowali eksperyment majac na celu okreslenie roli miR w dojrzewaniu
i réznicowaniu HSC. Wykorzystano trzy populacje myszy: osobniki MxCre, u ktérych za
pomoca iniekcji immunostymulatora polyl:polyC (pIpC) w pozniejszym etapie badania
wyidukowano ablacje obu alleli polimerazy RNA - Dicer w komorkach hematopoetycznych
(Dicer V%) jednego allela (Dicer ™) oraz osobniki kontrolne (Dicer™™). Po letalnym
napromieniowaniu szpiku kostnego wszystkim myszom przeszczepiono zdrowe HSC.
Wszystkie myszy charakteryzowata poczatkowa rekonstytucja 50% komorek o fenotypie
biorcy 1 50% o fenotypie dawcy, jednak w pierwszej grupie po podaniu pIpC szpik kostny
biorcy zostat catkowicie wyparty przez komoérki dawcy po ok. 20 tygodniach. Nastgpnie
wykonano w tej grupie kolejne przeszczepienie z zastosowaniem zdrowych komorek 1
obserwowano efekt jaki pojawil si¢ w po pierwszym przeszczepie u myszy kontrolnych.
Uznano to za dowodd, iz miRNA jako zalezne od Dicer sg niezbgdne do prawidiowe;j
rekonstytucji uktadu hematopoetycznego. Co wigcej, wykonano profilowanie genotypu
zdrowych komodrek HSC in vitro pod katem obecnos$ci sekwencji potencjalnie istotnych miRNA
1 wykazano wysoka ekspresje miRNA-125a w roznicujacych si¢ HSC w poroéwnaniu do innych
linii komérkowych. Po dodaniu syntetycznego inhibitora miR-125a nie stwierdzono w
prawdzie rdznicy ilosciowej ani jakosciowej w pierwotnej hodowli, natomiast zaobserwowano
znaczaca redukcje komorek w kolejnych koloniach replikacyjnych 8. Zwigkszona ekspresja
miR-125a w szpiku kostnym okazata si¢ kluczowa dla wzmozonej proliferacji 1 réznicowania

HSC, a co za tym idzie dla szybkiej odnowy uktadu hematopoetycznego u myszy poddanych
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transplantacji z zastosowaniem modyfikowanych HSC wykazujacych nadekspresj¢ miR-
125a%.

Rodzina miR-125 poza miR-125a obejmuje rowniez miR-125b. U myszy poddanych
serii transplantacji szpiku ze zmodyfikowanymi genetycznie komorkami z nadekspresja obu
cztonkéw rodziny miR-125 wykazano w prawdzie kompetycyjng przewage HSC
z nadekspresja miR-125a, jednak kazdy z nich oddzielnie takze powodowat znaczacy wzrost
ilo$ci potencjatu proliferacyjnego in vivo komorek CAFC (ang. cobblestone area forming cells)
- bardzo wczesnych komorek hematopoetycznych tworzacych w  hodowlach

dhugoterminowych ogniska proliferacji 3

. Ponadto komorki macierzyste z mysiej linii
komoérkowej roznicujace si¢ do granulocytow pod wplywem G-CSF charakteryzowata
zwigkszona ekspresja m.in. MiR-125b czy miR-223. Co istotne, sposrod wszystkich miR
wskazanych przez badaczy, jedynie miR-125b powodowal zahamowanie dalszego
réznicowania a ta a swoista petla zwrotna zostala powigzania przez z wplywem miR
na kofaktory szlaku STAT3 2,

W projekcie wlasnym nie stwierdzitam istotnej zaleznoSci pomiedzy ekspresja
mMiR-125b a efektywnos$ciag mobilizacji HSC u pacjentow. Biorac pod uwagg, iz taka zalezno$¢
obejmowata miR-125a, moze to wynika¢ z opisanej wyzej kompetycyjnej przewagi miR-125a.
Istotny jest takze fakt, iz wickszo$¢ badaczy przedstawia nadekspresje miR-125a jako czynnik
zwigzany ze wzrostem nie tylko proliferacji, ale tez rdznicowania si¢ komorek
hematopoetycznych 3078, Tymczasem miR-125b wydaje sic hamowaé réznicowanie 2.
Mobilizacja komorek macierzystych w zatozeniu prowadzi do pozyskania HSC o potencjale do
przysziego rdznicowania si¢ a wiec by¢ moze brak istotnego wzrostu miR-125b u pacjentéw
skutecznie mobilizowanych jest zjawiskiem oczekiwanym.

