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Rozdziat 1. Wprowadzenie

1.1. AutoPBSCT poprzedzone wysokodawkowg chemioterapiag

Wysokodawkowana chemioterapia to sposdb leczenia oparty na cytostatykach
podawanych w dawkach, ktére wykazujg duzy potencjat przeciwnowotworowy.
Niektdre substancje sg aktywne w fazie spoczynkowej komérek, dlatego powoduja
uszkodzenie krwiotwodrczych komdérek macierzystych (HSCs, Hematopoietic Stem Cells) i
podane w odpowiednio wysokich dawkach dziatajg mieloablacyjnie, a wiec powodujg
nieodwracalne uszkodzenie czynnosci krwiotwdrczej szpiku. Do takich cytostatykéw
nalezy m.in. melfalan i karmustyna. Po zastosowaniu terapii ablacyjnej dla przywrécenia
czynnosci krwiotwdrczej szpiku niezbedne jest podanie w postaci dozylnej infuzji —
pobranych wczesniej i poddanych krioprezerwacji — wtasnych komaérek krwiotwérczych
chorego. Catos¢ tego postepowania nazywana jest przeszczepieniem autologicznych
krwiotwdrczych komérek macierzystych (autoPBSCT, Autologous Peripherial Blood Stem
Cell Transplantation). Juz w 1962 roku Joan Goodman udowodnit, iz HSCs obecne sg we
krwi obwodowej. Od tego czasu trwaty préby ich wykorzystania w terapii. Po raz
pierwszy udane autoPBSCT przeprowadzit Martin Korbling w Heidelbergu w 1986 roku
u pacjentki z chtoniakiem Burkitta (BL, Burkitt Lymphoma)'. Mobilizacja HSCs
prowadzona byta bez uzycia czynnikdw stymulujacych hematopoeze, stad mata ich
liczba we krwi warunkowata koniecznos¢ przeprowadzenia az siedmiu aferez. Uzyskany
produkt miat duzg objeto$é. Co wiecej, nie dysponowano wowczas narzedziami, ktére
pozwolityby na oszacowanie liczby HSCs w uzyskanym preparacie. Przetom nastgpit w
1988 roku, kiedy réwnolegle w Bostonie iMelbourne opublikowano wyniki
zastosowania odpowiednio czynnika stymulujgcego wzrost kolonii granulocytow i
monocytéw (GM-CSF, Granulocyte Macrophage Colony Stimulated Factor) oraz czynnika
stymulujgcego wzrost kolonii granulocytéow (G-CSF, Granulocyte Colony Stimulating
Factor). Zastosowanie cytokin stymulujgcych granulopoeze zwiekszyto 60-100 razy
liczbe zebranych podczas aferezy HSCs. Odkrycie to spowodowato ogromny postep w
dziedzinie transplantologii>. W 1976 roku Richaman zauwazyt, ze po podaniu

cytostatykéw, w trakcie odnowy hematopoezy, dochodzi do zwiekszenia liczby komérek



progenitorowych we krwi3. Obserwacja ta data poczatek stosowaniu chemioterapii w
celu mobilizacji komoérek krwiotwdrczych, czyli ich przesuniecia ze szpiku do krwi.
Wedtug rekomendacji Europejskiego Towarzystwa ds. Przeszczepiania Krwi

i Szpiku (EBMT, European Society for Blood and Marrow Transplantation) z roku 2014

proponowane sg nastepujgce schematy chemioterapii mobilizacyjnej HSCs:

1. W grupie pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym (PCM, Plasma Cell Myeloma)
mozna zastosowaé¢ G-CSF w monoterapii lub w skojarzeniu z cyklofosfamidem
w dawce 1,5-4,0 g/m2*. Standardowa dawka G-CSF to 10 pg/kg masy ciata na dobe
podawanego podskdrnie przez 5-7 dni.

2. U pacjentdow z chtoniakami czesto planuje sie mobilizacje HSCs po cyklu
chemioterapii, ktéry nalezy do planu leczenia choroby (zwtaszcza jezeli schemat
terapii zawiera etopozyd lub arabinozyd cytozyny)>®. W Polsce popularnym
schematem mobilizacyjnym s3 posrednie dawki arabinozydu cytozyny 1,6 g/m2’.

Przesuniecie komdrek krwiotwdrczych ze szpiku do krwi mozna oceni¢ laboratoryjnie,

obliczajac liczbe komdrek z obecnoscig antygenu CD34 na ich powierzchni. Istotnym

odkryciem prowadzgcym do usprawnienia procesu mobilizacji i separacji HSCs byto
zastosowanie przeciwciata MY10, ktére tgczac sie z biatkiem CD34 na powierzchni HSCs,
pozwalato za pomoca cytometrii przeptywowej precyzyjnie oszacowac ich liczbe w krwi
obwodowej i w preparacie uzyskanym podczas aferezy. Separacje komodrek z krwi
obwodowej rozpoczyna sie zwykle w dniu, w ktérym liczba komdrek CD34+, oznaczona
za pomocg cytometrii przeptywowej, przekracza 10-20 komoérek/ul krwi. Liczba

cytaferez zalezy od liczby pozyskanych komodrek CD34+. Zwykle przeprowadza sie od 1

do 3 leukaferez, przyjmujgc za warto$¢ minimalng niezbedng dla szybkiego uzyskania

rekonstytucji hematopoezy liczbe 2x10° komérek CD34+/kg masy ciata biorcy.

Pobrane komérki zamraza sie w oparach ciektego azotu. W tym celu uzywa sie zwigzku

krioprotekcyjnego jakim jest dwumetylosulfotlenek, ktdéry zapobiega uszkodzeniu

komorek podczas ich zamrazania®. Od lat dziewieédziesigtych ubiegtego wieku
wysokodawkowana chemioterapia wspomagana autoPBSCT stata sie powszechnie

stosowang metodg leczenia nowotwordw uktadu chtonnego.
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1.2. Klasyfikacja WHO 2016 nowotworow uktadu chtonnego
wywodzacych sie z dojrzatych limfocytow B oraz czynniki

prognostyczne

Chtoniaki to niejednorodna grupa choréb wywodzacych sie z dojrzatych limfocytow
lub ich komérek progenitorowych. Zgodnie z powszechnie stosowang klasyfikacjg
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organisation) z 2016 roku
chtoniaki dzielimy na chtoniaki Hodgkina (HL, Hodgkin Lymphoma) i chtoniaki nie-
Hodgkina. Chtoniaki nie-Hodgkina to grupa nowotwordw cechujaca sie klonalnym
rozrostem komorek limfoidalnych (komérek linii  dojrzewania limfocytow)
odpowiadajgcych réznym stadiom zrdznicowania limfocytéw B, limfocytow T lub
komérek naturalnej cytotoksycznosci (NK Cells, Natural Killer Cells). Zgodnie
z klasyfikacja WHO wsrdod chtoniakéw nie-Hodgkina wywodzacych sie z dojrzatej
komoérki B wyrdznia sie az 44 jednostek. Do tej grupy nalezg takze dyskrazje
plazmocytowe, ktore jednak ze wzgledu na specyficzny obraz kliniczny wyodrebnia sie
i analizuje oddzielnie®. Poza rodzajem linii komdrkowej i stopniem dojrzatosci z jakiej
wywodzi sie nowotwor, w klasyfikacji uwzgledniono rowniez cechy kliniczne, na przykfad
pierwotng lokalizacje weztowg lub pozaweztowy. Natomiast w praktyce klinicznej
bardzo istotna jest dynamika przebiegu choroby, ktéra implikuje postepowanie
terapeutyczne. W oparciu o przebieg kliniczny wyrdznia sie chtoniaki o powolnym
przebiegu, a wsrdd nich chfoniaka z dojrzatych limfocytow B — przewlekty biataczke
limfocytowg (CLL, Chronic Lymphocytic Leukemia) — oraz chtoniaka grudkowego (FL,
Follicular Lymphoma), chtoniaki agresywne, przede wszystkim chtoniaka z duzych
rozlanych limfocytdw B (DLBCL, Diffuse Large B-cell Lymphoma) i chtoniaka z komérek
ptaszcza (MCL, Mantle Cell Lymphoma), a takze chtoniaki bardzo agresywne, t;.
chtoniaka Burkitta i chtoniaka limfoblastycznego. Wedtug krajowego rejestru
nowotwordéw do najczesciej rozpoznawanych w Polsce nowotworéw hematologicznych
nalezg CLL (26%), DLBCL (23%) oraz PCM (18%).

Rozpoznania ustalane sg w oparciu o barwienie immunohistochemiczne, badania
immunofenotypowe oraz genetyczne materiatu pobranego z weztéw chtonnych lub

innych zajetych narzgddw i tkanek. Zaawansowanie kliniczne nowotworu oceniane jest
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na podstawie badan obrazowych wedtug klasyfikacji Ann Arbor, ktéra w 2014 roku w
Lugano ulegta rozszerzeniu o ocene za pomocg badania PET-CT (Positron Emission
Tomography — Computed Tomography) i nazywana jest obecnie klasyfikacjg z Lugano.

W 2016 roku w klasyfikacji WHO wyrdzniono typ DLBCL blizej nieokreslony (NOS,
Not Otherwise Specified), z podtypami wywodzacymi sie z komédrek B osrodkéw
rozmnazania grudek chtonnych (GCB, Germinal Center B-cells) lub z aktywowanych
komérek B (ABC, Activated B-cell). Ponadto klasyfikacja WHO wyrdznia jeszcze
12 innych chtoniakow DLBCL, m.in. pierwotny chfoniak osrodkowego ukfadu
nerwowego, pierwotny chtoniak $rédpiersia, pierwotny chtoniak skérny postaé
korczynowa.

Dodatkowo, w aktualizacji z 2016 roku, wyodrebniono réwniez podgrupe
chtoniakdéw o wysokim stopniu ztosliwosci z komdrek B z rearanzacjg gendéw myc, bcl-2
i/lub bcl-6 (HGBCL: tripple hit, double hit, High Grade B-cell Lymphoma). Chtoniaki
o morfologii blastoidnej lub posredniej miedzy DLBCL a BL, ale bez rearanzacji myc,
bcl-2 i/lub bcl-6 ujete s3 w kategorii chtoniakdbw o wysokim stopniu ztosliwosci
z komorek B, blizej nieokre$lonych (HGBCL, NOS)°.

Chtoniak z komdérek ptaszcza, podobnie jak DLBCL, nalezy do agresywnych chtoniakéw
wywodzacych sie z dojrzatych limfocytéw B. Cechuje go obecno$¢ translokacji
t(11;14)(913;932) i nadekspresja cykliny D119,

Wsréd dyskrazji plazmocytowych w klasyfikacji WHO poza szpiczakiem plazmocytowym
wyrézniono gammapatie monoklonalng o nieustalonym znaczeniu IgM oraz 1gG/IgA,
szpiczaka odosobnionego kosci, szpiczaka odosobnionego pozakostnego oraz chorobe
dopozytowg monoklonalnych immunoglobulin.

Poza oceng histopatologiczng i stopniem zaawansowania nowotworu, do oceny
rokowania stosuje sie powszechnie przyjete skale pozwalajgce na oszacowanie
przewidywanego przezycia chorych. W DLBCL jest to Miedzynarodowy Wskaznik
Prognostyczny (IPl, International Prognostic Index). Zostat on opublikowany po raz
pierwszy w 1994 roku przez Shipp i wsp. w Blood*!. Wartos¢ IPI oblicza sie w oparciu
o nastepujgce zmienne: wiek (< vs >60 lat), sprawnos¢ wyrazong wartoscia ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group) (< vs >2), stopienn zaawansowania choroby
(/- vs 1/1V) oraz aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH, Lactate

Dehydrogenase) (prawidtowa vs podwyzszona). Pacjenci, w zaleznosci od liczby
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uzyskanych punktéw, przydzielani sg do grup niskiego (0-1 punkt), posredniego niskiego
(2 punkty), posredniego wysokiego (3 punkty) lub wysokiego (4-5 punktéw) ryzyka.
Badanie Shipp i wsp. prowadzone byto wiele lat temu, przed erg immunoterapii i zostato
ono ponownie zweryfikowane w erze rytuksymabu przez Ziepert i wsp., ktérzy wykazali,
ze IPl nie stracit na sile prognostycznej. Powstawaty takie kolejne modyfikacje
wskaznika. Najbardziej znang jest zrewidowany wskaznik IPI (R-IPI, Revised International
Prognostic Index), ktéry dodatkowo uwzglednia liczbe lokalizacji pozaweztowych (0-1 vs
>1)12,

Podobne skale prognostyczne zostaty takze stworzone dla innych rodzajow
chtonniakéw, tj. Miedzynarodowy Wskaznik Prognostyczny dla Chtoniakéw Grudkowych
(FLIPI, Follicular Lymphoma International Prognostic Index) oraz Miedzynarodowy
Wskaznik Prognostyczny dla Chtoniakéw z komérek ptaszcza (MIPI, Mantle Cell

Lymphoma International Prognostic Index).

1.3. Wskazania do wysokodawkowej chemioterapii u chorych na

chtoniaki wywodzgace sie z limfocytow B poddawanych autoPBSCT

Zgodnie ze stanowiskiem EBMT oraz rekomendacjami ESMO (European Society
for Medical Oncology) wskazaniem do przeprowadzenia autoPBSCT w chtoniakch
Hodgkina i chtoniakach nie-Hodgkina z dojrzatej komérki B jest chemiowrazliwy nawrét
choroby Ilub oporno$é na terapie pierwszej linii, z zachowang wrazliwoscig
na chemioterapie. Wyjatkiem jest MCL, w ktéorym autoPBSCT przeprowadza sie
w konsolidacji pierwszej remisji choroby.

Wedtug rekomendacji EBMT wysokodawkowa chemioterapia z autoPBSCT
stanowi opcje terapeutyczng w leczeniu chemiowrazliwego nawrotu chtoniaka lub
w drugiej remisji. U pacjentow z chorobg oporng (zalecenia klasy 1) mozna rozwazy¢ jako
opcje kliniczng w pierwszej remisji (klasa | zalecenia)*3.

