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Monitorowanie kinetyki zmian wczesnego chimeryzmu
hematopoetycznego i charakterystyka wszczepienia molekularnego
za pomocg metody STR-PCR u pacjentow poddanych alloHSCT

Early hematopoietic chimerism monitoring and molecular engraftment characteristic by STR-PCR

method in patients after alloHSCT

Sylwia Czekalska, Beata Pigtkowska-Jakubas, Tomasz Sacha, Magdalena Zawada, Izabela Florek, Dorota Link-

Lenczowska, Aleksander B. Skotnicki

STRESZCZENIE

Allogeniczna transplantacja komérek hematopoetycznych jest jednym
ze sposobow leczenia nowotworowych i nienowotworowych schorzen
hematologicznych. Po przeszczepieniu komorki hematopoetyczne daw-
cy osiedlaja sie w niszach szpikowych biorcy, co skutkuje powstaniem
prawidtowego uktadu krwiotworczego i immunologicznego o genotypie
dawcy — catkowity chimeryzm dawcy. Wszczepienie molekularne (ME)
poprzedza wystgpienie wszczepienia hematologicznego. Wczesna ocena
chimeryzmu moze mie¢ istotne znaczenie dla dalszego przebiegu proce-
su przyjmowania sie przeszczepienia i warunkuje mozliwo$¢ podjecia
wczesnej interwencji leczniczej.

Do badania wtaczono 38 pacjentéw, u ktérych wykonano 43 alloge-
niczne transplantacje (alloHSCT). Przyjmowanie sie przeszczepu $ledzo-
no we krwi obwodowej od 2. do 14. doby po transplantacji, nastepnie
w 21. i 28. dobie. W 30. dobie poziom chimeryzmu oznaczano we krwi
obwodowej i w szpiku kostnym. Chimeryzm hematopoetyczny oceniano
przy zastosowaniu metody molekularnej STR-PCR.

Wykazano, ze zmiany poziomu chimeryzmu we wczesnym okresie
po transplantacji w grupie pacjentéw poddanych alloSCT (alloHSCT po-
przedzona kondycjonowaniem mieloablacyjnym) przebiegaja zgodnie
z zaleznoscig liniowg (R?2=0,996), natomiast w grupie pacjentéw pod-
danych alloNMSCT (alloHSCT poprzedzona kondycjonowaniem niemie-
loablacyjnym) sa zgodne z zaleznoscia logarytmiczng (R?=0,959). Po-
ziom chimeryzmu hematopoetycznego jest wyzszy w grupie pacjentow
poddanych alloSCT, w 2. dobie réznice te cechuje znamiennos¢ staty-
styczna (p=0,0048).

Wszczepienie molekularne poprzedza wystapienie wszczepienia he-
matologicznego (pacjenci poddani alloSCT p=1,44x10-"?, pacjenci pod-
dani alloNMSCT p=2,12x10-°).

W grupach pacjentéw poddanych alloSCT i alloHSCT, ktérzy otrzy-
mali wiecej niz 3x10¢ komdrek CD34+/kg masy ciata réznica w czasie
wystgpienia ME w poréwnaniu z grupa chorych, ktérzy otrzymali mniej
niz 3x10° komérek CD34+/kg, byta znamienna statystycznie (alloSCT
p=0,0013, alloHSCT p=0,021).

Stowa kluczowe: wczesny chimeryzm hematopoetyczny, wszczepienie mo-
lekularne, STR-PCR

ABSTRACT

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT) is a cura-
tive treatment for proportion of patients suffering from malignant and
non-malignant hematological disorders. Successful transplantation is
a process that requires the engraftment of pluripotent hematopoietic
stem cells which can re-establish normal hemopoesis and immune sys-
tem. Distinguishing between donor and host origin of bone marrow and
blood cells is crucial for monitoring of engraftment process. One of the
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most useful tools for engraftment monitoring is the assessment of he-
matopoietic chimerism after alloSCT that describes the percentage of
donor hematopoietic in a transplant recipient.

Thirty eight adult patients after alloHSCT were included into the
study. In total 43 allogeneic stem cell transplantations were performed.
Hematopoietic chimerism was assessed by STR-PCR technique. The ana-
lysis of early chimerism were performed starting from 2 to 14th day on
every 2 days than to 28 days weekly and on day +30 after alloHSCT.