Jedno z nielicznych badah miR w mobilizacji u ludzi przeprowadzili naukowcy
z osrodka todzkiego. Nowicki z zespotem poczatkowo analizowali zwiazek ekspresji
wybranych miRNA z czasem do regeneracji uktadu hematopoetycznego u 51 chorych z
rozpoznaniem MM, HL lub NHL poddanych autoHSCT. Wykazano, ze czas do rekonstytucji
byt znaczaco dluzszy u pacjentow charakteryzujacych si¢ wysokim st¢zeniem osoczowego
miR-126 i miR-223 odpowiednio w dniu 0 i 7 po zakonczeniu kondycjonowania’®. Wychodzac
z obserwacji, ze wybrane miR wydaja si¢ miec€ istotne znaczenie w procesie hematopoezy, ci
sami badacze zaprojektowali badanie w mobilizacji HSC u 50 pacjentow leczonych z powodu
MM Iub NHL. Oznaczano stezenie siedmiu miR w osoczu krwi obwodowej pobranej przed
chemioterapig mobilizacyjng oraz w dniu aferezy. Protokoly chemioterapii byty zréZznicowane

i obejmowaty CPD, Ara-C, DHAP, R-DHAP, ICE, R-ICE i DCEP. Sposréd miR ujetych przez
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mnie w badaniu wlasnym, Nowicki z zespotem uwzglednili stezenie miR-223, miR-155 i miR-
126. Stezenia wszystkich trzech wykazywaty tendencje spadkowa w toku mobilizacji.
Ekspresja miR-126 ponadto pozytywnie korelowala z iloscig aferez, zas miR-223 ze st¢zeniem
WBC w dniu aferezy *%. W opisywanym badaniu wtasnym nie stwierdziliémy zaleznosci
pomi¢dzy WBC ani neutrofilami a stezeniem miR-223 ani jego zmiang w czasie, natomiast taka
zalezno$¢ wystgpowala w przypadku miR-125a. Wedtug polskich badaczy ekspresja miR-223
w dniu aferezy ujemnie korelowala z iloscig komoérek CD34+ uzyskang w separacie, natomiast
nie byto istotnego statystycznie zwigzku w przypadku miR-126 i miR-155. Jest to obserwacja
w peni zgodna z wynikajgcg z przedstawionego tu badania wlasnego. Nie wykazatam bowiem
zaleznosci pomigdzy ekspresja miR-126 ani miR-155 a efektywnoscia mobilizacji u pacjentow.
W przypadku tego pierwszego dotychczasowe doniesienia sg niezwykle spolaryzowane. W
eksperymencie zaprojektowanym przez Salvucci et al. i wykonanym na myszach poddanych
mobilizacji HSCs, stwierdzono zwigkszong ilos¢ miR-126 w przestrzeni pozakomoérkowej
szpiku kostnego po podaniu G-CSF. Co wigcej, u myszy pozbawionych genu dla miR-126,
mobilizacja z uzyciem G-CSF byla wrecz zupehie nieefektywna®’. W opozycji sa wyniki
wykazane przez polskich badaczy. Nowicki z zespotem przeprowadzili analize¢ ekspresji miR
u poddanych mobilizacji pacjentow z chorobami limfoproliferacyjnymi wykazujac wyrazne
zmniejszenie ekspresji mir-126 po podaniu G-CSF w poréwnaniu z punktem czasowym przed
jego wiaczeniem. Okazalo si¢ to nie miec istotnego statystycznie zwigzku z ilo$cig uzyskanych
ostatecznie komorek CD34+, jednak sam trend wydaje sie by¢ zastanawiajacy 8,

Ekspresja miR rozni si¢ w zaleznosci od pochodzenia HSC 1 jest wzglednie podobna w
krwi pepowinowej 1 szpiku kostnym natomiast istotnie inna w krwi obwodowej. Sposrod ponad
200 miR za rdéznicujgce uznano kilka z nich, z ktorych uwzglednione w przeprowadzonym
przez mnie badaniu sg miR-125a i miR-126. Ekspresja obu jest istotnie podwyzszona w krwi
obwodowej .