U chorych na DLBCL autoPBSCT nie przynosi korzysci w konsolidacji odpowiedzi
na terapie pierwszej linii, co zostato wykazane w wieloosrodkowym randomizowanym
badaniu Il fazy. Grupa 179 chorych po zakohczeniu immunochemioterapii pierwszej

linii, w catkowitej remisji choroby, pozostawata w obserwacji bez dalszego leczenia.
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Natomiast 150 chorych pacjentéw w catkowitej remisji choroby poddanych byto
kondycjonowaniu wedtug schematu BEAM (karmustyna, etopozyd, arabinozyd
cytozyny, melfalan) wspomaganym autoPBSCT. Cho¢ w grupie poddanej
autotransplantacji przezycie wolne od niepowodzenia (FFS, Failure Free Survivall) byto
istotnie lepsze w porownaniu z chorymi leczonymi jedynie standardowg
immunochemioterapiag (75% vs 65% po 2 latach), to jednak przezycie catkowite (OS,
Overall Survival) byto identyczne w obu grupach i wyniosto 81% po 5 latach.

W chtoniaku Hodgkina po pierwszej linii leczenia w stadium | i Il 5-letnie OS osiaga
90% pacjentéw, a w stadium Il i IV 75-90%. Wobec dobrego rokowania w tej grupie
pacjentéw, wysokodawkowa chemioterapia zarezerwowana jest takze dla pacjentéw z
nawrotem choroby lub chorobg pierwotnie oporng. W 2002 roku niemiecka grupa
przeprowadzita prospektywne badanie kliniczne HDR-1 u chorych z oporng chorobg,
ktorego celem byto poréwnanie wynikéw standardowego leczenia ratunkowego BEAM
z wynikami leczenia autotransplantacjg poprzedzong podaniem wysokodawkowe;j
chemioterapii. W grupie leczonej autoPBSCT wykazano znamiennie lepsze PFS'4,
Wedtug aktualnych wytycznych pacjenci z chemiowrazliwym nawrotem HL powinni by¢

poddani autotransplantacji'>4.

1.4. Wskazania do wysokodawkowego melfalanu u chorych na szpiczaka

plazmocytowego poddawanych autoPBSCT

Wedtug zalecet ESMO wysokodawkowy melfalan wspomagany autoPBSCT jest
standardem postepowania jako etap konsolidujgcy odpowiedZ? na chemioterapie
pierwszej linii u chorych na PCM w wieku ponizej 65 roku zycia oraz w grupie osdb
pomiedzy 65-70 rokiem zycia, bez istotnych choréb wspdfistniejgcych. Standardowa
dawka melfalanu stosowana w kondycjonowaniu wynosi 200 mg/m2, cho¢ rozpietos$¢
dawek raportowanych w literaturze waha sie miedzy 100 a 220 mg/m2. Uwaza sie,
iz dawka 140-160 mg/m2 jest takie mielosupresyjna i moze byé stosowana
u pacjentdéw obcigzonych istotnymi chorobami wspétistniejagcymit®. W erze nowych
terapii wysokodawkowa chemioterapia nie stracita na znaczeniu'’. Liczba chorych

na PCM poddawanych autoPBSCT zwieksza sie z kazdym rokiem. W USA
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przeanalizowano rejestr 13 949 pacjentow z PCM i wykazano, ze w latach 1998-2002
wykonano autoPBSCT u 15,4% chorych, w latach 2008-2012 juz u 23,9%, a aktualnie
odsetek ten wynosi okoto 40%. Mediana OS u chorych leczonych autoPBSCT wyniosta
74,9 miesiecy (CI95%, 68-78). W pracy Rosenberga i wsp. wykazano poprawe
catkowitego przezycia (aHR 0,83; CI95%=0,75-0,92) chorych, u ktérych podano
wysokodawkowy melfalan wspomagany autoPBSCT, w poréwnaniu do pacjentéw nie
poddanych procedurze autotransplantacji. Znaczenie prognostyczne odgrywat czas
od rozpoznania PCM do wykonania autoPBSCT, poniewaz gorzej rokowata grupa
pacjentéw, u ktérych wykonano autoPBSCT ponad 12 miesiecy od rozpoznania
(aHR 1,23; Cl95%=1,16-1,51)*%. Wedtug danych opublikowanych w 2020 roku przez
Rajkumara i wsp. mediana przezycia u pacjentdow poddanych wyskodawkowej
chemioterapii z autoPBSCT wynosi obecnie 8 lat. Natomiast mediana przezycia osdb
starszych, ktére nie byty kandydatami do autotransplantacji, to jedynie 5 lat®°.

Zgodnie z opublikowanymi danymi Poltransplantu w 2019 roku w Polsce
przeprowadzono 1 162 autotransplantacji. Najczestszym wskazaniem do autoPBSCT
byto leczenie konsolidujgce pierwszej remisji u chorych na PCM. Leczenie
to zastosowano u 634 chorych, co stanowito 55% autotransplantacji wykonanaych
w kraju. Kolejno najliczniejszg grupe poddang autoPBSCT stanowili chorzy na chtoniaki

nie-Hodgkina (n=305; 26%) oraz pacjenci z HL (n=131; 11%) 0s6b%°.

1.5. Ocena wystepowania chordéb wspaétistniejacych przed autoPBSCT

Jednym z podstawowych warunkdéw bezpiecznego przeprowadzenia procedury
wysokodawkowej chemioterapii u chorych poddawanych autotransplantacji jest dobry
stan kliniczny pacjenta oraz rzetelna ocena wystepowania dodatkowych chordb.
Ma to istotne znaczenie przy podejmowaniu decyzji o rodzaju oraz intensywnosci
kondycjonowania. W 2005 roku zespdt pod kierownictwem Sorrora opublikowat
w Blood wyniki pracy nad nowym narzedziem prognozujgcym przezycie
po przeszczepieniu allogenicznych komérek krwiotwdrczych (alloHSCT, Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation) oraz smiertelnos$¢ niezwigzang z nawrotem
choroby (NRM, Non Relapse Mortality). Ryzyko to okresla Indeks Chordb

Wspdtistniejgcych przy Przeszczepieniu Krwiotwdrczych Komérek Macierzystych
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(HCT-CI, Hematopoetic Stem Cell Transplantation Comorbidity Index)?'. Wskaznik ten
jest zmodyfikowang wersjg wskaznika choréb towarzyszgcych zaproponowanego przez
Charlson w 1987 roku. HCT-Cl implementowano takze do szacowania ryzyka zwigzanego
z autoPBSCT. Autorzy publikacji dotyczacej HCT-CI przedstawili wykaz chordb, ktére
majg istotny wptyw na zwiekszong smiertelnos¢, wraz z ich wagg punktowa. Pacjentéw,
na podstawie uzyskanych punktéw, zakwalifikowano do trzech grup ryzyka, tj. niskiego
(0-1 pkt), posredniego (2 pkt) i wysokiego ryzyka (=3 pkt). NRM, ktéra po dwdch latach
od transplantacji w grupie niskiego, posredniego iwysokiego ryzyka wynosita
odpowiednio: 14%, 21% i 41%. Od czasu publikacji HCT-CI powstato wiele pokrewnych
prac, w ktdrych poddano ocenie wptyw wieku oraz choréb wspdtistniejgcych na
wystgpienie wczesnych i pdinych powiktan okototransplan-tacyjnych i smiertelnos$¢
zwigzang z autoPBSCT, ktdra u chorych na chtoniaki wynosi od 5,4% do 8,5%. Warto
podkresli¢ wyniki Wildesa i wsp., ktérzy wykazali, iz to choroby wspdtistniejgce, a nie
wiek determinujg TRM?2. Przydatng skalg stosowang powszechnie przy kwalifikacji
starszych chorych do leczenia onkologicznego jest llosciowa Ocena Obcigzenia
Chorobami Wspdtistniejgcymi (CIRS, Cumulative lliness Rating Scale) zmodyfikowana
przez Millera w 1992 roku. Arkusz tej oceny obejmuje fgcznie 14 pytan, ktére rdéznicuja
ciezkos¢ chordb wspétistniejgcych w zakresie narzagddéw lub uktadéw w skali od 0 do 4 (4
punkty wskazujg na powaine uszkodzenie w zakresie danego ukfadu), co pozwala
uzyskaé maksymalnie 54 punkty. Jezeli chory uzyska fgcznie sze$é lub wiecej punktéw,
albo w zakresie pojedynczego uktadu maksymalng liczbe czterech punktdw, oceniany
jest jako chory niekwalifikujgcy sie dointensywnej chemioterapii, co implikuje
zastosowanie mniej intensywnego leczenia®.

Dzieki tym narzedziom stuzgcym ocenie ryzyka okototransplantacyjnego oraz postepom
w leczeniu wspomagajacym wspotczesnie do autoPBSCT kwalifikowani sg coraz starsi
chorzy na PCM, a poszukiwanie i walidacja nowych biomarkeréw toksycznosci stajg sie

przedmiotem prospektywnych badan.
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1.6. Rodzaje toksycznosci zwigzanej z wysokodawkowg chemioterapia

poprzedzajgcg autoPBSCT

Toksycznos¢ po wysokodawkowej chemioterapii poprzedzajgcej
autotransplantacje mozna podzieli¢ na toksyczno$é zwigzang z infekcjami (bakteryjnymi,
wirusowymi, grzybiczymi), toksycznos¢ hematologiczng oraz toksycznos¢ narzgdowa.
Toksyczno$¢ narzagdowa dotyczy m.in. uszkodzenia bton S$luzowych przewodu
pokarmowego, nerek, watroby, uktadu sercowo-naczyniowego, ptuc oraz ukfadu
nerwowego. W kilka dni po zakonczeniu kondycjonowania obserwuje sie toksycznosé
hematologiczng, ktéra jest przewidzianym efektem dziatania wysokodawkowej
chemioterapii. Wiekszos¢ pacjentéw w okresie aplazji szpiku wywotanej
kondycjonowaniem wymaga przetoczen koncentratéw krwinek czerwonych i ptytek
krwi. W celu skrdcenia czasu wystepowania ciezkiej neutropenii podawany jest G-CSF.
Istotnym powiktaniem hematologicznym jest gorgczka neutropeniczna (FN, Febrile
Neutropenia), ktérg rozpoznaje sie u chorych z gorgczky lub klinicznymi objawami
posocznicy, u ktérych bezwzgledna liczba neutrofilii jest nizsza od 500/l lub od 1000/ul,
ale przewiduje sie dalszy spadek do 500/ul w kolejnych 48 godzinach. Do rozpoznania
FN upowaznia jednorazowy wzrost temperatury do wartosci rownej lub wyzszej 38,3°C
(pomiar w jamie ustnej) lub utrzymywanie sie temperatury 38,0°C lub wyzszej przez co
najmniej godzine?*.

W celu ujednolicenia nomenklatury opracowane zostaty kryteria toksycznosci
dziatan niepozadanych po chemioterapii (CTCAE, Common Toxicity Criteria for Adverse
Events), ktére sg systematycznie aktualizowane. Najnowsza wersja 5.0 opublikowana
zostata w 2017 roku. Wedtug CTCAE wyrdznia sie 5 stopni toksycznosci (G, Grade).
G1 oznacza najmniejszg toksycznos¢, a G5 najciezszg, prowadzacg do S$mierci.
Toksyczno$é w stopniu G1 lub G2 traktowana jest jako tagodna, natomiast w stopniu G3
i G4 jako ciezka?®.

Najczestsze reakcje niepozgdane zwigzane ze stosowaniem chemioterapii nowotworow

uktadu chtonnego, wraz z klasyfikacjg ich nasilenia, przedstawiono ponizej (Tabela 1).
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Tabela 1. Toksyczno$¢ wg CTCAE v5.0

Toksycznosé
wg CTCAE G1 G2 G3 G4 G5
v5.0
Podwyzszona |>ULN-3,0x ULN| >3,0-5,0x ULN |>5,0-20,0 x ULN >20,0 x ULN
aktywnos¢ jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo -
AST W hormie W hormie W hormie W hormie
Podwyzszona |>ULN-3,0x ULN| >3,0-5,0x ULN |>5,0-20,0 x ULN >20,0 x ULN
aktywnos¢ jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo -
ALT W hormie W hormie W hormie W hormie
Podwyzszone [>ULN-1,5xULN| >1,5-3,0x ULN | >3,0-6,0 x ULN >6,0 x ULN
stezenie jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo | jezeli wyjsciowo -
kreatyniny W hormie W hormie W hormie W hormie
Wystepowanie
Bezobiawowe umiarkowanego
Zapalenie ) bélu lub nadzerek| Nasilony bol .. .
lub tagodne . Zagrazajgce zyciu,
btony ; w zakresie jamy zaburza R
, . objawy . ) . . wymagajg pilnej | Smier¢
Sluzowej jamy | . . ustnej, ktére nie | przyjmowanie . .
. niewymagajace . , interwencji
ustnej ) . wptywajg na pokarmoéw
interwencji . .
przyjmowanie
positkow
Wzrost liczby Wzrost liczby Wzrost liczby 7aerazaiaca veiu
stolcow <4 na stolcow 4-6 na stolcédw 27 na gbie Jjnka ¥
Biegunka dobe w dobe w dobe w gunka, Smier¢
wymagajaca

poréwnaniu do
liczby wyjsciowe;j

poréwnaniu do
liczby wyjsciowe;j

poréwnaniu do
liczby wyjsciowe;j

pilnej interwencji

ULN — Upper Limit Norm, gérna granica normy

Precyzyjne zdefiniowanie dziatan niepozgdanych oraz przypisanie im stopnia ciezkosci

pozwala na unifikacje jezyka naukowego i ufatwia interpretacje wynikow badan

klinicznych.