Early hematopoietic chimerism assessment demonstrated that the
kinetics of chimerism in patients after alloSCT was compatible with li-
near trend (R2=0.996) and in patients after alloNMSCT was compatible
with logarithmic trend (R2=0.959). The hematopoietic chimerism level
was higher in alloSCT on day 2 the difference was statistically significant

(p=0.0048).

Molecular engraftment preceded hematological engraftment in pa-
tients after either myeloablative or non-myeloablative conditioning regi-
ments (alloSCT patients p=1.44x10""2, alloNMSCT p=2.12%x10°).

Earlier ME was observed in patients after alloHSCT and alloSCT
who received more than 3x10° CD34+ cells/kg (alloSCT p=0.0013,
alloHSCT p=0.021). The difference was statistically significant.

Key words: Early hematopoietic chimerism, Molecular engraftment, STR-PCR

Wstep

Allogeniczna transplantacja macierzystych komoérek
hematopoetycznych (alloHSCT) jest terapia pierwsze-
go wyboru dla wielu pacjentéw, u ktérych rozpozna-
no nowotworowe i nienowotworowe schorzenia hema-
tologiczne. Pierwotnie Zrédiem hematopoetycznych
komoérek macierzystych byl szpik kostny (alloBMT).
Po wykryciu obecnosci komoérek macierzystych
CD34+ we krwi obwodowej oraz po przeprowadze-
niu badan dowodzacych, ze zastosowanie czynnikow
wzrostu i cytostatykéw powoduje efektywny wzrost
liczby komoérek CD34+ we krwi obwodowej stala sie
ona alternatywnym Zrodtem komorek macierzystych
(alloPBSCT). Przeszczepienie allogeniczne jest zlozo-
nym procesem obejmujacym wszczepienie pluripo-
tencjalnych komoérek macierzystych pochodzacych
od dawcy, ktore nastepnie odbudowuja prawidlowo
funkcjonujacy uklad krwiotwoérezy i immunologicz-
ny. Dochodzi do tego stopniowo poprzez faze réw-
nowagi iloSciowej populacji komérek biorcy i dawcy
(mieszany chimeryzm hematopoetyczny MC), az do
catkowitego przejecia funkcji krwiotworzenia przez
komorki hematopoetyczne pochodzace od dawcy (cal-
kowity chimeryzm hematopoetyczny CC). Calosé tego
zjawiska nosi nazwe chimeryzmu hematopoetycz-
nego [1]. Po przeprowadzeniu transplantacji bardzo
istotne jest okreslenie, czy komorki szpiku kostnego
i krwi obwodowej pacjenta pochodza z resztkowych
komoérek macierzystych biorcy przetrwatych po kon-
dycjonowaniu, czy tez z komoérek hematopoetycznych
dawcy. Chimeryzm powstajacy po transplantacji jest
procesem dynamicznym i jedynie badania wykony-

wane czesto i regularnie moga przyniesé informacje
o koegzystencji komorek dawcy i biorcy. Wykrycie
sekwencji DNA (namnozonych w reakcji PCR), po-
chodzacych w gléwnej czesci od dawcy, zazwyczaj
poprzedza kliniczne oznaki przemawiajace za przy-
jeciem sie¢ przeszczepu. Prawidlowosc¢ ta zostata zde-
finiowana (definicja: pierwsze wystapienie dominacji
wzoru allelicznego charakterystycznego dla dawcy
w calkowitych leukocytach pochodzacych z krwi ob-
wodowej) i okreslona mianem wszczepienia moleku-
larnego (molecular engraftment; ME) [2].