Badanie na HSC pozyskanych zarowno bezposrednio ze szpiku kostnego, jak i z krwi
obwodowej zdrowych dawcoéw udowodnilo, Ze obecnos¢ miR-155 charakteryzuje takze
komorki CD 34+ 1 jest dwukrotnie wyzsze dla komorek szpiku kostnego niz mobilizowanych
do krwioobiegu. Co ciekawe, po dodatkowej transdukcji pre-miR-155 do HSC obserwowano
czesciowe zahamowanie rozwoju linii mieloidalnej i erytroidalnej, a zatem miR-155, podobnie
jak opisany wczesniej miR-125b, wydaje si¢ by¢ inhibitorem roznicowania HSC.
W komoérkach CD34+ stwierdzono takze ekspresje miR-223, jednak w przeciwienstwie
do poprzednika, jego stezenie bylo 4-krotnie wyzsze w komorekach z krwi obwodowej niz

szpiku kostnego. Za pomocg technik bioinformatycznych dopasowano miR do potencjalnego
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targetowego mMRNA i potencjalnego punktu dzialania w hematopoezie. MiR-223
pradwopodobnie bierze udziat w réznicowaniu pézniejszych stadiow hematopoezy, zwtaszcza
granulopoezy ®. Podobng role przypisuje mu kilku badaczy ***. W opozycji stoja wnioski
ptynace z eksperymentu Trissal, bowiem ekspresja miR-223 w szpiku badanych myszy nie
wplywata na liczbe neutrofili we krwi obwodowej a wyciszenie obu alleli miR powodowato
jedynie hipersensytywizacje granulocytéw. Autorka thumaczy to potencjalnymi réznicami w
mikrobiomie zwierzat ¥. Roznicowanie si¢ prekursoréw granulocytéw do dojrzatych neutrofili
powoduje zwiekszenie stezenia proteaz neutrofilowych takich jak metaloproteinaza-9
uwalnianych przez te drugie. Proteinazy odgrywaja za$ istotng role w degradacji czasteczek
adhezyjnych w niszach szpikowych °8% Ponadto miR-223 reguluje o§ PIK3CA/AKTI i
kontroluje przetrwanie komorki poprzez insulin-like growth factor 1 receptor IGF1R, co
wydaje si¢ mie¢ dodatkowe znaczenie w mobilizacji HSC 4384,

Angielscy badacze przeanalizowali retrospektywnie dane prawie 400 zdrowych
dawcow HSC. Nie wykazali zwigzku miedzy stgzeniem WBC w krwi w dniu separacji
a stezeniem komorek CD34+ w separacie, jednak po podzieleniu badanych na dwie grupy
0 wysokiej 1 nizszej leukocytozie wykazano taka zalezno$¢ na korzys¢ pierwszej grupy.
Za warto$¢ dzielaca grupy przyjeto 41,4 tys/ul czyli mediang stezenia WBC dla wszystkich
badanych w dniu aferezy 8. W podobnym doniesieniu za punkt odcigcia przyjeto natomiast
leukocytoza > 50tys/ul w piatym dniu przyjmowania G-CSF 8. W grupie, ktora brata udzial w
przeprowadzonym przez mnie badaniu nie wykazano wptywu st¢zenia WBC w dniu aferezy,
ani w dniu po zakonczeniu chemioterapii, na powodzenie mobilizacji lub ilo$¢ uzyskanych
komorek krwiotworczych. W odniesieniu do wyzej przytoczonych publikacji, istotnym jest
fakt, ze jedynie 2 osoby osiggnety leukocytoze co najmniej 40 tys/ul w dniu aferezy a u
pozostatych chorych stwierdzono WBC< 30 tys/ul.

W innym interesujacym badaniu u 118 pacjentow poddanych mobilizacji przed
autoPBSCT stezenie CD34+ w produkcie aferezy korelowala pozytywnie z leukocytoza,
stezeniem PLT 1 iloscig CD34+ we krwi obwodowej, za§ negatywnie ze st¢zeniem ferrytyny
we krwi. Stezenie PLT i komorek CD34+ we krwi byty silnymi predykatorami takze w analizie
wieloczynnikowej. Autorzy podkreslaja, ze PLT moga by¢ istotnym w praktyce klinicznej
predykatorem MF (mobilization failure) 2.