1.7. MikroRNA

MikroRNA (miR, microRNA) to krotkie kilkunastonukleotydowe (Srednio

22-nukleotydowe) fragmenty RNA, ktére regulujg ekspresje gendw, m.in. poprzez wptyw

na transkrypcje przekaznikowego RNA (mRNA, messanger RNA). W jadrze komdrkowym

zachodzi proces transkrypcji, podczas ktérej polimeraza RNA drugiego typu skraca

mikroRNA i powstaje pri-mikroRNA. Nastepnie czgsteczka ta formowana jest do pre-

mikroRNA przez endonukleaze Drosha — jest to polimeraza RNA trzeciego stopnia, ktdra

do petnej aktywnosci potrzebuje biatkowego kofaktora DGCR8 (DiGeorge Syndrome
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Critical Region 8). Pre-mikroRNA opuszcza jagdro komodrkowe za pomocy biatka
transportujgcego Exportin 5. W cytoplazmie pre-mikroRNA zostaje poddane dziataniu
kolejnej endonukleazy — RNAzy trzeciej generacji, zwanej biatkiem Dicer, ktére w
potgczeniu z kofaktorem TRBP2 (Transactivator RNA Binding Protein 2) formuje
ostateczng, dwuniciowg czgsteczke mikroRNA. Dwuniciowe mikroRNA, po potgczeniu z
biatkiem stabilizujgcym Argonaute 2 (AGO2), tworzy RISC (microRNA Induce Silencing
Complex), ktoéry opuszcza komédrke. Wydzielanie mikroRNA moze odbywac sie aktywnie
poprzez mikropecherzyki, egzosomy lub czgsteczki lipoproteiny o wysokiej gestosci albo
pasywnie jako element ciatek apoptotycznych?®. Biogeneze mikroRNA przedstawiono

schematycznie na rycinie ponizej (Rycina 1).
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?
Gen kodujacy mikroRNA" [ ——> g @ I Pre-mikroRNA ‘
€
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Rycina 1. Biogeneza mikroRNA
[na podstawie Dumache R, Rogobete AF, Bedreag OH, et al. Use of miRNAs as Biomarkers
In Sepsis. Anal Cell Pathol. 2015;2015. doi:10.1155/2015/186716]

icer

Dojrzate

; — |
mikroRNA

DGCRS8 - DiGeorge Syndrome Critical Region 8; Biatko Dicer; kofaktor TRBP2 — Transactivator
RNA Binding Protein 2; AGO2 — biatko Argonaute2; RISC — microRNA Induce Silencing Complex
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Po raz pierwszy czasteczki mikroRNA zostaty zidentyfikowane we krwi
w 2008 roku?’. Od tego czasu rozpoczeta sie era poszukiwania ich znaczenia oraz ocena
wptywu na regulacje innych przekaznikdw wewngatrzkomérkowych w organizmie
ludzkim. W najwiekszej bazie danych — miRbase.org w wersji 22.1 (uaktualnionej
w pazdzierniku 2018 roku) — zidentyfikowano facznie 38 589 rodzajow mikroRNA,
z czego 2 654 pochodzenia ludzkiego. Podejmowane sg wysitki, aby czgsteczki te zostaty
uporzagdkowane i powigzane z petniong funkcjg czy genem?®. W tym celu czesto
projektowane sg badania na myszach z wyfgczeniem genéw odpowiedzialnych za
produkcje specyficznych mikroRNA. Okazato sie, iz ich brak skutkowat rozwojem
odmiennych fenotypdw, zaburzeniami w rozwoju szkieletu kostnego, miesni, uktadu
nerwowego, ptuc czy hematopoezy?®. W ostatniej dekadzie ukazaty sie publikacje,
w ktérych mikroRNA petni role biomarkeréw nowotworowych i nienowotworowych.
W publikacji na temat profilu mikroRNA w raku trzustki Lee stusznie zauwazyt,
iz w licznych doniesieniach naukowych mozna wyodrebni¢ wspdlne dla wielu
nowotworéw mikroRNA. Na przyktad miR-221 opisywany jest jako biomarker
w nowotworze trzustki, glejaku i raku tarczycy, a ekspresja miR-21 jest
charakterystyczna w raku piersi, glejaku czy tez w raku brodowkowatym tarczycy. Jednak
poza wspdlnie wystepujgcymi rodzajami mikroRNA, mozna takze wyodrebni¢ czasteczki
specyficzne w danej chorobie. | tak w raku trzustki sg to miR-301
i miR-376a%°. Natomiast podczas karcynogenezy stwierdzono znaczne obnizenie
ekspresji mikroRNA let-7a-2. Rodzina let-7 odpowiada odwrotnie proporcjonalnie
za regulacje genu RAS. Zjawisko to powszechnie opisywane jest w nowotworach, m.in.
w raku ptuc3l. W raku jelita ekspresja miR-133b i miR-145 jest obnizona, natomiast
obserwuje sie zwiekszong ekspresje miR-31, miR-96, miR-135b i miR-18332. MikroRNA
moze by¢ potencjalnym, tatwo dostepnym biomarkerem w skriningu lub jako czynnik
prognostyczny nowotwordow, gtéwnie dzieki ich duzej stabilnosci w osoczu. Zwiekszona
ekspresja miR-155 wystepuje w chtoniakach wywodzgcych sie z limfocytéw B (DLBCL,
BL), ostrej biataczce limfoblastycznej oraz przewlekiej biataczce limfocytowej, gdzie
zmutowany fragment czesci zmiennej tancucha ciezkiego immunoglobulin korelowat
dodatkowo ze zwiekszong ekspresjg miR-150, miR-29b, miR-29¢c i miR-2233334,

MikroRNA moze by¢ takze pomocne w wykrywaniu wczesnej wznowy DLBCL®®.
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Dobrze udokumentowana jest takze rola mikroRNA w zakazeniach. W artykule
Wu i wsp. przeprowadzono eksperyment na myszach, u ktérych wywotywano sepse,
m.in. poprzez dozylne wstrzykniecie bakterii. Nastepnie badano ekspresje mikroRNA
w krwi petnej, surowicy i leukocytach po 4, 8 i 24 godzinach. Stwierdzono nadekspresje
mikroRNA zaréwno we krwi petnej, jak i surowicy. Nie stwierdzono podwyziszonej
ekspresji mikroRNA w leukocytach. Po 8 godzinach od iniekcji Staphylococcus aureus
nastgpit wzrost ekspresji nastepujacych czgsteczek: miR-122, miR-133a, miR-133b, miR-
205, miR-1899. Z kolei po ekspozycji na Escherichia coli obserwowano nadekspresje miR-
16, miR-17, miR-20a, miR-miR-26a, miR-26b, miR-106a, miR-106b oraz miR-451. W
opisywanej pracy potwierdzono takze, iz stabilno$¢ mikroRNA w krwi petnej zapewnia
kompleks stabilizujgcy mikroRNA z biatkiem AGO2 lub optaszczenie mikroRNA poprzez
btone egzosomow, co chroni przed aktywnos$cig RNAzy, zmiang pH s$rodowiska czy
zamrazaniem?3®,

Zmiane profilu ekspresji mikroRNA stwierdzono m.in. w zakazeniach wirusami
zapalenia watroby typu C (HCV), herpeswirusami, pikornawirusami czy
cytomegalowirusem. W 2005 roku odkryto zaleznos¢ miedzy miR-122 o zakazeniem
wirusem watroby typu C. Okazato sie, ze integracja miR-122 z RNA wirusa uniemozliwia
jego niszczenie przez endonukleaze w raku watrobowokomaérkowym. Mir-122 jest
celem terapeutycznym w trwajgcym badaniu klinicznym u pacjentdow zakazonych

wirusem HCV37:3839,
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Rozdziat 2. Cele pracy

1. Analiza toksycznosci wysokodawkowej chemioterapii wspomaganej transplantacja
autologicznych krwiotwdrczych komérek macierzystych u chorych na chioniaki

lub szpiczaka plazmocytowego.

2. Okreslenie wartosci predykcyjnej wybranych mikroRNA w przewidywaniu
toksycznosdci infekcyjnej i narzadowej po wysokodawkowej chemioterapii
wspomaganej  transplantacja  autologicznych  krwiotwérczych ~ komadrek

macierzystych.

3. Poszukiwanie zaleznosci miedzy ekspresja mikroRNA a wybranymi wskaznikami

uposledzenia czynnosci narzagdéw w badanej grupie pacjentow.

4. Ocena korelacji ekspresji mikroRNA z wartoscig wybranych wskaznikéw choréb
wspotistniejgcych takich jak HCT-CI i CIRS stosowanych przy kwalifikacji do

transplantacji.
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Rozdziat 3. Materiaty i metody

3.1. Ogolna charakterystyka badanych grup

Udziat w badaniu zaproponowano 80 pacjentom, ktdérzy wczesniej zostali
zakwalifikowani do wysokodawkowej chemioterapii wspomaganej przeszczepieniem
autologicznych krwiotwdrczych komérek macierzystych w Katedrze i Klinice
Hematologii, Nowotwordw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego we Wroctawiu w latach 2017-2020. Kazdy pacjent przed przystgpieniem
do badania podpisat formularz swiadomej zgody na udziat w badaniu. Badania
wykonano po uprzednim uzyskaniu zgody uczelnianej Komisji Bioetycznej (nr uchwaty
476/2017). Wszystkie procedury wykonane w projekcie zostaty przeprowadzone
zgodnie ze standardami etycznymi Deklaracji Helsifskiej z 2013 roku. Potowe badanej
grupy stanowili pacjenci z chtoniakami wywodzacymi sie z dojrzatych limfocytéw B,
pozostali to chorzy na szpiczaka plazmocytowego. Standardem postepowania przed
zastosowaniem wysokodawkowej chemioterapii z autoPBSCT jest ocena
zaawansowania nowotworu, ocena skutecznosci dotychczasowego leczenia, a takze
ocena wystepowania choréb wspéfistniejgcych wedtug skali HCT-Cl oraz CIRS. Powyzsze
dane zebrano na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej oraz
po przeprowadzeniu szczegdtowego wywiadu z pacjentami.

Grupe kontrolng stanowito 25 zdrowych ochotnikéw, w tym 48% kobiet (12/25)
oraz 52% mezczyzn (13/25). Wiek ochotnikdw miescit sie w przedziale od 18 do 69 lat
(mediana 50 lat). W grupie kontrolnej nie stwierdzono oséb z chorobami
nowotworowymi oraz powaznymi chorobami wspétistniejgcymi.

Ocene toksycznosci narzadowej, infekcyjnej oraz wystepowanie gorgczki
neutropenicznej analizowano w oparciu o dostepng dokumentacje medyczng, opierajgc

sie na powszechnie stosowanej skali toksycznosci CTCAE v5.0%>,
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3.2. Charakterystyka pacjentow z nowotworami uktadu chfonnego

z dojrzatych limfocytéow B

W grupie pacjentéw z nowotworami uktadu chtonnego z dojrzatych limfocytow
B zastosowano kondycjonowanie wedtug schematu BEAM w dawkach standardowych
(karmustyna 300 mg/m2 w -7 dobie, etopozyd 200 mg/m2 w dniach -6 do -3, arabinozyd
cytozyny co 12 godzin 200 mg/m2 w dniach -6 do -3, melfalan 140 mg/m2 w -2 dobie).

Ponizej zamieszczono charakterystyke chorych na chtoniaki (Tabela 2)%.

Tabela 2. Charakterystyka pacjentéw z nowotworami uktadu chtonnego
z dojrzatych limfocytow B

Liczba % lub
Cecha N . :
0s6b mediana (min-max)
Wiek [lata] - 49,25 (21-67)
Kobiety 27 57,5
Ptec
Mezczyzni 13 42,5
0 19 47,5
ECOG 1 21 52,5
2-3 0 0
MCL 11 27,5
DLBCL 5 12,5
Rodzaj chtoniaka HL 11 27,5
FL 4 10
I'nne NHL’ z dojrzatych 9 225
limfocytow B
I 1 2,5
Stopien zaawansowania I 7 17,5
klinicznego przy rozpoznaniu 1 3 75
v 29 72,5
Objawy ogélne przy Tak 22 55
rozpoznaniu Nie 18 45
Ryzyko niskie 6 15
Skale prognostyczne Ryzyko posrednie 10 25
w zaleznosci od rodzaju
chtoniaka Ryzyko wysokie 14 35
Brak danych 10 25
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Liczba % lub
Cecha . . .
0s6b mediana (min-max)
I 13 32,5
Liczba linii leczenia przed I 16 40
autoPBSCT m 7 17,5
IV lub wiecej 4 10
Mediana linii leczenia - 40 2 (1-5)
CR 27 67,5
Odpowiedz na leczenie przed
autoPBSCT PR 12 30
SD 1 2,5
Ryzyko niskie 33 82,5
Liczba punktéw w skali HCT-ClI | Ryzyko posrednie 6 15
Ryzyko wysokie 1 2,5
<6 36 90
Liczba punktéw CIRS
>6 4 10
Stezenie kreatyniny przed Stopien G1 7 17,5
autoPBSCT, stopien —
toksycznosci wg CTCAE v.5 Stopien G2-G4 0 0
Aktywnos¢ transaminaz przed | sigpien G1 4 10
autoPBSCT, stopien —
toksycznosci wg CTCAE v5.0 Stopien G2-G4 0 0

3.3. Charakterystyka pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym

Chorzy na PCM otrzymali w kondycjonowaniu melfalan w monoterapii w dawce
200 mg/m2 lub 140 mg/m2 w -2 dobie'®. Ponizej przedstawiono charakterystyke

pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym (Tabela 3).
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Tabela 3. Charakterystyka pacjentéw z PCM