Kluczowe dla oceny procesu powstawania chi-
meryzmu jest okreslenie, czy u danego pacjenta
stwierdzono sukcesywnie zmniejszajacy sie udziat
komoérek autologicznych, stopniowo zwiekszajacy
sie udzial komoérek biorcy w krwiotworzeniu, czy tez
calkowity chimeryzm dawcy, a takze rozpoznanie
tych, u ktoérych doszlo do pojawienia si¢ ponownie
resztkowej hematopoezy biorcy [3, 4]. Ponadto istotne
jest rozstrzygniecie, czy mieszany chimeryzm (MC)
jest powodowany przez dojrzale komorki biorcy bez
zdolnosci do samoodnowy, czy tez wynika on z obec-
nosci komérek progenitorowych biorcy, ktére dadza
poczatek uporczywemu mieszanemu chimeryzmowi
[2]. Wedlug danych literaturowych [2], wykrycie
ME poprzedza, w zaleznosci od rodzaju schorzenia,
o okoto 7 do 12 dni wszczepienie hematologiczne.
Przeprowadzone obserwacje wykazaly, Ze u pacjen-
téw, u ktérych stwierdzono brak wszczepienia mole-
kularnego w 14. dobie po transplantacji, nie uzy-
skiwano poézniej wszczepienia hematologicznego.
W konsekwencji poziom chimeryzmu w 14. dobie po

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 4, pazdziernik-grudzien 2012



PRACA ORYGINALNA / ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

363

transplantacji moze by¢ czynnikiem predykcyjnym
dla uzyskania wszczepienia hematologicznego. Do
oceny poziomu chimeryzmu we wczesnym okresie po
transplantacji zastosowano metode STR-PCR. Jest
to potilosciowa polimerazowa reakcja lancuchowa
oparta na amplifikacji sekwencji STR (short tandem
repeats — krotkie powtérzenia tandemowe) o wyso-
kim stopniu polimorfizmu. Wybrana metoda pozwala
na ocen¢ chimeryzmu u pacjentéw niezaleznie od
ukladu plci w parze biorca-dawca, a takze umozli-
wia wiarygodna ocen¢ badanego parametru we krwi
obwodowej, gdy poziom leukocytéw jest nizszy niz
200/pl. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zna-
czenia badania wczesnego chimeryzmu hematopo-
etycznego, czyli do 30. doby po alloHSCT, dla przewi-
dywania czasu i mozliwosci wszczepienia materiatu
przeszczepowego po alloHSCT.

Materiat i metody

Badaniem objeto 38 0s6b z nowotworowymi i nieno-
wotworowymi schorzeniami ukladu krwiotwdrczego
poddanych allogenicznej transplantacji macierzy-
stych komorek hematopoetycznych wykonanej w Ka-
tedrze i Klinice Hematologii UJCM. Wszystkie prze-
szczepienia — tacznie 43 — przeprowadzono od dawcow
spokrewnionych (rodzenstwo). Pacjentéw podzielono
na dwie grupy, w zaleznosci od zastosowanej chemio-
terapii warunkujacej przyjecie si¢ przeszczepu (kon-
dycjonowanie): pacjentéw poddanych standardowe-
mu kondycjonowaniu (alloSCT) i chorych, u ktérych
zastosowano kondycjonowanie o zmniejszonej tok-
sycznosci (alloNMSCT).

Poziom chimeryzmu hematopoetycznego oce-
niano w komoérkach jednojadrzastych krwi obwodo-
wej uzyskanych po wirowaniu w gradiencie gesto-
Sci (Histopaque-1077, SIGMA). DNA genomowe
izolowano za pomoca zestawu kolumienkowego
(QIAamp. Blood Mini Kit, Qiagen). Na matrycy uzy-
skanego DNA wykonywano reakcje STR-PCR (DNA
Termocycler PTC-220 DYAD, MJ Research). Szcze-
golowe warunki reakcji PCR, charakterystyke zasto-
sowanych sekwencji STR (short tandem repeats)
o wysokim stopniu polimorfizmu, skiad mieszaniny
reakcyjnej i sekwencje starterow opisano wczesniej
[5]. Przed wykonaniem allogenicznej transplanta-
cji ustalano profile genetyczne biorcy i dawcy. Po
przeprowadzeniu alloHSCT monitorowano chime-
ryzm hematopoetyczny co drugi dzienn do 14. doby,
a nastepnie w dobie 21., 28. i 30.

Ocene zmian chimeryzmu hematopoetycznego
we wczesnym okresie potransplantacyjnym, czyli
od momentu podania materialu przeszczepowego
do 30. doby po transplantacji, prowadzono we krwi
obwodowej (ze wzgledu na mniej inwazyjny charak-
ter pobrania materiatu) i wyrazano jako procentowy

udzial hematopoezy dawcy w calosci hematopoezy
zachodzacej w organizmie biorcy. W 30. dobie po
transplantacji wykonywano oznaczenie poziomu chi-
meryzmu réwniez w szpiku kostnym.

