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Wykaz skréotow uzywanych w pracy

ADDRESS

ADV

aGvHD

ALD

ALL

ALL-HR

allo-HSCT

AML

ANC

APC

APCr

(Administration of Drotrecogin Alfa (activated) in Early Stage Severe
Sepsis)

(adenovirus) - adenowirus

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

(adrenoleukodystrophy) - adrenoleukodystrofia

(acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna

(high risk acute lymphoblastic leukemia) — ostra bialaczka
limfoblastyczna wysokiego ryzyka

(allogeneic  HSCT) — allogeniczna transplantacja  komorek
krwiotworczych

(acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa

(absolute neutrophiles count) — liczba granulocytow obojetnochtonnych
(activated protein C) — aktywowane biatko C

(activated protein C resistance) — oporno$¢ na aktywowane biatko C

APROCCHS (Activated Protein C and Corticosteroids for Human Septic Shock)

al- AT

AT I

ATG

BAL

BM

BMT

Bu

(ol — antitrypsin) - al — antytrypsyna

(antithrombin 1) - antytrombina 111

(anti-thymocyte globulin) — globulina przeciwtymocytarna
(biphenotypic acute leukemia) — ostra biataczka bifenotypowa
(bone marrow) — szpik kostny

(bone marrow transplantation) — transplantacja szpiku kostnego

(busulphan) - busulfan



CB
CLS
CML
CMV

CO

CP
CR
CRP
CsA

Cy

EBMT

EBV
EGF

ELISA

FA
Flu

FTBI

FUO

G-CSF

(cord blood) — krew pepowinowa

(capillary leak syndrome) — zesp6t przesigkania wlosniczek

(chronic myelocytic leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa
(cytomegalovirus) — wirus cytomegalii
(clinical option) - wykonywane w ramach kontrolowanych protokotow
klinicznych

(chronic phase) — faza przewlekta CML

(complete remission) — remisja catkowita

(C reactive protein) — biatko C reaktywne

(cyclosporin A) — cyklosporyna A

(cyclophosphamid) — cyklofosfamid

(developmental) - eksperymentalne

(European Group for Blood and Marrow Transplantation) — Europejska
Grupa ds. Transplantacji Komorek Krwiotworczych z Krwi i Szpiku
(Epstein-Barr virus) — wirus Epsteina-Barr

(epidermal growth factor) — naskorkowy czynnik wzrostu

(enzyme-linked immunosorbent assay)

(female) - pte¢ zenska

(Fanconi anemia) — niedokrwisto$¢ Fanconiego

(fludarabine) - fludarabina

(fractionated total body irradiation) — frakcjonowane napromienianie
catego ciata

(fever of unknown origin) - gorgczka niewiadomego pochodzenia
(granulocyte colony-stimulating factor) — czynnik stymulujagcy wzrost

kolonii granulocytarnych



GvHD

GVLR

HD

HLA

HSC

HSCT

IBMTR

ICAM-1

1P

MAPKSs

MD

MDS

Mel

MMD

(graft-versus-host  disease) — choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi

(graft-versus-leukemia reaction) — reakcja przeszczep przeciwko
bialaczce

(Hodgkin’s disease) — choroba Hodgkina

(human leukocyte antigens) — glowny uktad zgodno$ci tkankowej
czlowieka

(hematopoietic stem cells) — macierzyste komorki krwiotworcze
(hematopoietic stem cell transplantation) — transplantacja macierzystych
komorek krwiotwdrczych

(International  Bone  Marrow  Transplantation  Registry) -
Migdzynarodowy Rejestr Transplantacji Szpiku Kostnego

(intracellular adhesion molecule 1) — miedzykomoérkowa czasteczka
adhezyjna 1

(idiopathic interstitial pneumonia) — idiopatyczne $roédmigzszowe
zapalenie phuc

(male) - pte¢ meska

(mitogen-actvated protein kinase) - kinaza aktywowana mitogenem
(matched donor) — dawca niespokrewniony lub rodzinnyn zgodny w
10/10 lub 9/10 alleli w 5 loci

(myelodysplastic syndrome) — zesp6ot mielodysplastyczny

(melphalan) — melfalan

(mismatched donor) — czeSciowo niezgodny dawca niespokrewniony lub

rodzinny, tj. zgodny w mniej niz 9/10 alleli w 5 loci
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MMF

MODS

MSD

MSD-HSCT

MTX

NHL

NS

NT

OUN

PAI

PAR-1

PB

PC

PCI

PCR

PCT

PS

PBSC

PICU

PLT

(mycophenolan mofetil) — mykofenolan mofetilu

(multiple-organ  dysfunction syndrome) - zesp6t niewydolnosci
wielonarzadowej

(matched sibling donor) — rodzenstwo zgodne w uktadzie HLA

(matched sibling donor HSCT) — transplantacja komoérek krwiotworczych
od zgodnego rodzenstwa