Liczba % lub
Cecha , . .
0sob mediana (min-max)
Wiek [lata] - 57,3 (37-67)
Kobiety 18 45
Ptec
Mezczyzni 22 55
0 24 60
ECOG 1 14 35
2-3 2 5
PCM IgG 23 57,5
PCM IgA 6 15
Rozpoznanie choroby PCM IgD 1 25
Choroba tancuchéw
lekkich 10 25
Kappa 21 52,5
Rodzaj fancucha lekkiego
Lambda 19 47,5
A 2 5
Stopien zaawansowania HA 10 25
choroby wg klasyfikacji
Salmona-Durie A 24 60
B 4 10
1 11 27,5
2 10 25
Stadium choroby wg ISS
3 14 35
Brak danych 5 12,5
I 23 57,5
Liczba linii leczenia przed I 13 32,5
autoPBSCT I 3 7,5
IV lub wiecej 1 2,5
Mediana linii leczenia - 40 1(1-5)
CR 13 32,5
Odpowied? na leczenie przed | VGPR 16 40
autoPBSCT PR 10 25
SD 1 2,5
140 11 27,5
Dawka melfalanu [mg/m2]
200 29 72,5
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Liczba % lub
Cecha . . .
0s6b mediana (min-max)
Ryzyko niskie 32 80
Liczba punktéw w skali HCT-CI | Ryzyko posrednie 7 17,5
Ryzyko wysokie 1 2,5
<6 36 90
Liczba punktéw w skali CIRS
>6 4 10
Stezenie kreatyniny przed Stopieri G1 2 5
autoPBSCT, stopien —
toksycznosci wg CTCAEv5.0 | Stopien G2-G4 0 0
Stezenie transaminaz przed Stopien G1 2 5
autoPBSCT, stopien —
toksycznosci wg CTCAE v5.0 Stopien G2-G4 0 0

CR — Complete Response; PR — Partial Response; VGPR — Very Good Partial Response;
SD —Stable Disease; ISS — International Staging System

3.4. Pobranie materiatu

Probki krwi, celem oceny stopnia ekspresji mikroRNA i wykonania oznaczen
biochemicznych, pobierane byly w nastepujacych punktach czasowych: przed
kondycjonowaniem oraz w +1 i +7 dobie po autoPBSCT. Oceniono stopien ekspresji
nastepujgcych  mikroRNA: hsa-miR-122-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-150-3p,
hsa-miR-155-3p, hsa-miR-210-5p, hsa-miR423-5p. Ponadto w tych samych punktach
czasowych badano morfologie, stezenie kreatyniny, BNP, troponiny |, CRP a takze
aktywnos¢ AST i ALT oraz frakcji mioglobiny kinazy kreatynowej (CK-MB, Creatine Kinase
MB). Prébki krwi pobierane byty do probéwek dedykowanych do oznaczania mikroRNA
PaxGene (Qiagen, Hilden, Niemcy). Po pobraniu materiatlu postepowano wedtug
instrukcji producenta. Badania biochemiczne i morfologia wykonywane byty
w Centralnym Laboratorium Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego, zgodnie

z przyjetymi w szpitalu standardami.
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3.5. lIzolacja i ocena ekspresji mikroRNA

Badania prowadzone byty w Katedrze Histologii Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu. 265 prébek, przechowywanych w temperaturze -70°C, poddano izolacji
oraz okreslono poziom ekspresji mikroRNA za pomocg metod RT-gPCR (Reverse
Transcription Quantative Polymerase Chain Reaction) i ddPCR (droplet digital PCR).
Po rozmrozeniu materiatu przystgpiono do izolacji RNA przy pomocy zestawu Paxgene
RNA Isolation Kit IVD (Qiagen). Wyizolowany materiat RNA postuzyt do reakcji RT-qPCR
z wykorzystaniem kitu do odwrotnej transkrypcji firmy Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA) wedtug zatgczonej instrukgcji. lloSciowe oznaczanie mikroRNA przeprowa-dzono
stosujgc metode ddPCR. Najpierw wyizolowano mikroRNA za pomocg mirVana miRNA
Isolation Kit (Ambion, Waltham, MA, USA), zgodnie z zatgczong instrukcjg. Nastepnie
zastosowano zestaw odwrotnej transkryptazy (The TagMan MicroRNA Reverse
Transcription kit, Applied Biosystems) oraz miRNA specyficzne primery (Applied
Biosystems). 30 ng RNA z kazdej prébki byto poddanych odwrotnej transkrypcji za
pomocg C1000 Touch Termocyklera (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Zastosowano
nastepujace parametry termocyklera: 30 minut 16°C, 30 minut 42°C i 5 minut 85°C.
Mieszanina ddPCR zawierata 1,33 ul produktu odwrotnej transkryptazy, 1 ul prébki dla
specyficznego miRNA firmy TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman, MA, USA),
7,67 ul wody molekularneji 10 pl prébki 2X ddPCR MasterMix (Bio-Rad). Nastepnie 20 pl
opisanej wyzej mieszanki reakcyjnej zostato zatadowane do plastikowego, specjalnie do
tego dedykowanego pojemnika wraz z 70 ul oleju Droplet Generation (Bio-Rad) i
umieszczone w QX100 Droplet Generatorze (Bio-Rad). Krople uzyskane z kazdej prébki
zostaty przeniesione do 96-dotkowej ptytki (Eppendorf, Hamburg, Germany).
Amplikifacja PCR prowadzona byta w termocyklerze C1000 Touch Termal w
temperaturze 95°C przez 10 minut, nastepnie 40 cykli w temperaturze 95°C przez 3
sekundy i w 60°C przez 1 minute, a kolejny 1 cykl w temperaturze 98°C przez 10 minut
i zmniejszajgc temperature do pokojowej. Na koncu ptytka 96-miejscowa umieszczana
byta w czytniku Droplet Reader (Bio-Rad) i automatycznie odczytywana. Bezwzgledna
liczba mikroRNA byta odczytywana jako liczba zdarzen z zastosowaniem metod

statystycznych — dyskretnego rozktadu prawdopodobieristwa Poissona. MikroRNA w

28



mieszaninie reakcji PCR przedstawione jest ostatecznie jako liczba kopii produktu w

mikrolitrze.

3.6. Metody statystyczne

Analiza statystyczna materiatu zostata wykonana w oparciu o pakiet statystyczny
STATISTICA 13.3 dla systemu operacyjnego Windows. Cze$¢ wykreséw i tabel zostata
przygotowana w programie Microsoft Office 2016. Zmienne kategorialne przedstawiono
jako ilosci obserwacji wraz z wartoscig procentowa. Zmienne iloSciowe opisano za
pomocg mediany z zakresem (minimum-maksimum) lub wartosci sredniej wraz z
odchyleniem standardowym. Normalno$¢ rozktadu weryfikowano testem Shapiro-
Wilka, a homogeniczno$é¢ wariancji testem Levene’a. Pordwnanie miedzy-grupowe
zmiennych ciggtych przeprowadzono z zastosowaniem testu t lub analizy wariancji
ANOVA wraz z testem post hoc HSD Tukeya. Zmienne ciaggte o rozktadzie innym niz
normalny poréwnywano za pomocg testow Manna-Whitneya lub ANOVA Kruskala-
Wallisa wraz z poréwnaniami wielokrotnymi. Zmienne korelowano testem rang
Spearmana. Do analizy zaleznosci zmiennych jako$ciowych wykorzystywano test chi?-
Pearsona, natomiast gdy jego zatozenia nie byly spetnione, korzystano z doktadnego
testu Fishera. W analizach przyjeto graniczny poziom istotnosci a=0,05. Wartosé
wspodtczynnika r Spearmana ponizej 0,2 wskazywata na stabg korelacje, w przedziale 0,2
do 0,4 oznaczata niskg korelacje, w przedziale 0,4 do 0,6 korelacje umiarkowang, w
przedziale 0,6 do 0,8 korelacje wysoka, w przedziale 0,8 do 0,9 korelacje bardzo wysoka,

natomiast powyzej 0,9 wskazywata na praktycznie petng zaleznos¢.
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Rozdziat 4. Wyniki

4.1. Toksycznos$¢ wysokodawkowej chemioterapii BEAM u chorych

na chtoniaki poddawanych autoPBSCT

Po kondycjonowaniu BEAM najczesciej obserwowanym powiktaniem byty
infekcje, ktére w stopniu G3-G4 i G2 stwierdzono odpowiednio u 30% (12/40) i 15%
(6/40) chorych (Tabela 4). Wsréd infekcji dominowata biegunka, zapalenie ptuc, a takze
zakazenie zwigzane z cewnikiem naczyniowym (Tabela 5). Gorgczke neutropeniczng
odnotowano u 32,5% (13/40) pacjentéw. Powiktania nieinfekcyjne wystgpity tgcznie
u27,5% (11/40) chorych, z czego u 15% (6/40) ciezkie, w stopniu G3. W grupie
pacjentdw z powiktaniami nieinfekcyjnymi u 20% (8/40) wystgpito zapalenie bton
Sluzowych przewodu pokarmowego. U pojedynczych chorych stwierdzono hipotonie
ortostatyczng, zakrzepice zyty szyjnej oraz nasilenie choroby hemoroidalnej (Tabela 6).
Nie obserwowano ciezkich powiktan ze strony nerek i watroby. Laboratoryjne wyktadniki
czynnosci nerek i watroby oceniano przed kondycjonowaniem oraz w dobach +1i+7 po
autoPBSCT. Przed rozpoczeciem kondycjonowania u 10% (4/40) badanych stwierdzono
podwyzszong aktywnos$é AST i ALT w stopniu G1. W pierwszej dobie po autoPBSCT
odsetek badanych, u ktérych obserwowano wzrost aktywnosci ALT podwoit sie (8/40), a
w odniesieniu do AST wzrdst do 12,5% (5/40), bez nasilenia ciezkosci powiktania. W +7
dobie po autoBPSCT toksycznos¢ watrobowa ustgpita u wszystkich chorych. Dodatkowo
przed rozpoczeciem kondycjonowania u 17,5% (7/40) badanych stwierdzono
podwyzszone stezenie kreatyniny w stopniu G1. Po wysokodawkowej chemioterapii, w
kolejnych dniach obserwacji, tj w dobie +1 i +7 po autoPBSCT, nie obserwowano
nasilenia zaburzen czynnosci nerek (Tabela 7). W badanej grupie nie obserwowano
powikfan ze strony uktadu sercowo-naczyniowego, poza hipotonig ortostatyczng, ktora

wystgpita u 5% (2/40) chorych.
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Tabela 4. Nasilenie powiktan infekcyjnych i nieinfekcyjnych wedtug CTCAE v5.0
u pacjentéw z chtoniakami po kondycjonowaniu BEAM

Toksycznos¢ n (%)
Goraczka neutropeniczna 13 (32,5)
Powiktania infekcyjne w stopniu G3-G4 12 (30)
Powiktania infekcyjne w stopniu G1-G2 6 (15)
Powiktfania infekcyjne sumarycznie w stopniu G1-G4 18 (45)
Powiktfania nieinfekcyjne w stopniu G3-G4 6 (15)
Powiktania nieinfekcyjne w stopniu G1-G2 5(12,5)
Powikfania nieinfekcyjne sumarycznie w stopniu G1-G4 11 (27,5)

Tabela 5. Rodzaj powiktan infekcyjnych u pacjentéw z chtoniakami

po kondycjowaniu BEAM

Stopien ciezkosci Rodzaj powiktania n (%)
Stopien G4 Wstrzas septyczny 1(2,5)
Zakazenie zwigzane z cewnikiem naczyniowym 2 (5)
Biegunka 5(12,5)
Stopien G3
Zapalenie ptuc 3(7,5)
Zakazenie uktadu moczowego 1(2,5)
Stopien G2 Biegunka 5(12,5)
Stopien G1 - -

Tabela 6. Rodzaj powiktan nieinfekcyjnych u pacjentéow z chtoniakami

po kondycjonowaniu BEAM

Stopien ciezkosci Rodzaj powiktania n (%)

Stopien G4 - -
Hipotonia ortostatyczna 1(2,5)
7 X -

Stopieri G3 apalenie bton sluzowych przewodu 4(10)
pokarmowego
Zakrzepica zyly szyjnej wewnetrznej 1(2,5)
Zapalenie bton sluzowych przewodu 3(7,5)

Stopiefi G2 pokarmowego !
Hipotonia ortostatyczna 1(2,5)
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Stopien ciezkosci Rodzaj powiktania n (%)

Zapalenie bton sluzowych przewodu

pokarmowego 1(2,5)
Stopieni G1 Choroba hemoroidalna 1(2,5)
Reakcja anafilaktyczna 1(2,5)

Tabela 7. Ocena aktywnosci transaminaz i stezenia kreatyniny u pacjentow
z chtoniakami w okresie przed i po kondycjonowaniu BEAM

Parametr laboratoryjny oraz Przed +1 doba +7 doba
nasilenie zaburzen wg CTCAE v5.0 leczeniem po autoPBSCT po autoPBSCT
Stopien G1-G4 n (%) n (%) n (%)
AST G1 4(10,0) 5(12,5) 0
ALT G1 4(10,0) 8(20,0) 0
Kreatynina G1 7 (17,5) 7 (17,5) 4 (10)

4.2. Toksycznos¢ wysokodawkowego melfalanu u chorych na szpiczaka

plazmocytowego poddawanych autoPBSCT

Najczestszymi reakcjami niepozgdanymi po kondycjonowaniu
wysokodawkowym melfalanem byty infekcje. Ciezkie infekcje w stopniu G3
wystepowaty u 17,5% (7/40) pacjentéw, a tagodne w stopniu G1-G2 u 25% (10/40)
chorych (Tabela 8). Wsrdd infekcji, podobnie jak w grupie chorych na chtoniaki,
dominowaty biegunki, zapalenia ptuc i oskrzeli, a takze zakazenia zwigzane z cewnikiem
naczyniowym (Tabela 9). Odsetek pacjentéw z gorgczka neutropeniczng byt duzo nizszy
niz w grupie chorych na chtoniaki, poniewaz wyniést jedynie 7,5% (3/40). Powiktania
nieinfekcyjne wystgpity facznie u 42,5% (17/40) chorych, z czego w stopniu G3-G4 u 10%
(4/40). Wsrdod powiktan nieinfekcyjnych wystepowato zapalenie bton $luzowych
przewodu pokarmowego 32,5% (13/40). U pojedynczych chorych obserwowano
rowniez incydent migotania przedsionkéw, inne arytmie nadkomorowe, zapalenia
krgzka miedzykregowego oraz krwawienie z przewodu pokarmowego (Tabela 10).
Nie stwierdzono zadnych ciezkich powiktan narzadowych ze strony nerek i watroby.
Przed rozpoczeciem kondycjonowania u 5% (2/40) badanych stwierdzono nieznacznie

podwyzszong aktywnos$¢ AST i ALT w stopniu G1, natomiast u 5% (2/40) wzrost stezenia
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kreatyniny w stopniu G1. Nie obserwowano pogorszenia parametrow funkcji nerek i

watroby po kondycjonowaniu, w kolejnych dniach obserwacji (Tabela 11).