Z kolei inni badacze nie stwierdzili wptywu leukocytozy na efektywnos¢é mobilizacji,
natomiast wykazali istotng korelacj¢ stezenie PLT 1 RBC w dniu separacji z iloscig uzyskanych
HSC 478 W moim badaniu nie potwierdzitam tej obserwacji, jednak czesé pacjentow

otrzymywata transfuzje KKCz lub KKP w trakcie mobilizacji, co z pewnoscig mialo wptyw na
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wymienione parametry. Ponadto przytoczone badania bylty prowadzone na zdrowych dawcach
lub heterogennej grupie chorych obejmujacej takze pacjentow z MM. Chorzy z NHL sa
natomiast specyficzng kohortg, jako ze juz samo rozpoznanie pozwala prognozowa¢ wyzszy
odsetek niepowodzen.

Sposrod analizowanych przeze mnie miR, ekspresja miR-155 okazata si¢ pozytywnie
korelowa¢ ze stezeniem PLT w dniu separacji. Podobnie jak w przypadku samych PLT,
mMIR-155 nie okazat si¢ mie¢ natomiast zwiazku ze skutecznoscig mobilizacji.

Rafiee et al. zaprojektowali w 2021r. badanie majgce na celu ewaluacje przydatnosci
wybranych miR w przewidywaniu przebiegu rekonstytucji ptytek krwi i neutrofilow u chorych
po autologicznym przeszczepieniu HSCs. Udowodniono, ze proces rekonstytucji przebiegat
sprawniej u pacjentow z wyzszym poziomem 0soczowego mIiR-155 mierzonym
po zastosowaniu kondycjonowania. Co ciekawe, wykazano, ze parametrami o najwyzszym
potencjale predykcyjnym byly wysoko$¢ stezenia miR-155 oraz ilo$¢ przeszczepionych HSCs,
przy czym w przypadku gdy ten drugi czynnik przybieral warto$¢ ponizej 3,5x10° komorek
CD34+/kg masy ciata biorcy, jedynym istotnym predykatorem pozostawat miR-155%, W
przypadku mobilizacji, zaréwno ja, jak i przytaczani juz wczesniej badacze, nie stwierdziliSmy
istotnej korelacji pomiedzy ekspresja miR-155 a skuteczno$cig mobilizaciji®e.

Whioski dotyczace zalezno$ci pomiedzy ekspresja opisanych wyzej miR a proliferacja
i roznicowaniem HSC roznig si¢ w zaleznosci od badanej grupy. Nadal dysponujemy jednak
stosunkowo niewielka ilo$cig doniesien dotyczacych ludzi, zwtaszcza chorych poddawanych
mobilizacji HSC. W moim projekcie uwzglednitam pacjentow z rozpoznaniem NHL jako
charakteryzujacych si¢ najmniejsza skutecznoscig procedury. Uzyskane przeze mnie wyniKki
moga wiec stanowi¢ punkt wyjsciowy do dalszych badan w innych populacjach, takich jak
chorzy leczeni z powodu HL lub MM. Ponadto interesujacym kierunkiem wydaje sig
poszerzenie badan o analiz¢ zwigzku pomigdzy ekspresja miR a przebiegiem rekonstytucji

uktadu hematopoetycznego u pacjentéw po autoHSCT.
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6. WNIOSKI

1. Mobilizacja HSC u chorych z rozpoznaniem NHL jest do$¢ skuteczng procedura, jednak

istnieje grupa chorych, u ktorych konczy si¢ ona niepowodzeniem.

2. Nie udalo si¢ zidentyfikowac grupy tzw. poor mobilizers na podstawie ekspresji badanych

miR.

3. Spadek ekspresji miR-223 korelowal z wyzszym stgzeniem komérek CD34+ w separacie.
Dynamika zmian ekspresji miR-223 w badanych punktach czasowych moze by¢ wigc

predykatorem efektywnosci mobilizacji HSC.