Ze wzgledu na brak jednoznacznych kryteriow
pozwalajacych na ustalenie poziomu chimeryzmu
hematopoetycznego, ktory jest wymagany do osia-
gniecia wszczepienia molekularnego (ME), prze-
analizowano dwa warianty: 1) doba osiagniecia CC
(ze wzgledu na czulo$é metody STR-PCR szacowana
na 1-5% ustalono wartos¢ 95% jako odpowiadajaca
CQC); 2) pierwszy dzien, w ktorym stwierdzono domi-
nacje alleli dawey (MC na poziomie minimum 51%
udzialu hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu).

Analizie poddano réwniez czas wystapienia wsz-
czepienia molekularnego w zaleznosci od rodzaju
materialu przeszczepowego: 1) komorki hematopo-
etyczne pochodzace ze szpiku kostnego (alloBMT); 2)
komorki hematopoetyczne pochodzace z krwi obwo-
dowej (alloPBSCT); 3) komoérki uzyskane z obu zrédet
(alloBMT+alloPBSCT). Poréwnanie przeprowadzono
w grupie pacjentow: lacznie po alloHSCT (alloSCT
i alloNMSCT), oddzielnie w grupach pacjentéw pod-
danych alloSCT i alloNMSCT oraz niezaleznie od
typu przeszczepienia jako czynnik réznicujacy przy-
jeto rodzaj materialu przeszczepowego (alloBMT lub
alloPBSCT lub alloBMT+alloPBSCT).

W celu przeprowadzenia oceny réznic we wsz-
czepieniu molekularnym miedzy pacjentami, kto-
rym niezaleznie od Zrdédla materialu przeszczepo-
wego (alloBMT, alloPBSCT lub alloBMT+alloPBSCT)
podano rézna liczbe komoérek macierzystych CD34+,
podzielono ich na dwie grupy. Grupa I obejmowala
pacjentow, ktorzy otrzymali 3x10¢ lub mniej komoérek
CD34+/kg masy ciala biorcy. Do grupy II zaliczono
pacjentow, ktérym podano wigcej niz 3x10% komérek
CD34+/kg masy ciata biorcy. R6znice miedzy grupa
111l analizowano oddzielnie wsréd pacjentéw podda-
nych alloSCT i alloNMSCT oraz tacznie w obu typach
transplantacji (alloHSCT). Do opracowania staty-
stycznego wynikow zastosowano test t-Studenta.

Wyniki

Kinetyka zmian wczesnego chimeryzmu
hematopoetycznego

Zmiany chimeryzmu we wczesnym okresie po trans-
plantacji w grupie pacjentéow poddanych alloSCT
przebiegaja zgodnie z zaleznoscia liniowa (R*=0,996),
natomiast w grupie pacjentéw poddanych alloNMSCT
sa zgodne z zaleznoscia logarytmiczna (R?=0,959)
(Ryc. 1). Zastosowanie testu t-Studenta wykazalo
istotne statystycznie réznice w poziomie chimeryzmu
hematopoetycznego miedzy grupa pacjentéw podda-
nych alloSCT i alloNMSCT w 2. dobie po transplan-
tacji (p=0,0048).
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Wszczepienie molekularne

Na podstawie danych uzyskanych w czasie monito-
rowania wczesnego chimeryzmu hematopoetycznego
dla kazdego z pacjentéw okreslono dobe wszczepienia
molekularnego: wariant 1) - CC, wariant 2) — domina-
cja alleli dawcy.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala,
ze jezeli przyjeto wariant 1), to pacjenci uzyskiwali
ME pézniej niz wszczepienie hematologiczne, jednak
nie wykazano znamiennosci statystycznej uzyska-
nych réznic w zadnym z wybranych uktadéw (pacjenci
poddani alloSCT, alloNMSCT oddzielnie i zbiorczo).