Tabela 8. Nasilenie powiktan infekcyjnych i nieinfekcyjnych wedtug CTCAE v5.0
u chorych na szpiczaka plazmocytowego po kondycjonowaniu

wysokodawkowym melfalanem

Toksycznos¢ n (%)
Goraczka neutropeniczna 3(7,5)
Powikfania infekcyjne w stopniu G3 i G4 7 (17,5)
Powiktania infekcyjne w stopniu G1 i G2 10 (25)
Powiktania infekcyjne sumarycznie w stopniu G1-G4 17 (42,5)
Powiktfania nieinfekcyjne w stopniu G3 i G4 4 (10)
Powiktfania nieinfekcyjne w stopniu G1 i G2 13 (32,5)
Powiktfania nieinfekcyjne sumarycznie w stopniu G1-G4 17 (42,5)

Tabela 9. Rodzaj powiktan infekcyjnych u chorych na szpiczaka plazmocytowego
po kondycjonowaniu wysokodawkowym melfalanem

Stopien ciezkosci Rodzaj powiktania n (%)
Stopien G4 - -
Zakazenie zwigzane z cewnikiem naczyniowym 2 (5)
Stopien G3 Biegunka 3(7,5)
Zapalenie ptuc 2 (5)
Zakazenie zwigzane z cewnikiem naczyniowym 2 (5)
Biegunka 6 (15)
Stopien G2
Zapalenie oskrzeli 1(2,5)
Zapalenie mieszkéw wiosowych 1(2,5)
Stopien G1 - -
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Tabela 10. Rodzaj powiktan nieinfekcyjnych u chorych na szpiczaka plazmocytowego
po kondycjonowaniu wysokodawkowym melfalanem

Stopien ciezkosci Rodzaj powiktania n (%)
Stopien G4 Zapalenie bton sluzowych przewodu pokarmowego 1(2,5)
Napad migotania przedsionkéw 1(2,5)
Stopien G3 Zapalenie bton sluzowych przewodu pokarmowego 1(2,5)
Zapalenie krazka miedzykregowego 1(2,5)
Zapalenie bton sluzowych przewodu pokarmowego 11 (27,5)
Stopien G2 Krwawienie z przewodu pokarmowego 1(2,5)
Nadkomorowe zaburzenia rytmu serca 1(2,5)
Stopien G1 - -

Tabela 11. Ocena aktywnosci transaminaz i stezenia kreatyniny u pacjentow
ze szpiczakiem plazmocytowym w okresie przed i po kondycjonowaniu
wysokodawkowym melfalanem

Parametr laboratoryjny oraz Przed +1 doba +7 doba
nasilenie zaburzen wg CTCAE v5.0 leczeniem po autoPBSCT po autoPBSCT
Stopien G1-G4 n (%) n (%) n (%)
AST G1 2 (5) 1(2,5) 1(2,5)
ALT G1 2(5) 0 1(2,5)
Kreatynina G1 2 (5) 2 (5) 2 (5)

4.3. Wyjsciowy stopien ekspresji wybranych mikroRNA u pacjentow
z nowotworami uktadu chtonnego z dojrzatych limfocytéow B lub

ze szpiczakiem plazmocytowym w porédwnaniu z grupg kontrolng

Oznaczono stopien ekspresji mikroRNA u pacjentéw z nowotworami uktadu
chtonnego z dojrzatych limfocytéw B przed podaniem wysokodawkowej chemioterapii
poprzedzajgcej autoPBSCT i pordwnano go z grupg kontrolng. Stwierdzono istotnie
statystycznie wyzszg ekspresje miR-150 i miR-155 w grupie kontrolnej w poréwnaniu
z grupa chorych na chtoniaki i szpiczaka plazmocytowego. Natomiast wyjsciowo w catej
grupie pacjentow, w porownaniu z grupg kontrolng, obserwowano istotnie wyzszg

ekspresje miR-146a oraz miR-210 (Tabela 12).
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Jedyna istotna statystycznie roznica w ekspresji mikroRNA miedzy grupa chorych
na chtoniaki a grupa chorych na szpiczaka plazmocytowego dotyczyta miR-122, ktérego

ekspresja byta wyzsza w grupie chorych na chtoniaki (p=0,011).

Tabela 12. Wyjsciowa ekspresja mikroRNA w grupie pacjentow z chtoniakami,
szpiczakiem plazmocytowym i w grupie kontrolnej

Liczba kopii miR/pl Lzl bzl iy

w grupie chorych Liczba kopii miR/ul
Rodzaj w grupie chorych * grup e.c oryc "% (= . op /p..
X . ). P na szpiczaka p w grupie kontrolnej
miR na chtoniaki .
. plazmocytowego mediana (zakres)
mediana (zakres) .
mediana (zakres)
miR-122 3,1(0,1-72,0) p>0,05 1,4 (0,0-9,8) p>0,05 1,2 (0,46-13,2)

miR-146a | 237,5(83,0-1743,0) | p>0,05 | 267,0 (48,0-1191,0) | p<0,001| 19,3 (0,3-407,0)

miR-150 9,1(3,4-67,0) p<0,001 11,9 (1,5-36,8) p<0,001| 135,0(58,0-215,0)

miR-155 76,5 (30,5-740,0) |p<0,001| 93,0(34,0-180,0) |p<0,001|358,0(140,0-1216,0)

miR-210 [578,0(72,0-45400,0) | p<0,001|429,0 (126,0-1875,0) | p=0,008 |261,0 (102,0-1720,0)

* poziom istotnosci statystycznej miedzy grupg chorych na chtoniaki a grupg kontrolng;
** poziom istotnosci statystycznej miedzy grupg chorych na szpiczaka plazmocytowego a grupg
kontrolna.

4.4. Biomarkery toksycznosci

W celu okreslenia znaczenia mikroRNA w przewidywaniu wystgpienia powiktan
zwigzanych z wysokodawkowg chemioterapig wspomagang autoPBSCT poréwnywano
ich wyjsciowg ekspresje przed rozpoczeciem kondycjonowania w grupie chorych
z powiktaniami i bez powikfan.

W catej badanej grupie pacjentéw, u ktorych wystgpity powiktania infekcyjne G1-
G4 lub FN, obserwowano istotnie wyzszg ekspresje miR-122 w poréwnaniu z grupg bez
powiktan infekcyjnych i bez FN.

W grupie chorych na szpiczaka plazmocytowego, analizowanej oddzielnie,
réznica miedzy grupg z powiktaniami i bez powiktan pozostata znamienna statystycznie.
Natomiast w grupie chorych na chtoniaki, analizowanej oddzielnie, cho¢ obserwowano
wyzsze wartosci ekspresji miR-122 w grupie z powiktaniami w porédwnaniu do grupy bez

powiktfan, jednak réznica nie byta znamienna statystycznie (Tabela 13).
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Tabela 13. Poréwnanie ekspresji miR-122 w grupie pacjentow z powiktaniami
infekcyjnymi G1-G4 lub FN i bez powiktan

ereu":hiaenza ||:fI:I;:2a?m pLCIEL s o2
grup ] w grupie bez infekcji i FN p
G1-4 lub FN [liczba kopii miR/p]
[liczba kopii miR/ul] P H
Cata badana grupa 2,7 1,2 p=0,01
Chorzy na szpiczaka 22 0,9 0=0,013
plazmocytowego
Chorzy na chtoniaki 3,2 2,9 p>0,05
80
70 T
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o
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©
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g 40
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0!
X 30
IS
20
10
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0 C o 1 I:,:l [ 250%-75%
bez powiktan infekcje G1-G4 + FN T Min-Maks

Rycina 2. Wyjéciowa ekspresja miR-122 w catej badanej grupie u pacjentéw
z infekcjami w stopniu G1-G4 lub FN i bez powiktan infekcyjnych i FN
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Rycina 3. Wyjsciowa ekspresja miR-122 w grupie pacjentéw ze szpiczakiem
plazmocytowym i infekcjami w stopniu G1-G4 lub FN i bez powiktan infekcyjnych i FN

Obserwowano takze istotnie obnizong ekspresje miR-210 w nastepujacych
grupach:
— w grupie pacjentow z chtoniakami i infekcjami w stopniu G1-G2 (Rycina 4),
— w catej badanej grupie z powiktaniami nieinfekcyjnymi G1-G2 (Rycina 5),
— W grupie pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym i powiktaniami nieinfekcyjnymi

G1-G2 (Rycina 6).
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Tabela 14. Mediana miR-210 w grupie pacjentow z i bez powikfan w stopniu G1-G2

Mediana miR-210 Mediana miR-210
w grupie z powiktaniami| w grupie bez powiktan p
[liczba kopii miR/ul] [liczba kopii miR/ul]
Pacjenci z chtoniakami _
a infekcje G1-G2 391,0 726,0 p=0,012
Cata badana grupa
a powiktania nieinfekcyjne 359,0 594,0 p=0,012
G1-G2
Pacjenci ze szpiczakiem
|
plazmocytowym 382,0 4455 p=0,007
a powiktania nieinfekcyjne
G1-G2
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Rycina 4. Wyjsciowa ekspresja miR-210 w grupie pacjentéw z chtoniakami
i powiktaniami infekcyjnymi w stopniu G1-G2 i bez powiktan infekcyjnych
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Rycina 5. Wyjsciowa ekspresja miR-210 w catej grupie badanej z powiktaniami
nieinfekcyjnymi w stopniu G1-G2 i bez powiktan nieinfekcyjnych
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Rycina 6. Wyjsciowa ekspresja miR-210 w grupie pacjentéw ze szpiczakiem
plazmocytowym i powiktaniami nieinfekcyjnymi w stopniu G1-G2
i bez powiktan nieinfekcyjnych

4.5. Korelacje miedzy ekspresjg mikroRNA a liczbg leukocytéow

i parametrami biochemicznymi

4.5.1. MikroRNA a liczba leukocytow

W catej grupie badanej stwierdzono istotng korelacje miedzy miR-150 a liczbg
leukocytéw przed rozpoczeciem kondycjonowania. Opisywang zaleznos¢ potwierdzono
w analizie ograniczonej do grupy chorych na szpiczaka plazmocytowego, natomiast nie
potwierdzono w grupie chorych na chtoniaki (Tabela 15). Poza tym nie stwierdzono

korelacji miedzy wyjsciowg liczbg leukocytéw a miR-122, miR-146a, miR-155, miR-210.
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Tabela 15. Korelacja liczby leukocytow z miR-150 przed kondycjonowaniem

Wyjsciowa liczba WBC eks::’gif:i;‘:ﬁ 150 p
U wszystkich chorych r=0,31 p=0,012
U chorych na chtoniaki r=0,22 p>0,050
U chorych na szpiczaka plazmocytowego r=0,45 p=0,019

WBC — White Blood Count

4.5.2. MikroRNA a parametry biochemiczne

W analizie przeprowadzonej w catej badanej grupie wykazano istotng korelacje
pomiedzy wyjsciowq ekspresjg miR-122 i wyjsciowg aktywnoscig transaminaz. Podobng
zaleznos¢ wykazano w analizie ograniczonej do grupy chorych na chtoniaki. Nie

wykazano natomiast takiej zaleznosci w analizie ograniczonej do grupy chorych na

szpiczaka plazmocytowego (Tabela 16).

U chorych na chtoniaki stwierdzono wyjsciowo wyzszg mediane aktywnos$ci AST
w poréwnaniu do chorych na szpiczaka plazmocytowego, odpowiednio 20 U/l (10-92)

oraz 16 U/l (9-96), p=0,001 oraz analogicznie wyzszg mediane aktywnosci ALT,

odpowiednio 24 U/I (10-90) oraz 17 U/l (6-152), p=0,028.

Tabela 16. Korelacja miedzy aktywnoscig AST i ALT a ekspresja miR-122
przed kondycjonowaniem

Wyjsciowa
ekspresja miR-122 P
U wszystkich chorych r=0,3 p=0,009
Wyjsciowa U chorych na chtoniaki r=0,34 p=0,041
aktywnos¢ AST -
U chorych na szpiczaka 0,1 00,05
plazmocytowego
U wszystkich chorych r=0,39 p=0,001
Wyjsciowa U chorych na chtoniaki r=0,41 p=0,012
aktywnosc ALT U chorych na szpiczaka
v P r=0,29 0>0,05

plazmocytowego




4.5.3. MikroRNA a inne parametry

Stwierdzono istotng zalezno$¢ miedzy mediang miR-150, miR-155 i miR-210
w grupach pacjentéw stratyfikowanych wedtug wartosci HCT-CI (Tabela 17). W catej
grupie badanej i grupie chorych na chtoniaki z wysokim i posrednim HCT-CI
obserwowano znamiennie wyzszg ekspresje miR-155 w porédwnaniu do grupy z niskim
HCT-Cl. Analogicznie stwierdzono wyzszg ekspresje miR-210 w grupie pacjentow
z chfoniakami i posrednim lub wysokim HCT-CI. Natomiast ekspresja miR-150 w grupie
pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym i wysokim lub posrednim HCT-CI byta
obnizona.