4. Ekspresja miR-125a w dniu spodziewane]j leukaferezy koreluje pozytywnie z ilo$cig
komoérek CD34+/kg m.c. dawcy w krwi obwodowej oraz w separacie pobranym w drodze
leukaferezy. Ekspresja miR-223 w dniu spodziewanej leukaferezy koreluje natomiast
negatywnie z ilo$cig komorek CD34+/kg m.c. dawcy separowanych w drodze leukaferezy.

Oba miR wydaja si¢ mie¢ udziat w procesach hematopoezy.

5. U pacjentow, ktorzy w trakcie mobilizacji przebyli infekcj¢ w stopniu maksymalnie
2 wg CTCAE 5.0 ilo$¢ pobranych komorek CD34+ byta znaczaco wyzsza niZ u osob,
ktore nie przechodzily infekcji. Wydaje si¢ to Swiadczy¢ o pozytywnym wplywie

krétkotrwatego stanu zapalnego na procesy hematopoezy.

6. Czynnikami negatywnie rokujacymi dla efektywno$ci mobilizacji sa: nadwaga 1 otytos¢
oraz wystgpowanie chordéb wspotistniejacych. Pacjenci z nadwagg 1 otyloscig uzyskali
istotnie nizszg ilos¢ komorek CD34+/kg m.c. w separacie niz chorzy prawidlowym BMI,
co moze sugerowa¢ negatywny wplyw dlugotrwatego stanu zapalnego na hematopoeze.
Podobnie mniej komodrek pozyskano u pacjentow z chorobami wspdtistniejacymi
W porOéwnaniu z nieobcigzonymi badanymi. W tych grupach koniecznym moze si¢ okazac

dodatkowe wspomaganie mobilizacji, np. poprzez zastosowanie plerixaforu.
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7. STRESZCZENIE

Mobilizacja komoérek macierzystych (HSC) to procedura majgca na celu pozyskanie
HSC z krwi obwodowej pacjenta. Ma ona zastosowanie u zdrowych dawcoéw oraz U pacjentow,
u ktoérych wskazane jest przeprowadzenie autologicznego przeszczepienia komorek
hematopoetycznych (autoHSCT), czyli podanie ich wlasnych HSC, celem umozliwienia
odtworzenia uktadu krwiotworczego po leczeniu wysokimi dawkami chemioterapii. W drugiej
grupic znajdujg si¢ gtownie chorzy z rozpoznaniem chloniakéw nieziarniczych (NHL),
chtoniaka Hodgkina (HL) oraz szpiczaka plazmocytowego (MM). Efektywno$¢ mobilizacji nie
zawsze spelnia oczekiwania lekarza oraz pacjenta. Niepowodzenie procedury zazwyczaj
wyraza si¢ W uzyskaniu niewystarczajacej do odnowy hematopoetycznej ilosci HSC. Trwaja
proby okreslenia czynnikow zltego rokowania dla skutecznosci mobilizacji. Wymieniane sg
gtownie aspekty kliniczne a jednym z najcze¢sciej przytaczanych jest rozpoznanie NHL.

Stymulacj¢ powstawania i migracji do krwi obwodowej HSC, charakteryzujacych si¢
ekspresja antygenu powierzchniowego CD34+, uzyskuje si¢ poprzez podawanie pacjentowi
czynnika stymulujgcego wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF). Molekularny mechanizm
dzialania G-CSF, a takze powstawania oraz dalszego roznicowania si¢ komoérek CD34+,
nie zostal do konca poznany. Regulacja ekspresji genow odpowiedzialnych za procesy
zachodzgce w komorce na jej wezesnym stadium rozwoju odbywa si¢ poprzez liczne zjawiska
epigenetyczne, m.in. udzialt mikroRNA (miR).

MiR to jednoniciowe, niekodujace czasteczki RNA, ztozone zazwyczaj z 21-23
nukleotydow. Ich funkcja jest potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow w mechanizmie
blokowania translacji, badz przez promowanie degradacji targetowych fragmentow
informacyjnego RNA (mRNA). Wyniki badan przeprowadzonych na liniach komoérkowych
oraz modelu mysim wskazujg na udziat niektorych miR w proliferacji, migracji i roznicowaniu
HSC.