Przyjecie wariantu 2) umozliwilo wykazanie, ze
ME znacznie wyprzedza osiaggniecie wszczepienia
hematologicznego (réznica jest istotna statystycznie).
Odpowiednio dla pacjentéw poddanych alloSCT ME
wystapito w dniu 7. (6,4+4,2) natomiast wszczepienie
hematologiczne w dniu 20. (19,8+3,9) (p=1,44x10"2).
W grupie pacjentow poddanych alloNMSCT wartosci
przedstawiaty sie nastepujaco: ME uzyskiwano sred-
nio w dobie 8. (7,6+7,7) natomiast wszczepienie hema-
tologiczne w dobie 21. (20,6+7,5) (p=2,12x10) (Ryc. 2).

alloSCT alloNMSCT

Analiza wplywu rodzaju zastosowanego materiatu
przeszczepowego na czas wystapienia ME wykazala,
ze w zadnym z przyjetych ukladéw (alloBMT, alloPB-
SCT oraz alloBMT+alloPBSCT) nie stwierdzono roz-
nic znamiennych statystycznie w czasie wystapienia
ME w odniesieniu do typu materialu przeszczepo-
wego, chociaz obserwowano zaleznos$¢, ze u pacjen-
téw poddanych alloPBSCT wszczepienie nastepowalo
szybciej.

Analiza wptywu liczby podanych komorek CD34+
wykazala, ze w grupach pacjentow poddanych alloH-
SCT i alloSCT, ktorzy otrzymali co najmniej 3x10°
komoérek CD34+/kg, obserwowano istotne statystycz-
nie szybsze wszczepienie molekularne. Dla alloSCT
byt to srednio dzien 17. (16,8+4) w grupie >3x10° versus
36. (35,7+20) w grupie <3x10° mediana 14. dzien ver-
sus 28. (p=0,0013). Dla alloHSCT odpowiednio Sred-
nio dzien 21. (20,7+13) versus 33. (32,9+18); mediana
dzien 21. versus 28. (p=0,021). W grupie pacjentow
poddanych alloNMSCT nie stwierdzono réznic istot-
nych statystycznie. Uzyskane wyniki przedstawiono
na rycinie 3.
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Analiza wynikoéw uzyskanych w 30. dobie po
transplantacji metoda STR-PCR wykazala, ze nie ma
istotnych statystycznie réznic miedzy poziomem chi-
meryzmu oznaczanym we krwi obwodowej i w szpiku
kostnym ani w grupie pacjentow podanych allo-
SCT, ani w grupie pacjentéw poddanych alloNMSCT
(Ryc. 4).

Omowienie wynikow

W okresie potransplantacyjnym mozna wyréznic¢
trzy fazy: okres od przeszczepienia do uzyskania
wszczepienia hematologicznego, od wszczepienia
do osiagniecia calkowitego chimeryzmu hematopo-
etycznego i pézny okres potransplantacyjny. Kazdy
z nich ma inna kinetyke chimeryzmu i inne zna-
czenie kliniczne [6]. Najbardziej gwaltowne zmiany
w poziomie chimeryzmu wystepuja w najwczesniej-
szej fazie po przeprowadzonej transplantacji. Niewiele
jest jednak doniesien zwiazanych z zagadnieniami
dotyczacymi monitorowania wczesnego chimeryzmu
hematopoetycznego.

alloNMSCT

peripheral blood — 30" day after
alloHSCT

Na zjawisko wystapienia mieszanego chimeryzmu
po transplantacji ma wplyw wiele czynnikoéw zwia-
zanych z procedurami transplantacyjnymi i cechami
indywidualnymi pacjenta. Zalicza si¢ do nich: rodzaj
kondycjonowania, typ dawcy (rodzinny/niespokrew-
niony), poddanie materiatu przeszczepowego deplecji
limfocytow T czy tez rodzaj zastosowanej profilak-
tyki choroby GvHD (choroba przeszczep-przeciwko—
—-gospodarzowi), mniejsza liczba podanych w mate-
riale przeszczepowym komorek CD34+, Zrodio komo-
rek hematopoetycznych. Ze strony pacjenta decydu-
jace dla stanu mieszanego chimeryzmu znaczenie ma
rodzaj schorzenia podstawowego [7]. Gardiner i wsp.
[4] oraz Perez-Simon i wsp. [8] wskazuja dodatkowo
na czynniki, takie jak: stan zaawansowania choroby
w momencie wykonywania allogenicznej transplanta-
cji, czulo$é metody, za pomoca ktérej oceniany jest
poziom chimeryzmu, oraz czas wykonywania badan.