W analizie przeprowadzonej w catej grupie chorych oraz w grupie chorych
na chtoniaki stratyfikowanych wedtug wartosci punktowej CIRS nie stwierdzono rdznic
w wyjsciowe] ekspresji mikroRNA. Jedynie w grupie chorych ze szpiczakiem
plazmocytowym i CIRS 26 pkt ekspresja miR-150 byfa istotnie nizsza niz w grupie z CIRS
<6 pkt (p=0,023).

Tabela 17. Wyjsciowa ekspresja miR-150, miR-155 i miR-210
a grupy ryzyka wedtug HCT-CI

Mediana miR Niski Posredni
[liczba kopii miR/ul] HCT-CI i wysoki HCT-CI P

Mediana miR-155 w catej grupie badanej 76,5 161 p=0,001
Medlan.a mlR.—155 W grupie pacjentow 70,5 201 0<0,001
z chtoniakami

Medlan.a mlR.—210wgrup|e pacjentow 544 1136,5 0=0,018
z chtoniakami

Medla.na mlR—150 W grupie pacjentow 14,8 46 0<0,001
ze szpiczakiem plazmocytowym
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Rozdziat 5. Omdwienie wynikdw i dyskusja

Wyniki powyzszej pracy potwierdzaja, iz po autoPBSCT zaréwno u pacjentéw
z chtoniakami wywodzgcymi sie z dojrzatych limfocytéw B poddanych kondycjono-waniu
wedtug schematu BEAM, jak i u chorych na szpiczaka plazmocytowego po podaniu
wysokodawkowanego melfalanu nie obserwuje sie ciezkich powiktan narzagdowych we
wczesnym okresie potransplantacyjnym. Spostrzezenie to jest zgodne z wynikami innych
podobnych prac, ktéorych autorzy jednomysinie podkreslajg, iz najczestszymi
powiktaniami po wysokodawkowej chemioterapii sg infekcje oraz zapalenie btony
Sluzowej przewodu pokarmowego.

W historycznej publikacji, ktéra ukazata sie w czasopismie Bone Marrow
Transplantation w 1997 roku, hiszpaniscy naukowcy opublikowali dane na temat
toksycznosci chemioterapii BEAM. Hepatotoksyczno$¢ obserwowano u 32% pacjentéw,
z czego najciezszg w stopniu G3 obserwowano jedynie u 2% chorych. Nefrotoksycznos¢
wystapita jedynie w stopniu G1 u 8% chorych. Z powiktarn dominowato zapalenie bton
Sluzowych przewodu pokarmowego, ktére stwierdzono az u 84% badanych, w tym
w stopniu G3-G4 u 30% z nich. Biegunka wystgpita u 69% chorych?. Klika doniesier
literaturowych w kolejnych latach dotyczyto poréwnania toksycznosci kondycjonowania
BEAM z innymi schematami chemioterapii. Esbah i wsp. pordwnywali toksycznos$é
wysokodawkowych terapii BEAM i hICE (ifosfamid, karboplatyna i etopozyd). Odsetek
pacjentéw, u ktorych po leczeniu BEAM wystgpity powikfania hepatotoksyczne i
nefrotoksyczne w stopniu G2-G4, wynidst 2,7% w przypadku obu powiktan®!. Biegunka
oraz zapalenie bton $luzowych przewodu pokarmowego w stopniu G2-G4 wystapity
odpowiednio u 59% i 8% chorych®!. Natomiast Kothari poréwnywat toksycznos$¢
schematow BEAM i LEAM (lomustyna, etopozyd, cytarabina i melfalan).
Hepatotoksycznos¢ w stopniu G3-G4 wystgpita u 6% chorych po chemioterapii BEAM. U
zadnego 1z pacjentdw nie obserwowano natomiast ciezkiej nefrotoksycznosci.
Najczestszymi powiktaniami nieinfekcyjnymi byto zapalenie btony sluzowej przewodu
pokarmowego i biegunka, ktore w stopniu G3-G4 odnotowano odpowiednio u 30% i 50%

chorych®?.
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Wysokodawkowy melfalan stosowany w monoterapii przed autotransplantacja
u pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym wykazuje jeszcze korzystniejszy profil
toksycznosci. Najczestszym dziataniem niepozgdanym melfalanu, podobnie jak
chemioterapii BEAM, jest toksycznos$¢ zwigzana z uszkodzeniem bton $luzowych
przewodu pokarmowego. W pracy o charakterze przegladowym, w ktorej
podsumowano piecdziesiecioletnig historie kondycjonowania melfalanem, powikfanie
to w stopniu G3-G4 wystgpito u 74% pacjentéw, ktérzy otrzymali melfalan w dawce
200 mg/m2, co wymagato stosowania narkotycznych lekéw przeciwbdlowych u 5,5%
chorych przez okoto 5 dni*3. Préby eskalacji dawki melfalanu dla uzyskania wiekszej
skutecznosci autoPBSCT w PCM nie przyniosty pozytywnych rezultatéw. Grupa francuska
zastosowata melfalan w dawce 220 mg/m2 u 27 chorych. Niestety toksyczne
uszkodzenie bton sluzowych przewodu pokarmowego w stopniu G4 wystgpito az u 63%
pacjentdw. Ponadto obserwowano opdzniong rekonstytucje megakariopoezy oraz
zaburzenia rytmu serca pod postaciag migotania przedsionkédw u 7% chorych,
co ostatecznie przyczynito sie do zaniechania préb eskalacji dawki melfalanu powyzej
200 mg/m2*4. Z kolei redukcja dawki do 140 mg/m2 ma miejsce zwykle u chorych po 70
roku zycia, dializowanych oraz u tych, u ktérych stezenie kreatyniny jest wyzsze niz
2,0 mg/dl. W badaniu Aunera analizowano losy 1 964 pacjentéw z PCM, ktérzy w latach
2008-2012 poddani byli autoPBSCT. Zastosowanie dawki 200 mg/m2 lub zredukowanej
do 140 mg/m2 w wymienionych powyzej grupach chorych pozwolito na utrzymanie
niskiej NRM, ktéra po roku od autotransplantacji wyniosta odpowiednio 1,3% po
podaniu 140 mg/m2 melfalanu oraz 0,9% po zastosowaniu standardowej dawki leku
(200 mg/m2)*. W pracy Aypar i wsp. ciezkie powiktania hepatotoksyczne
i nefrotoksyczne wystgpity odpowiednio u 0,9% i 1,2% pacjentow. Natomiast
powikfania w stopniu G3-G4 w postaci infekcji, biegunek i zapalenie btony sluzowej
przewodu pokarmowego byty znacznie czestsze, poniewaz wystgpity odpowiednio
u 65%, 25% i 14% chorych?®.

W omawianym badaniu wtasnym gorgczka neutropeniczna wystgpifa
odpowiednio u 32,5% i 7,5% chorych na chioniaki i szpiczaka plazmocytowego
poddanych autoPBSCT w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego we Wroctawiu. Wedtug danych literaturowych czestos¢ FN

po autotransplantacji zmniejsza sie na przestrzeni lat, niezaleznie od rodzaju
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chemioterapii mieloablacyjnej. W 2008 roku Muchtar i wsp. przedstawili toksycznosc
i skuteczno$¢ autoPBSCT u pacjentéow z PCM po 70 roku zycia w pordwnaniu
do wynikéw uzyskanych u mtodszych chorych?’. Kohorte sktadajgca sie ze 144
pacjentéw stanowity osoby poddane autoPBSCT w dwéch przedziatach czasowych:
w latach 1998-2006 oraz 2007-2015, po 72 osoby w kazdej z grup wiekowych.
FN wystgpita tacznie u 70% badanych. Co istotne, czestos¢ FN wyraznie zmniejszyta sie
w latach 2007-2015, w poréwnaniu do kohorty leczonej w latach 1998-2006 (22,5%
vs 48,2%, p=0,001) niezaleznie od wieku badanych.

W omawianym badaniu wfasnym jednym z waznych celdw pracy byto
poszukiwanie zwigzku miedzy ekspresja wybranych miRNA a powiktaniami
po autoPBSCT. U chorych, u ktérych wystgpity powiktania infekcyjne stwierdzono
podwyzszong wyjsciowg ekspresje miR-122 juz przed rozpoczeciem autoPBSCT.
Opublikowane dotychczas badania dotyczgce zwigzku miedzy ekspresjg miR-122
a infekcjami dotyczyty zaréwno modeli zwierzecych, jak i ludzi. W badaniu
prowadzonym na modelach zwierzecych Wu i wsp. wykazali, iz po zakazeniu krwi
u myszy o etiologii Staphylococcus aureus dochodzito do wzrostu ekspresji m.in.
miR-1223¢. Obserwacje te zostaty takze potwierdzone u chorych rozwijajacych sepse
w Oddziale Intensywnej Terapii. W badaniu prowadzonym przez grupe Wanga
ekspresja miR-122 u pacjentéw z sepsg zakoriczong niepowodzeniem leczenia byta
trzykrotnie wyzsza w poréwnaniu do chorych, u ktérych leczenie byto skuteczne i ktérzy
przezyli sepse®®. W kolejnej pracy tego samego autora udowodniono, iz podwyzszona
wyjsciowa ekspresja miR-122 moze stuzyé jako wskaznik Smiertelnos$ci w 28 dniu pobytu
w Oddziale Intensywnej Terapii w grupie pacjentéw z sepsg i ostrg niewydolnoscia
oddechowa®.

W przedstawionej pracy wilasnej w grupie pacjentdow z chtoniakami
obserwowano istotng statystycznie korelacje pomiedzy miR-122 a aktywnoscig AST
i ALT. Ponadto wyjsciowa ekspresja miR-122 i aktywnos$¢ AST i ALT przed autoPBSCT byty
istotnie wyzsze u chorych na chtoniaki w poréwnaniu do pacjentéw ze szpiczakiem
plazmocytowym. Mozna przypuszczaé, ze jest to skutkiem wczes$niejszego stosowania
bardziej hepatotoksycznej chemioterapii pierwszej i kolejnych linii u chorych
na chtoniaki. Pomimo obserwowanej niskiej ogdlnej toksycznosci watrobowej wydaje

sie, iz ocena ekspresji miR-122 jako wskaznika uszkodzenia komorki watrobowej moze
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mie¢ znaczenie predykcyjne wystgpienia hepatotoksycznosci u  pacjentow
onkohematologicznych kwalifikowanych do chemioterapii obarczonych wysokim
ryzykiem tego powikfania. Rola miR-122 jako biomarkera uszkodzenia komorki
watrobowej jest juz wzglednie dobrze udokumentowana w literaturze naukowej.
W hepatocytach ekspresja miR-122 jest kilka tysiecy razy wyzisza niz w pozostatych
tkankach. Nalezy podkresli¢, ze az 72% catego ludzkiego miR-122 zgromadzone jest
w watrobie®. W pracy Wanga i wsp. przeprowadzono doswiadczenie na zwierzetach,
ktdrym podano duze dawki acetaminofenu, wywotujgc w ten sposéb niewydolnos$é
watroby. Nastepnie oceniano aktywnos$¢ transaminaz oraz okreslano, ktére z mikroRNA
obecne sg w surowicy i wykazujg znaczenie predykcyjne w ocenie wczesnego
uszkodzenia hepatocytéw. Po ekspozycji na acetaminofen stwierdzono nadekspresje
miR-122 w surowicy, przy malejacej ekspresji w tkance watroby. Obserwowano tez
podwyzszong aktywnosc ALT, ktdre dodatnio korelowaty z wysokoscig toksycznej dawki
acetaminofenul. Analogiczne wyniki przedstawit zesp6t kierowany przez Gill. Po
ekspozycji na acetaminofen wzrost aktywnosci ALT opdzniony byt o szes¢ godzin w
stosunku do wzrostu ekspresji miR-122°2. MiR-122 wptywa modulujgco na aktywnosé
enzyméw w kompleksie cytochromu P450 i w ten sposdb — zaréwno w modelu mysim,
jak i u ludzi — chroni komérki watroby przed uszkodzeniem zwigzanym z ekspozycjg na
acetaminofen?3.

W 2018 roku ukazata sie ciekawa analiza Liu i wsp., w ktérej poréwnano wyniki
jedenastu badan z zastosowaniem miR-122 jako biomarkera toksycznosci zwigzanej
z ekspozycjg na leki (DILI, Drug Induced Liver Injury). Otdz stopien ekspresji miR-122
w DILI cechuje duza swoistos¢ i czuto$é. Ekspresja miR-122 jest czulszym wskaznikiem
DILI niz aktywnos$¢ transaminaz, fosfatazy alkalicznej czy stezenie bilirubiny. Wykazano
takze, iz na podstawie oceny ekspresji miR-122 mozna oszacowac¢ maksymalny wzrost
aktywnosci ALT. W toku sg prospektywne badania kliniczne, ktérych celem jest ocena
przydatnosci miR-122 jako biomarkera DILI4.