W niniejszym badaniu podjetam probe okreslenia wptywu czynnikoéw molekularnych w
postaci ekspresji wybranych miR, oraz czynnikoéw klinicznych, na skutecznos¢ i efektywnos¢
mobilizacji HSC u pacjentéw z chorobg limfoproliferacyjng. Badang grupe stanowito 45
chorych z rozpoznaniem z grupy NHL z dojrzatych komorek B, mobilizowanych w Klinice
Hematologii, Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku we Wroctawiu w latach 2018-2021.
Wszystkim chorym podano chemioterapi¢ przeciwnowotworows a od dnia +5 po zakonczonej
chemioterapii, wykonywano podskérne iniekcje G-CSF w dawce ok. Sug/kg masy ciata

podawanej dwa razy dziennie. Poczawszy od pigtego dnia stosowania G-CSF, w ramach
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standardowego postepowania, dokonywano codziennych pomiaroéw stezenia HSC we Krwi
obwodowej az do uzyskania warto$ci odpowiednich dla wykonania leukaferezy lub decyzji o
zakonczeniu mobilizacji. Separacje przeprowadzano przy uzyciu aparatu Spectra Optia. Za
pomocag cytometrii przeptywowej w uzyskanym materiale oznaczano stezenie HSC czyli
komorek CD34+.Wyniki odnoszono nastepnie do wagi pacjenta. Procedur¢ uznawano za
skuteczng w przypadku uzyskania w separacie min. 2x10°® komoérek CD34+/kg masy ciata.
Dodatkowo dokonywano pomiaru ekspresji miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-155 i miR-
223 w dobie poprzedzajacej planowane wiaczenie G-CSF oraz przed rozpoczeciem pierwszej
aferezy lub, w przypadku niewystarczajacej ilosci komorek CD34+ we krwi obwodowej
badanych, w ostatnim dniu przyjmowania G-CSF. Krew do badan molekularnych mrozono w
dedykowanych do tego probowkach PAX Gen Blood RNA Tubs (Qiagen) zapewniajacych
natychmiastowg stabilizacje RNA, a nastepnie przechowywano w temperaturze -70°C. 1zolacja
materialu genetycznego zostata przeprowadzona z uzyciem zestawu RT-gPCR - Paxgene RNA
Isolation Kit IVD (Qiagen) oraz ddPCR- mirVanaTM miRNA Isolation Kit (AMBION). Po
wyizolowaniu RNA zastosowano zestaw do odwrotnej transkryptazy - The TagMan
MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Do okreslenia poziomu ekspresji
miR wykorzystano odpowiednie sondy TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman) .
Wszystkie procedury wykonywano wedtlug zalecen producentdéw wymienionych zestawow.
Ponadto, zebrano dane demograficzne oraz kliniczne dotyczace badanych, a takze informacje
o przebiegu mobilizacji takie jak przebyte infekcje 1 stosowana antybiotykoterapia.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania R 4.1.1 (the
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Mobilizacja byta skuteczna u 37 chorych (82% catej grupy badanej), u 8 (18%)
procedura zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Zaden pacjent z drugiej grupy nie uzyskat
zakladanego stezenia komoérek CD34+ we krwi i1 co za tym idzie, nie wykonywano u nich
leukaferezy. Wykazano istotny statystycznie negatywny wplyw wystepowania chorob
wspotistniejacych na ilos¢ pozyskanych HSC (p = 0.0014). Mediana ilosci komoérek CD34+/kg
m.c. u 0sob u ktorych mobilizacja byla skuteczna i ktére maja choroby wspotistniejace wynosi
3.6 a dla os6b bez chorob wspotistniejacych wynosi 7.16. Wykazano takze istotnie mniejsza
ilo§¢ uzyskanych komoérek CD34+ w przeliczeniu na kg masy ciata chorych w grupie z nadwaga
1 otytoscig (p = 0.04). Mediana ilosci komoérek u 0sob, u ktorych mobilizacja byla skuteczna 1
ktére majg otylo$¢ lub nadwage wynosita 4.10, a dla 0os6b z BMI w normie wynosita 7.08.

Nie stwierdzono zaleznosci skutecznosci mobilizacji od wagi, ptci, wieku ani przebytego
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wczesniej leczenia przeciwnowotworowego, odpowiedzi na nie czy chemioterapii stosowane;j
w mobilizacji.