Z zagadnieniem czulosci oraz ograniczen, kté-
rymi obarczone sa metody oceny chimeryzmu, wiaze
sie kwestia ustalenia poziomu chimeryzmu hemato-
poetycznego granicznego dla rozréznienia miedzy CC
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a MC. W niniejszej pracy okreslenie catkowitego chi-
meryzmu dawcy ocenianego metoda STR-PCR przy-
jeto zgodnie z pogladem przedstawionym przez Gardi-
nera [4], ktory uwaza, ze calkowity chimeryzm dawcy
oznacza 95-100% komorek o genotypie dawcy, nato-
miast wynik ponizej tej wartosci jest interpretowany
jako mieszany chimeryzm. Taki poglad znajduje zwo-
lennikow [8,9], ktérzy jako wartosé graniczna dla roz-
roznienia CC i MC przyjeli czutos¢ metody i okreslili
ja w zakresie 1-5%.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na
wystepowanie we wczesnym oKkresie potransplan-
tacyjnym - do 30. doby od wykonania przeszcze-
pienia - stanu mieszanego chimeryzmu niemal
u wszystkich pacjentéw, niezaleznie od rodzaju kon-
dycjonowania. Poréwnanie poziomu chimeryzmu
hematopoetycznego w poszczegolnych dobach po
transplantacji przeprowadzone miedzy grupa pacjen-
téw poddanych alloSCT i alloNMSCT wykazalo, ze
istotnie statystycznie mniejszy udzial hematopoezy
dawcy w krwiotworzeniu w grupie pacjentow podda-
nych alloSCT, w poréwnaniu z analogicznym wyni-
kiem uzyskanym w grupie pacjentow poddanych
alloNMSCT, jest obserwowany tylko w 2. dobie po
transplantacji. Od 6. doby po transplantacji udzial
hematopoezy dawcy byl wyzszy w grupie pacjentow
poddanych alloSCT, jednak réznica nie byla istotna
statystycznie Prawdopodobnym wyjasnieniem réznic
zaistniatych tuz po transplantacji moze by¢ rodzaj
zastosowanego kondycjonowania. By¢ moze bardziej
intensywne kondycjonowanie mieloablacyjne uszka-
dza podscielisko szpiku kostnego i utrudnia zagniez-
dzenie si¢ podanych komérek macierzystych dawcy,
co powoduje opdZznienie w pojawieniu si¢ powstaja-
cych de novo komoérek dawcy [10]. Innym czynnikiem
mogacym mie¢ wplyw na te réznice jest liczba komo-
rek macierzystych CD34+ podanych w materiale prze-
szczepowym [3, 4 11, 12]. Dane dla badanej grupy
wskazuja, ze polowie pacjentow poddanych alloSCT
podano liczbe komoérek mniejsza niz zalecana, nato-
miast w grupie poddanej alloNMSCT 80% pacjentéw
otrzymato prawidlowa liczbe komérek CD34+. Wyka-
zano rowniez odmienna kinetyke zmian udzialu
hematopoezy dawcy w krwiotworzeniu w grupie pod-
danej alloSCT i alloNMSCT. W grupie pacjentéw pod-
danych alloSCT kinetyka przyrostu najlepiej koreluje
z trendem logarytmicznym, a w grupie poddanych
alloNMSCT kinetyka najlepiej odpowiada trendowi
liniowemu charakteryzujacemu wolniejszy przyrost.
Logarytmiczny przebieg kinetyki uzyskany w grupie
pacjentow poddanych alloSCT obrazuje poczatkowo
gwaltowne wypieranie hematopoezy biorcy, aby w poz-
niejszej fazie osiagnaé plateau i pozostaé w zakresie
catkowitego chimeryzmu dawcy. Z powodu uszkodzen
wywolanych w komoérkach hematopoetycznych biorcy
przez chemioterapie mieloablacyjna komorki hema-