Szczegdlnie ciekawe wydaje sie doniesienie Roderburga, w ktérym udowodniono
istotng réznice w zwiekszonej ekspresji miR-122 jako niezaleznego od wystepowania
infekcji czynnika rokowniczego uszkodzenia watroby. Chcac podsumowad liczne
dyskusje na temat podwyzszonej ekspresji miR-122 w surowicy u pacjentéw z infekcja

oraz w grupie chorych z uszkodzeniem watroby, przeanalizowano po raz kolejny profil
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wydzielania miR-122 w modelach zwierzecych i u ludzi. Potwierdzono korelacje miR-122
z aktywnoscig AST i ALT, w obu modelach. W omawianej publikacji, w przeciwienstwie
do wynikdw pracy Wanga na temat sepsy, nie stwierdzono zaleznos$ci miedzy ciezkoscia
infekcji, $miertelnoscia a ekspresjg miR-122%°. Autorzy podkreslaja takze, iz dotychczas,
poza hepatocytami, nie stwierdzono innego pochodzenia miR-122. Co wiecej, na
podstawie barwienia in vitro udowodniono przemieszczanie sie miR-122 z uszkodzonych
komodrek watrobowych do surowicy jako dowdd na wspdtistnienie uszkodzenia
hepatocytdw podczas ciezkiego zakazenia. Wyniki powyzszych badan zaprzeczaja
pracom innych autoréw, w ktérych miR-122 przedstawiany jest jako biomarker
infekcji>°. Teoria wydaje sie tez spdjna z kolejnymi dwoma pracami Wanga. W pierwszej
udowodniono zalezno$¢ miedzy podwyzszong ekspresjg miR-122 a wystepowaniem
zaburzen krzepniecia u pacjentéw z sepsg przyjetych do Oddziatu Intensywnej Terapii.
Jednak réwnolegle potwierdzono istotng statystycznie dodatnig korelacje miedzy
ekspresjg miR-122 a aktywnoscig AST i ALT, czasem cze$ciowej tromboplastyny po
aktywacji i fibrynogenem oraz ujemng korelacje z antytrombing Ill. W dyskusji autorzy
sugerujg, iz zaburzenia krzepniecia w sepsie majg zwigzek m.in. z uszkodzeniem
hepatocytéw i zaburzeniami syntezy czynnikdéw krzepniecia®®. Prawdopodobnie wysoka
czutos¢ i swoistos¢ miR-122 przy uszkodzeniu hepatocytow stanowi poczatkowy
element rozpoczynajgcej sie niewydolnosci wielonarzgdowej. Stagd w licznych badaniach
niezwigzanych bezposrednio z uszkodzeniem komorki watrobowej, ale prezentujgcych
ekspresje mikroRNA u pacjentéw w ciezkim stanie klinicznym, powielajg sie wyniki
zwiekszonej ekspresji miR-122.

Zgodnie z uzyskanymi wynikami w przedstawianej przeze mnie pracy, wyjsciowe
zwiekszenie ekspresji miR-122 byto znamiennie wyzsze w grupie wszystkich pacjentéw,
ktdrzy rozwineli infekcje. Obserwowano takze korelacje miedzy ekspresjag miR-122 a
aktywnoscig ALT i AST, ale tylko w podgrupie pacjentéw z chfoniakami. Prezentowane
wyniki oraz opublikowane doniesienia naukowe wskazujg, iz miR-122 moze stuzy¢ jako
wczesny predyktor uszkodzenia hepatocytéw. Rola miR-122 jako biomarkera
wystgpienia powiktan infekcyjnych wydaje sie czesciowo uzasadniona, niemniej wymaga
dalszych badan, na przyktad wnikliwej oceny, na ile synteza prozapalnych cytokin w
watrobie aktywuje réwnolegle te same szlaki przekaznikdw wewnatrzkomorkowych i w

ten sposdéb wzrasta ekspresja miR-122, bez uszkodzenia hepatocytow. Co wiecej funkcja
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miR-122 jest duzo bardziej ztozona. Nadekspresja tej czgsteczki jest istotna w
rozpoznawaniu raka piersi, prostaty czy tez ptuc. W raku piersi wyniki przedstawione
przez Liiwsp. sugerujg, iz zwiekszona ekspresja miR-122 w mikropecherzykach surowicy
predysponuje do przerzutéw nowotworu. Badanie prowadzone byty kilkufazowo. W
pierwszym etapie wyodrebniono 179 rodzajow mikroRNA, ktére stanowity panel
podstawowy zastosowany wsrdd kobiet z rakiem piersi oraz w grupie kontrolne;.
Nastepnie, w poszczegélnych podgrupach, analizowano ekspresje mikroRNA w
mikromacierzach, oceniajgc ktéra z konfiguracji w grupie pacjentek z nowotworem
piersi, w stosunku do grupy kontrolnej, najbardziej rézni sie od siebie. W drugim etapie
badania pobierano réwnoczasowo surowice isrodoperacyjnie materiat tkankowy z
chorobowo zmienionych gruczotéw piersiowych. W fazie przesiewowej badania
zidentyfikowano 11 rdznych rodzajow mikroRNA. Nastepnie podwojono liczbe
uczestniczek badania. Ostatecznie, na podstawie dos¢ licznej grupy (117 kobiet z rakiem
piersi i tyle samo w grupie pordwnawczej), potwierdzono istotnie statystycznie
zwiekszong ekspresje nastepujgcych mikroRNA: miR-122-5p, miR-146b-5p, miR-210-3p,
miR-215-5p wsrdd pacjentek z nowotworem piersi. Natomiast ekspresja miR-7b-5p byta
istotnie obnizona. Co wiecej, okazato sie, ze dodatkowo nadekspresja miR-122 moze
predysponowaé do przerzutdw poprzez zmiane metabolizmu glukozy w potencjalnych
niszach metastatycznych®’. Zwiekszona ekspresja mikroRNA-122 byta juz wczesniej
opisywana w  przypadku  przerzutéw raka  prostaty, okreznicy czy
niedrobnokomadrkowego raka ptuca®®.

W codziennej praktyce klinicznej, podczas kwalifikacji chorych do autoPBSCT,
weryfikowane sg wskazania do transplantacji oraz szacowane jest ryzyko wystgpienia
powikfan okotoprzeszczepowych i NRM. Powszechnie uznanym narzedziem
do oszacowania tego ryzyka jest wskaznik chordb wspétistniejgcych HCT-CI, a u oséb
starszych takze CIRS-G. Sorror, twérca HCT-CI, w 2018 roku opublikowat dane na temat
zaleznosci miedzy ekspresja wybranych mikroRNA, ocenianych wyjsciowo przed
allogenicznym przeszczepieniem krwiotwdrczych komérek macierzystych, a wartoscia
HCT-CI i $miertelnoscig po transplantacji®®. Posréd badanych 654 rodzajéw mikroRNA,
osiem z nich (miR-374b, miR-454, miR-142-3p, miR-191, miR-424, miR-590-3p,

miR-29¢, miR-15b) charakteryzowato sie istotng statystycznie korelacjg z HCT-CI.
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W prezentowanej pracy, u chorych na nowotwory uktadu chtonnego ekspresja
miR-150, miR-155 i miR-210 wykazuje zwigzek z liczbg i ciezkoscia choréb
wspotistniejacych. W publikacji Costineana miR-150 i miR-155 traktowane s3 jako
kluczowe w rozwoju limfocytéw B. MiR-150 scisle powigzany jest z ekspresjg biatka c-
Myc. Nadeskpresja miR-150 zmniejsza jego ilos$¢, co skutkuje zablokowaniem rozwoju
limfocytow B na etapie pro-B. Z kolei delecja miR-150 powodowata ekspansje
limfocytow typu Bl w otrzewnej oraz nadmierng produkcje immunoglobuliny IgA.
Ekspresja miR-150 byta wyisza w prawidtowych limfocytach B w pordéwnaniu
do pacjentow z chtoniakami33. Powyzsze obserwacje potwierdzity sie takze
w prezentowanej pracy. W grupie kontrolnej wykazano istotnie statystycznie wyzszg
ekspresje miR-150, miR-155 w pordwnaniu do pacjentéw z chtoniakami i ze szpiczakiem
plazmocytowym. W przytoczonej publikacji miR-155, kodowany przez gen BIC (B-cell
Integration Cluster), zaangazowany jest w dojrzewanie limfocytow B. Myszy, u ktérych
wyfaczono gen BIC miaty uposledzong odpornos¢ humoralng i komodrkowa, ktoéra
wyrazata sie poprzez obnizong liczbe limfocytéw B w osrodkach rozmnazania grudek
chtonnych, obnizone stezenie immunoglobulin, uposledzong prezentacje antygenu
przez komorki dendrytyczne, deficyt w zakresie aktywacji limfocytéw T oraz produkcji
komoérek pamieci.

Nadekspresja miR-155 wigze sie z gorszym rokowaniem. Rdéznica w ekspresji miR-155
u pacjentéw z DLBCL z podtypem ABC w poréwnaniu do podtypu GCB jest tak duza,
iz autorzy sugerujg oznaczanie miR-155 w celach diagnostycznych®. W przewlektej
biataczce limfocytowej ekspresja miR-155 jest okoto pieé razy wyzsza w porédwnaniu
do grupy kontrolnej3*.

W artykule pod przewodnictwem Lawrie porownywano wyjsciowg ekspresje miR-155,
miR-210 i miR-21 u pacjentédw z nowo rozpoznanym chfoniakiem DLBCL. Okazato sie
wowczas, iz wyjsciowo u chorych obserwuje sie zwiekszong ekspresje powyzszych trzech
mikroRNA w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw. Co wiecej, miR-21 korelowat z
lepszym rokowaniem mierzonym czasem PFS®l. Na podstawie moich wynikéw mozna
przypuszczaé, iz w trakcie indukcji chemioterapii nastepuje obnizenie ekspres;ji
miR-155. Przed autoPBSCT w pobranych prdbkach obserwowano nizszg ekspresje
miR-155 u chorych w pordwnaniu z grupg kontrolng. Niemniej wyraznie w grupie gorzej

rokujacej, z wysokim HCT-CI, ponownie obserwowano wyziszg ekspresje
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miR-155. Poza nowotworami hematologicznymi, takze nadekspresja miR-155
obserwowana u pacjentéw z gruczolakorakiem ptuc korelowata z krétszym czasem 052,
W prezentowanej pracy w catej grupie badanej i grupie chorych na chtoniaki
z wysokim i posrednim HCT-CI obserwowano znamiennie wyzszg ekspresje miR-155
w porownaniu do grupy z niskim HCT-Cl. Réwnoczes$nie nie stwierdzono rdznicy
w ekspresji mikroRNA w zaleznosci od liczby wczesniejszych terapii czy odpowiedzi
na leczenie uzyskanej przed kondycjonowaniem. W analizie Sorrora i wsp. dwuletnia
NRM w grupie posredniego i wysokiego ryzyka wynosita od 21-41%, a w grupie niskiego
ryzyka 14%%2. Wynik uzyskany w prezentowanej pracy wymaga potwierdzenia w dalszej
obserwacji OS wsréd chorych poddanych wysokodawkowej chemioterapii i autoPBSCT
w Klinice Hematologii we Wroctawiu.
Wérdd pacjentéw z Kliniki Hematologii stwierdzono wyzszg ekspresje miR-210 w grupie
pacjentéw z chtoniakami i posrednim lub wysokim HCT-CI. Nadekspresja miR-210 jest
zwigzana z niedotlenieniem komorki, koreluje z ekspresjg czynnika HIF-alfa2 (HIF-2a,
Hypoxia-inducible Factor). MiR-210 okazat sie przydatny jako biomarker w wielu
nowotworach, m.in. w raku ptaskonabtonkowym ptuc.
W pracy Saby i wsp. zaprojektowano eksperyment na liniach komérkowych PCM.
Za pomocy specyficznego sh-RNA (sh-RNA, short hairpin RNA) z wektorem
lentiwirusowym w jednej grupie badanych wytgczono gen odpowiedzialny za produkcje
HIF-1a. Nastepnie materiat poddano izolacji za pomocg gRT-PCR, uzyto sekwencji
primeréw celem amplifikacji m.in.  nastepujgcych  czasteczek:  HIF-1aq,
miR-210, TGF-B (TGF-B, Tumor Grow Factor), interleukiny 6, Runx2, osteokalcyny
i dehydrogenazy fosforanu gliceroaldehydu-3. MiR-210 zwany niekiedy hipoksymirem,
zwigzany jest z deplecjg tlenu, przez co aktywuje liczne wewngatrzkomérkowe drogi
sygnatowe. W warunkach normotlenowych oraz przy 5% stezeniu tlenu, nie
obserwowano istotnie zwiekszonej ekspresji miR-210. Natomiast przy obnizeniu
stezenia tlenu do 1% obserwowano 10-krotny wzrost ekspresji miR-210 w porédwnaniu
do grupy kontrolnej. Bardzo istotng obserwacjg w opisywanej pracy jest zjawisko
opornosci na terapie melfalanem indukowane hipoksjg oraz nadekspresjg miR-21083,
W innej pracy, Ren i wsp. udowodnili, iz zwiekszona ekspresja miR-210 koreluje
ze zwiekszonym odsetkiem przerzutéw do kosci u chorych z rakiem prostaty poprzez

statg aktywacje szlaku NFkappaB®“.
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Co wiecej, préby wykonywane na hodowlach tkankowych, w ktérych ,wyciszano”
miR-210 sprawiaty, iz dochodzito do zahamowania procesu réznicowania sie tkanki
nabtonkowej i mezenchymalnej podczas embriogenezy. W nowotworach proces
ten sprzyja mobilnosci komérek, zmniejsza ich miedzykomérkowa adhezje i promuje
procesy rozsiewu nowotwordéw litych®3.

MiR-210 opisywany jest takze jako biomarker wystgpienia ostrej niewydolnosci nerek.
W 2011 roku Lorenzen opublikowat wyniki badania, w ktdrych wséréd 77 pacjentéw
z ostrg niewydolno$cia nerek, podwyziszona ekspresja miR-210 w analizie
wielowariantowej stanowita niezalezny czynnik Smiertelnosci w 28. dobie od incydentu
wystgpienia ostrej niewydolnosci nerek®. Zwiekszong ekspresje miR-210 stwierdzono u
kobiet z rakiem piersi we wspomnianym wczesniej artykule Li i wsp.’” Z kolei
w doniesieniu Fongi potwierdzono, iz komérki nowotworowe wydzielajg miR-210
i w ten sposdb oddziatujg na zmiane metabolizmu glukozy, co predysponuje
do przerzutéw w raku piersi®®. Podobne zjawisko zwigzane z nadekspresjg miR-210
w tkance kostnej, gdzie wystepowaty przerzuty raka prostaty, potwierdzit zespét pod
kierownictwem Ren. Ekspresja miR-210 korelowata ze stezeniem antygenu gruczotu
krokowego oraz zaawansowaniem raka prostaty®*.