Czgé¢ pacjentéw przebyta w trakcie mobilizacji infekcje w stopniu maksymalnie 2
wg CTCAE 5.0. Wszystkie infekcje zostaly zakonczone do dnia wykonania leukaferezy
a probka pobranego separatu rutynowo byla poddawana badaniom mikrobiologicznym.
Przebycie infekcji wplywato pozytywnie na jej efektywnos¢ (p=0,03), za$ stosowanie
antybiotykoterapii, transfuzji koncentratu krwinek ptytkowych lub czerwonych ani stezenie
leukocytéw, hemoglobiny czy ptytek krwi w dniu leukaferezy nie wptywato na skutecznos¢ ani
efektywnos¢ mobilizacji.

Sposrod badanych miR, ekspresja miR-223 w dniu leukaferezy negatywnie korelowata
ze stezeniem HSC w separacie, natomiast ekspresja miR-125a w tym samym punkcie
czasowym korelowata pozytywnie ze stezeniem HSC zardéwno w separacie jak i we krwi
obwodowej pacjentow. Wyzsza ekspresje miR-125a powigzano takze z wystapieniem infekcji
w trakcie mobilizacji. Wykazano takze zalezno$¢ pomigdzy spadkiem ekspresji miR-223
w trakcie mobilizacji a jej wyzsza efektywnoscia.

Mobilizacja HSC w grupie chorych z rozpoznaniem NHL charakteryzuje si¢ dos¢
wysoka skutecznoscia, jednak nadal u pewnej liczby pacjentow konczy si¢ niepowodzeniem.
Czynnikami pozwalajacymi wstepnie zidentyfikowaé takich pacjentdw sa nadwaga i otylosé
oraz wystepowanie chorob wspoétistniejacych. W takiej grupie koniecznym moze si¢ okazac
dodatkowe wspomaganie mobilizacji, np. poprzez zastosowanie plerixaforu. W aspekcie
teoretycznym wydaje si¢, ze krotkotrwaly stan zapalny spowodowany infekcja wptywa
pozytywnie na mechanizmy hematopoezy, co moze by¢ powigzane ze wzrostem stezenia miR -
125a. Ekspresja miR-223 zmniejsza si¢ natomiast w miar¢ mobilizacji HSC a zatem jego

dynamika moze stuzy¢ do prognozowania efektywnosci procedury.
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8. ABSTRACT

Mobilization of hematopoietic stem cells (HSC) is a procedure aimed at obtaining HSC
from a patient's peripheral blood. It is used in healthy donors as well as in patients who require
autologous hematopoietic stem cell transplantation (autoHSCT), which involves giving the
patient their own HSC to enable the regeneration of the hematopoietic system after high-dose
chemotherapy. The second group mainly consists of patients diagnosed with non-Hodgkin
lymphoma (NHL), Hodgkin's lymphoma (HL), and multiple myeloma (MM). The effectiveness
of mobilization does not always meet the expectations of the physician or the patient. The
failure of the procedure is usually expressed by obtaining an insufficient amount of HSC for
hematopoietic renewal. Attempts are being made to identify poor prognostic factors for the
effectiveness of mobilization, mainly clinical aspects, and NHL diagnosis is one of the most
frequently cited factors.

Stimulation of HSC production and migration to peripheral blood, characterized
by expression of the CD34+ surface antigen, is achieved by administering the patient
a granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). The molecular mechanism of action
of G-CSF, as well as the formation and further differentiation of CD34+ cells, has not been
fully understood. The regulation of gene expression responsible for processes occurring in
the cell at its early developmental stage occurs through numerous epigenetic phenomena,
including the involvement of microRNAs (miR).

MiR is a single-stranded, non-coding RNA molecule typically composed of 21-23
nucleotides. Their function is post-transcriptional regulation of gene expression by blocking
translation mechanisms or by promoting degradation of target fragments of mMRNA. Research
conducted on cell lines and a mouse model indicates the involvement of some miRs in HSC
proliferation, migration, and differentiation.