topoetyczne dawcy bardzo szybko dominuja w ukla-
dzie krwiotwoérczym i immunologicznym biorcy [10].
Liniowy przebieg kinetyki uzyskany w grupie pacjen-
téw poddanych alloNMSCT odzwierciedla stopniowe
i rownomierne zastepowanie hematopoezy biorcy
przez hematopoeze dawcy wywodzaca sie z zagniez-
dzajacych sie komorek z materiatu przeszczepowego.
Stan mieszanego chimeryzmu u chorych poddanych
alloNMSCT wystepuje diuzej niz w przypadku allo-
SCT, gdyz niemieloablacyjne warunki kondycjono-
wania umozliwiaja przezycie wiekszej ilosci mniej
uszkodzonych komoérek biorcy. Kondycjonowanie
niemieloablacyjne ma dziatlanie immunosupresyjne,
indukuje immunotolerancje i nie powoduje nieodwra-
calnej aplazji szpiku kostnego [10].

W praktyce klinicznej mozliwe jest wystapienie
czystego genotypu dawcy juz w 1. dobie po trans-
plantacji. W niniejszym opracowaniu obserwowano
wystepowanie tego zjawiska u jednej pacjentki cho-
rujacej na ciezka anemie¢ aplastyczna (vSAA). Cho-
roba ta objawia si¢ ubogokomorkowym szpikiem
bez wystgpowania komérek nowotworowych. Mozna
stad wnioskowa¢, ze w tym konkretnym przypadku
w pierwszych dniach po transplantacji komorki
hematopoetyczne dawcy przejely calkowicie funkcje
ukladu krwiotwoérczego i immunologicznego w orga-
nizmie biorcy.

Dubovsky i wsp. [2] stwierdzili, ze probki krwi
obwodowej pobrane w czasie 1. doby po transplantacji
i w okresie do wszczepienia hematologicznego, a nawet
dtuzej wykazuja czesto mieszany chimeryzm hemato-
poetyczny wskazujacy na obecnosé resztkowych komo-
rek biorcy i krazacych komorek dawcy. Dokladniejsza
analiza prowadzona w subpopulacjach komoérkowych
wyizolowanych za pomoca cytometrii przeptywo-
wej dowiodla, ze w wiekszosci przypadkéw mieszany
chimeryzm byl spowodowany uporczywa obecnoscia
limfocytéw T biorcy o fenotypie CD4+ lub/i CD8+.
Komorki te sa znane ze zdolnosci do przetrwania
nawet intensywnej chemioterapii uzywanej podczas
standardowego kondycjonowania. Stwierdzono réw-
niez, ze przyczyna powstawania MC sa takze komorki
krwi obwodowej o fenotypie CD34+ pochodzace od
biorcy, reprezentujace populacje uszkodzonych komo-
rek macierzystych. Réznily sie one morfologicznie od
prawidlowych komérek macierzystych i nie wykazy-
watly zdolnosci do klonogennosci. [6]

Wszczepienie molekularne (ME) jest definiowane
jako pierwsze wystapienie dominacji specyficznego dla
dawcy wzoru allelicznego w materiale genetycznym
uzyskanym z catkowitych leukocytow krwi obwodo-
wej po alloHSCT [2, 13]. Definicja ta jednak nie okresla
jednoznacznie poziomu chimeryzmu dawcy potrzeb-
nego do stwierdzenia ME. Zjawisko to moze poprze-
dza¢ nawet o okolo 7 dni przyjecie sie¢ przeszczepu
oceniane wedlug kryteriow hematologicznych (liczba
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neutrofili >500/pl, liczba ptytek krwi >20 000/pl we
krwi obwodowej). Badania wskazuja, Ze u pacjentéw,
u ktoérych nie stwierdzono ME do 14. doby po trans-
plantacji, nie dochodzilo do wszczepienia hematolo-
gicznego, co w konsekwencji rodzito potrzebe wyko-
nania ponownej transplantacji.