Nadekspresja miR-210 w grupie pacjentéw z wysokim i posrednim HCT-CI stanowi

atrakcyjny punkt wyjscia do dalszych badan.
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Rozdziat 6. Wnioski

1.

U chorych na chtoniaki B komérkowe lub szpiczaka plazmocytowego poddanych
wysokodawkowej chemioterapii wspomaganej autoPBSCT nie obserwuje sie
ciezkich powiktan narzadowych we wczesnym okresie potransplantacyjnym, poza
zapaleniem btony $luzowej przewodu pokarmowego. Czestym powiktaniem
po autoPBSCT jest natomiast gorgczka neutropeniczna i inne ciezkie powiktania
infekcyjne, ktére wystepujg u ponad potowy chorych na chtoniaki leczonych
wysokodawkowg chemioterapia wedtug schematu BEAM oraz u okoto jednej
czwartej chorych na szpiczaka plazmocytowego po podaniu wysokodawkowanego

melfalanu.

Wysoka wyjsciowa ekspresja miR-122 jest predyktorem wystgpienia powiktan

infekcyjnych u chorych na nowotwory uktadu chtfonnego po autoPBSCT.

Nasilenie ekspresji miR-122 wykazuje zwigzek z laboratoryjnymi cechami

uszkodzenia watroby u chorych na nowotwory uktadu chtonnego.

U chorych na nowotwory ukfadu chtonnego ekspresja miR-150, miR-155 i miR-210

wykazuje zwigzek z chorobami wspétistniejgcymi ocenianymi wskaznikiem HCT-CI.
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Streszczenie

MikroRNA to krétkie niekodujgce fragmenty RNA, ktdre wptywajg na ekspresje

gendw po ich transkrypcji. Czasteczki te zaangazowane sg m.in. w apoptoze
i metabolizm komorki, po uwolnieniu do krwi pozostajg bardzo stabilne. Wtasciwos$é
ta przyczynita sie do intensywnych badan nad mikroRNA jako biomarkerem infekcji,
uszkodzenia komérki po ekspozycji na leki, w tym kardiotoksycznosci,
hepatotoksycznosci i nefrotoksycznosci.
W niniejszej analizie podjeto prébe okreslenia przydatnosci wybranych, krazacych
w krwi obwodowej mikroRNA w przewidywaniu powiktan infekcyjnych oraz
toksycznosci narzagdowej u pacjentéw z nowotworami hematologicznymi, ktérzy
otrzymali  wysokodawkowg  chemioterapie = wspomagang  przeszczepieniem
autologicznych krwiotwdrczych komorek macierzystych (autoPBSCT).

Grupe badang stanowili chorzy, ktérzy otrzymali wysokodawkowa
chemioterapie wspomagang autoPBSCT w latach 2017-2020 w Katedrze i Klinice
Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego we Wroctawiu.

Do analizowanej grupy wtgczono 40 pacjentéw z chtoniakami — w tym 13 mezczyzn,
27 kobiet, w wieku 21-67 (mediana 49) lat — oraz 40 chorych na szpiczaka
plazmocytowego — w tym 22 mezczyzn, 18 kobiet, w wieku 37-67 (mediana 57) lat.
Grupa poréwnawcza sktadata sie z 25 ochotnikdéw, 13 mezczyzn, 12 kobiet, w wieku
18-69 (mediana 50) lat, bez choréb nowotworowych ani powaznych chordéb
wspotistniejgcych. U wszystkich wigczonych do analizy chorych i ochotnikéw pobrano
probki krwi do probéwek RNAlater solution (Qiagen, Hilden, Germany)
i przechowywano w -70°C celem wykonania badan RT-qPCR i ddPCR. Wyniki ekspresji
mikroRNA poréwnywano miedzy grupg chorych z i bez powiktain po wysokodawkowej
chemioterapii. Dodatkowo, wynik ekspresji mikroRNA korelowano takze z parametrami
biochemicznymi i liczbg leukocytow rutynowo oznaczanymi podczas procedury
autotransplantacji.

Pule RNA izolowano z prébek krwi, uzywajgc zestawu Paxgene RNA Isolation Kit IVD

(Qiagen). Nastepnie przeprowadzono tfancuchowg reakcje polimerazy (PCR)
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z wykorzystaniem kitu do odwrotnej transkrypcji firmy Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA) zgodnie z instrukcjg producenta. Zastosowano prébki dla specyficznego miRNA
(hsa-miR-122-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-150-3p, hsa-miR-155-3p,
hsa-miR-210-5p, hsa-miR423-5p, firmy TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman,
MA, USA). llosciowe oznaczanie mikroRNA przeprowadzono, stosujagc metode ddPCR
firmy Bio-Rad zgodnie z zatgczono instrukcja. Bezwzgledna liczba mikroRNA byta
odczytywana jako liczba zdarzen z zastosowaniem metod statystycznych — dyskretnego
rozktadu prawdopodobienistwa Poissona. lloSciowa ocena mikroRNA w mieszaninie
reakcji PCR przedstawiona jest ostatecznie jako liczba kopii produktu w mikrolitrze.

U chorych na chtoniaki, po kondycjonowaniu BEAM (karmustyna, etopozyd,
cytarabina, melfalan) najczesciej obserwowanym powiktaniem byty infekcje, ktére
w stopniu G3-G4 i G2 stwierdzono odpowiednio u 30% (12/40) i 15% (6/40) chorych.
Wsrdd infekcji dominowata biegunka, zapalenie ptuc, a takze zakazenie zwigzane
z cewnikiem naczyniowym. Goraczke neutropeniczng odnotowano u 32,5% (13/40)
pacjentéw. Powiktania nieinfekcyjne wystgpity tgcznie u 27,5% (11/40) chorych, z czego
20% (8/40) stanowito zapalenie btony $luzowej przewodu pokarmowego. U pacjentow
ze szpiczakiem po podaniu wysokodawkowanego melfalanu dominowat podobny profil
powiktan, w nizszym odsetku. Ciezkie infekcje w stopniu G3 wystepowaty u 17,5% (7/40)
pacjentow, a tagodne w stopniu G1-G2 u 25% (10/40) chorych. Odsetek pacjentéw z
gorgczka neutropeniczng wynidst jedynie 7,5% (3/40). Powiktania nieinfekcyjne
wystagpity tacznie u 42,5% (17/40) chorych, w tym 32,5% (13/40) stanowito zapalenie
bton $luzowych przewodu pokarmowego. Zaréwno w grupie pacjentdow z chtoniakami,
jak i szpiczakiem plazmocytowym nie stwierdzono zadnych ciezkich powikfan
narzagdowych ze strony nerek i watroby.

W celu okreslenia znaczenia mikroRNA jako biomarkera wystgpienia powiktan
zwigzanych z wysokodawkowg chemioterapig wspomagang autoPBSCT, poréwnywano
ich wyjsciowg ekspresje przed rozpoczeciem kondycjonowania w grupie chorych
z powiktaniami i bez powiktan. W catej badanej grupie pacjentdw oraz u chorych
na szpiczaka plazmocytowego, u ktérych wystgpity powiktania infekcyjne G1-G4 lub
gorgczka neutropeniczna, obserwowano wyziszg ekspresje miR-122 w pordéwnaniu
z grupg bez powiktan (p=0,01; p=0,013). W analizie przeprowadzonej w catej badanej

grupie oraz u chorych na chtoniaki wykazano takze korelacje pomiedzy wyjsciowg
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ekspresjg miR-122 i wyjsciowg aktywnoscia transaminazy asparaginianowej (p=0,009
i p=0,041) i transaminazy alaninowej (p=0,001 i p=0,012).

Ponadto stwierdzono istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy mediang miR-150,
miR-155 i miR-210 w grupach pacjentdw stratyfikowanych wedtug HCT-CI. U pacjentéw
z wysokim i posrednim HCT-C| stwierdzono wyzszg ekspresje miR-155 (p=0,001),
w grupie chorych na chtoniaki takze podwyzszong ekspresje miR-210 (p=0,018),
natomiast u pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym obnizong ekspresje miR-150
(p<0,001).

Podsumowujgc, po zastosowaniu wysokodawkowej chemioterapii wspomaganej
autoPBSCT obserwowano niskg toksycznos¢ narzadowa. Przedstawione badania
potwierdzajg przydatnosé¢ miR-122 jako biomarkera wystgpienia powiktan infekcyjnych
w catej badanej grupie. Dodatkowo nasilenie ekspresji miR-122 wykazuje zwigzek z
parametrami uszkodzenia komérki watrobowej po chemioterapii. Wyjsciowa ekspresja
miR-150, miR-155 i miR-210 korelowata natomiast z liczbg i ciezkoscig choréb

wspotistniejgcych.
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Abstract

Title:
Evaluation of the selected microRNA as biomarkers of early toxicity resulting from igh
dose chemotherapy followed by autoPBSCT in patients with B-cell lymphoproliferative

disorders

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs that modulate the expression of

genes at the posttranscriptional level. These molecules have been shown to be involved
in apoptosis and cell metabolism. MicroRNAs are released into blood in a remarkably
stable form. This feature lead to a vigorous exploration of microRNA as infection
biomarkers, drug-induced toxicity including cardiotoxicity, hepatotoxicity and
nephrotoxicity.
This analysis attempts to determine whether some selected microRNAs circulating
in the blood are useful in predicting infectious complications and organ toxicity
in patients with hematological malignancies who underwent high dose chemotherapy
followed autologous Peripherial Blood Stem Cell Transplantation (autoPBSCT).

The study group consisted of patients, who underwent high dose chemotherapy
followed autoPBSCT in the years 2017-2020 in the Department of Hematology, Blood
Neoplasms and Bone Marrow Transplantation of University Clinical Hospital in Wroclaw.
The study included 40 patients - 13 male, 27 female - diagnosed with a lymphoma; the
age of patients with autoPBSCT between 21-67 (median 49) years and 40 patients with
multiple myeloma - 22 males, 18 females - the age between 37-67 (median 57) years.
The control group consisted of 25 volunteers - 13 males, 12 females - aged between 18-
69 (median 50) years, without neoplasms and severe comorbidities.

In all of the patients and volunteers included in the analysis, blood samples were
collected into RNAlater solution (Qiagen, Hilden, Germany) and stored at -70°C for
RT-qPCR and ddPCR experiments. The results of microRNA expression were compared
between patients who experienced side effects of high dose chemotherapy and the ones

who did not. In addition, the correlation between the value of microRNA expression,
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biochemical parameteres and leucocytes count routinely taken during autotransplant
procedures was assessed.

Total RNA was isolated from the blood samples with the use of the Paxgene RNA
Isolation Kit IVD (Qiagen). Next, Polimerase Chain Reaction was performed (PCR) by
means of the Reverse Transcriptase kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
according in the manufacturer's protocol. The specific probes used in the experiment
(hsa-miR-122-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-150-3p, has-miR-155-3p, hsa-miR-210-5p,
hsa-miR423-5p) were also obtained from TagMan (Thermo Fisher Scientific Walthman,
MA, USA). MicroRNA was quantified using Droplet Digital PCR (ddPCR) (Bio-Rad)
according with the manufacturer’s protocol. Finally, the plate was loaded onto a Droplet
Reader (Bio-Rad) and read automatically. The absolute quantification of each miRNA
was calculated basing on the number of positive counts per panel by using the Poisson
distribution. The quantification of the target miRNAs is presented as the number of
copies/pl in the PCR reaction mixture.

The most frequent side effects in patients with lymphoma after BEAM
(carmustine, etoposide, cytarabine, melphalan) conditioning were infections — G2 and
G3-G3 were observed in 30% (12/40) and 15% (6/40) patients respectively. Diarrhoea,
pneumonia as well as catheter related infections were predominant. Neutropenic fever
occurred in 32,5% (13/40) of patients. Non- infectious side effects were present in 27,5%
(11/40) of patients, with mucositis of digestive tract in 20% (8/40). In patients with
multiple myeloma after high dose melphalan therapy the same type of side effects were
observed with lower frequency. Severe infections G3 were present in 17,5% (7/40) and
moderate G1-G2 in 25% (10/40) of patients. Only 7,5% (3/40) of patients suffered from
neutropenic fever. From total of 42,5% (17/40) non-infectious side effect, mucositis of
digestive tract was dominant 32,5% (13/40). Neither nephrotoxicity nor hepatotoxicity
were observed in any analysed subjects.

To assess the efficacy of microRNA as a biomarker of side effects after high dose
chemotherapy followed by autoPBSCT, we compared the expression of microRNA
before conditioning between the group with or without complications. The expression
of miR-122 was higher in all patients and subjects with multiple myeloma who
demonstrated infections G1-G4 or neutropenic fever (p=0,01; p=0,013). In addition,

In all subjects and in lymphoma patients the correlation between the expression of miR-
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122 and the aspartate transaminase (p=0,009; p=0,041) as well as alanine transaminase
(p=0,001; p=0,012) was sought.

Moreover, the statistically significant correlation was proven between the median
expression of miR-150,miR-155, miR-210 and the patients stratified in accordance with
to Hematopoetic Stem Cell Transplantation Comorbidity Index (HCT-Cl). The subjects
with high and intermediate HCT-CI presented higher expression of miR-155 (p=0,001);
the lymphoma patients additionally displayed a higher expression of miR-210 (p=0,018)
while in the multiple myelomas group a lower expression of miR-150 was proven
(p<0,001).

In conclusion, the organ toxicity resulting from high dose of chemotherapy
followed by autoPBSCT was low. The obtained results confirm the expediency
of miR-122 as a biomarker of infectious complications in all of the study group.
In addition, the relationship between the observed higher expression of miR-122 and
transaminases levels was confirmed. The expression of miR-150, miR-155 and miR-210

before conditioning was related to quantity and severity of comorbidities.
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