In this study, I attempted to determine the influence of molecular factors in the form
of the expression of selected miRs, as well as clinical factors, on the effectiveness
and efficiency of HSC mobilization in patients with lymphoproliferative disease. The study
group consisted of 45 patients diagnosed with NHL with mature B cells, mobilized at
the Hematology, Blood Neoplasms, and Bone Marrow Transplantation Clinic in Wroctaw
between 2018 and 2021. All patients received anticancer chemotherapy, and from day +5 after
chemotherapy, subcutaneous injections of G-CSF were administered at a dose of approximately
5ug/kg body weight twice daily. Starting from the fifth day of G-CSF use, daily measurements
of HSC concentration in peripheral blood were performed until values appropriate for
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leukapheresis were obtained or the decision was made to terminate mobilization. Separation
was performed using the Spectra Optia apparatus. The concentration of HSC, i.e., CD34+ cells,
was determined in the obtained material using flow cytometry, and the results were then related
to the patient's weight. The procedure was considered effective if at least 2x106 CD34+/kg
body weight cells were obtained in the separation. Additionally, the expression of miR-125a,
miR-125b, miR-126, miR-155, and miR-223 was measured the day before the planned
administration of G-CSF and before the start of the first apheresis or, in the case of an
insufficient number of CD34+ cells in peripheral blood of the patients, on the last day of G-
CSF administration. Blood samples for molecular analysis were collected in dedicated PAX
Gen Blood RNA Tubes (Qiagen) providing immediate RNA stabilization and then stored at -
70°C. Genetic material was isolated using the RT-gPCR kit - Paxgene RNA Isolation Kit IVD
(Qiagen) and the dedicated low molecular weight RNA isolation kit for ddPCR- mirVanaTM
miRNA Isolation Kit (AMBION). After RNA isolation, the TagMan MicroRNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems) was used for reverse transcription. The expression
levels of miRs were determined using specific TagMan probes (Thermo Fisher Scientific
Walthman). All procedures were strictly performed according tothe manufacturers'
recommendations for the mentioned Kits. Additionally, demographic and clinical data of the
patients were collected, as well as information on the mobilization process such as infections,
and antibiotic therapy. Statistical analysis was performed using R software 4.1.1 (the R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Mobilization was successful in 37
patients (82% of the entire study group), while in 8 patients (18%) the procedure was
unsuccessful. None of the patients in the second group achieved the expected CD34+ cell
concentration in the blood, and as a result, leukapheresis was not performed on them. A
statistically significant negative impact of comorbidities on the number of HSCs obtained was
demonstrated (p = 0.0014). The median number of CD34+ cells/kg body weight in patients with
successful mobilization and comorbidities was 3.6, while in patients without comorbidities, it
was 7.16. A significantly lower number of CD34+ cells was also found in overweight and obese
patients (p = 0.04). The median number of cells in patients with successful mobilization and
obesity or overweight was 4.10, while in patients with a normal BMI, it was 7.08. There was
no relationship between the effectiveness of mobilization and weight, sex, age, or previous anti-
cancer treatment, response to it, or chemotherapy used in mobilization. Some patients
experienced an infection during mobilization, up to grade 2 according to CTCAE 5.0. All
infections were resolved by the day of leukapheresis, and a sample of the obtained concentrate

was routinely subjected to microbiological tests. The occurrence of an infection positively
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influenced its effectiveness (p=0.03), while the use of antibiotic therapy, transfusion of platelet
or red blood cell concentrates, or the concentration of leukocytes, hemoglobin, or platelets in
the blood onthe day of leukapheresis did not affect the effectiveness or efficiency of
mobilization. Among the studied miRs, the expression of miR-223 on the day of leukapheresis
negatively correlated with the concentration of HSCs in the concentrate, while the expression
of miR-125a at the same time point positively correlated with the concentration of HSCs in
both the concentrate and peripheral blood. Higher expression of miR-125a has also been
associated with the occurrence of infection during mobilization. A relationship has also been
shown between the decrease in miR-223 expression during mobilization and its higher
efficiency.

Mobilization of HSCs in patients with NHL is characterized by fairly high effectiveness,
but it still fails in some patients. Factors that can help identify such patients are overweight and
obesity, as well as the presence of comorbidities. In such a group, additional support for
mobilization may be necessary, such as the use of plerixafor. Theoretically, a short-term
inflammatory state caused by infection appears to positively influence hematopoietic
mechanisms, which may be related to an increase in miR-125a levels. The expression of miR-
223 decreases during HSC mobilization, so its dynamics may serve to predict the effectiveness

of the procedure.
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