W badaniu przeprowadzono poréwnanie czasu
wystepowania wszczepienia molekularnego i hema-
tologicznego, postugujac sie definicja ME zaprezen-
towana w literaturze [2]. W obu grupach (pacjenci
poddani alloSCT i alloNMSCT) wykazano znaczaco
wcezesniejsze wystapienie ME niZ wszczepienia hema-
tologicznego, co bylo zgodne z danymi literaturowymi
[2]. Jezeli jako dobe ME przyjeto osiagniecie CC, to nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zadnej
z grup. Uzyskany wynik w giéwnej mierze wskazuje
na czulos¢ metody STR-PCR zastosowanej do ozna-
czen chimeryzmu hematopoetycznego, ktéra jest duzo
wieksza niz czulos¢ metody uzywanej do oceny mor-
fologii krwi, a ponadto pozwala na stwierdzenie, czy
komorki pochodza z komoérek macierzystych dawcy,
czy biorcy. Shimoni i wsp. [14] na podstawie swoich
obserwacji uwazaja, Ze osiagniecie CC nastepuje
u os6b dorostych do 3 miesiecy po transplantacji.

W niniejszej pracy dobe osiagniecia CC poréw-
nano z liczba komoérek CD34+ podanych w materiale
przeszczepowym. W oparciu o dane literaturowe
[3,4,11,12], jako warto$¢ graniczna przyjeto 3x10°
komorek CD34+/kg masy ciala biorcy. Z przeprowa-
dzonych poréwnan wynika, ze ME nastapilo szyb-
ciej niezaleznie od rodzaju transplantacji u chorych,
ktérym podano zalecana liczbe komoérek CD34+.
Uzyskane rezultaty nie réznia sie¢ od obserwacji
przeprowadzonych w innych osrodkach, ktére dowo-
dza, ze zwickszenie liczby komérek CD34+ w mate-
riale przeszczepowym przyspiesza odbudowe hema-
tologiczna [11].

Poréwnanie wplywu typu Zrédla macierzystych
komoérek hematopoetycznych na czas wystapienia
ME nie wykazalo istotnych statystycznie réznic, choé
obserwowano szybsze wszczepienie molekularne w gru-
pie pacjentéw, u ktérych wykonano alloPBSCT. Podanie
hematopoetycznych komodrek macierzystych uzyska-
nych z krwi obwodowej (alloPBSCT) skutkuje zwykle
szybszym wszczepieniem i szybsza odbudowa immu-
nologiczna, a takze mniejsza czestoscia wystepowania
mieszanego chimeryzmu [11]. Na ME ma wplyw takze
liczba komdrek macierzystych podanych w materiale
przeszczepowym [15]. Brak istotnosci statystycznej
w przeprowadzonej analizie wynikal prawdopodobnie
z r6znic w liczbie podanych komérek CD34+.

Trzydziesta doba po alloHSCT konczy wczesny
okres potransplantacyjny. Wyniki uzyskane w tej
dobie po alloHSCT sugeruja, ze rodzaj przygotowania
pacjenta do allogenicznej transplantacji (kondycjono-
wania) nie miat juz wptywu na poziom chimeryzmu.

Poréwnanie wartosci poziomu chimeryzmu uzyska-
nego we krwi obwodowej i szpiku kostnym wskazuje
tez, ze badania z wykorzystaniem krwi obwodowej
wykonywane we wczesnym okresie potransplanta-
cyjnym sa rownie wiarygodne jak te przeprowadzane
w szpiku kostnym, a fakt, ze sa one mniej obciaza-
jace dla pacjenta, czyni je bardziej przydatnymi na
tym etapie. Szerzej zagadnienia zwiazane z wyborem
materialu do oceny chimeryzmu, zaletami i wadami
oraz poziomem informatywnosci uzyskiwanych
wynikéw oméwiono wczesniej [5].

Przeprowadzone badania wskazuja, ze na dyna-
mike wszczepienia oraz na wytworzenie toleran-
cji objawiajacej si¢ wystepowaniem mieszanego
chimeryzmu maja wplyw: zastosowane warunki
kondycjonowania (MC utrzymuje si¢ diluzej po
alloNMSCT), intensywnos¢ leczenia immunosu-
presyjnego po przeszczepieniu [1], a takze delecja
potencjalnie alloreaktywnych limfocytow T dawcy
z materialu przeszczepowego. Monitorowanie chi-
meryzmu hematopoetycznego jest wiec niezbednym
narzedziem badawczym we wszystkich osrodkach
wykonujacych allogeniczne transplantacje komorek
hematopoetycznych.
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