(methotrexate) - metotreksat

(non-Hodgkin’s lymphoma) — chtoniak nieziarniczy

brak znamienno$ci statystycznej

nie badano

osrodkowy uktad nerwowy

(inhibitor of tissue plasminogen activator) - inhibitor tkankowego
aktywatora plazminogenu

(protease activated receptor-1) - receptor aktywowany przez proteaze 1
(peripheral blood) — krew obwodowa

(protein C) — biatko C

(inhibitor of protein C) — inhibitor biatka C

(polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy
(procalcitonin) - prokalcytonina

(protein S) — biatko S

(peripheral blood stem cells) — komorki krwiotwoércze z krwi obwodowej
(pediatric intensive care unit) — pediatryczne oddziaty intensywnej terapii

(platelets) - ptytki krwi
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prep-reg

PRISM

PROWESS

PPGdsTKK

PTLD

RESOLVE

RET

RFLP

rHuG-CSF

RIC

SAA

SAML

SHBG

sTM

TAFI

(preparative regimen for HSCT) — mieloablacyjno-immunosupresyjne
postepowanie  przygotowawcze  poprzedzajagce  HSCT, tzw.
kondycjonowanie

(pediatric risk of mortality score) — skala do oceny rokowania dzieci po
allo-HSCT, wymagajacych hospitalizacji w oddziale intensywnej terapii
(Protein C Worldwide Evaluation in Severe Sepsis)

Polska Pediatryczna Grupa ds. Transplantacji Komorek Krwiotworczych
(posttransplant  lymphoprolifarative disorder) — potransplantacyjna
choroba limfoproliferacyjna

(Researching Severe Sepsis and Organ Dysfunction in Children: A
Global Perspective)

retikulocyty

(restriction fragments length polymorphism) - analiza polimorfizmu
dlugosci fragmentow restrykcyjnych

(recombinant  human  granlocyte colony-stimulating factor) -
rekombinowany czynnik wzrostu kolonii granulocytarnych

(reduced intensity conditioning, RIC) - kondycjonowanie o zredukowanej
intensywnosci

(standard) - standardowe

(severe aplastic anemia) — ci¢zka nabyta niedokrwisto$¢ aplastyczna
(secondary AML) — wtorna ostra biataczka szpikowa

(sex hormon binding globulin) — biatko wigzace hormony ptciowe
(soluble thrombomodulin) — rozpouszczalna trombomodulina

(thrombin activatable fibrynolysis inhibitor) - inhibitor fibrynolizy

aktywowany przez trombing
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TAM

TF

™

TNF

t-PA

TRS

TRM

TSR

TT

TTP

ub

MUD-HSCT

UL VWF

VCAM-1

vWF

VOD

VP-16

WBC

XPRESS

(transplantation-associated ~ microangiopathy) —  mikroangiopatia
skojarzona z HSCT

(tissue factor) — czynnik tkankowy

(thrombomodulin) - trombomodulina

(tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworow

(tissue plasminogen activator) — tkankowy aktywator plazminogenu
(treosulphan) - treosulfan

(transplant related mortality) — S$miertelno$¢ zwigzana z procedurg
transplantacyjng

(thrombin sensitive region) — region wrazliwy na trombing

(tiotepa) - tiotepa

(thrombotic  thrombocytopenic purpura) - zakrzepowa plamica
matoplytkowa

(unrelated donor) — niespokrewniony dawca

(matched unrelated donor HSCT) — HSCT od fenotypowo zgodnego
dawcy niespokrewnionego

(unusually large von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda
nieprawidtowej wielkosci

(vascular cell adhesion molecule 1) — czasteczka adhezyjna komorek
srodbtonka 1

(von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda

(veno-occlusive disease) — zesp6t okluzji naczyn zylnych

(etoposide) - etopozyd

(white blood cells count) — liczba krwinek biatych we krwi obwodowej

(Xigris and Prohylactic Heparin Evaluation in Severe Sepsis)
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1. WSTEP

11 Definicje i podstawy procedury transplantacji komorek krwiotwoérczych

1.1.1.  Definicja transplantacji komérek krwiotworczych

Transplantacja komorek krwiotworczych (ang. hematopoietic stem cell
transplantation; HSCT) oznacza kazda procedure, w ktorej komorki krwiotwoércze,
niezaleznie od typu ich dawcy oraz ich zrodla, zostaja przetoczone odpowiednio
przygotowanemu biorcy w celu catkowitej lub czg¢sciowej wymiany lub odbudowy
uktadu krwiotworczego [1].

Do transplantacji moga by¢ uzyte wlasne komorki krwiotworcze (ang.
autologous hematopoietic stem cells transplantation, auto-HSCT) lub komorki
krwiotwoércze (ang. hematopoietic stem cells, HSC) pochodzace od dawcy rodzinnego
lub niespokrewnionego (ang. allogeneic HSCT, allo-HSCT) zgodnego (ang. matched
donor, MD) lub czgéciowo niezgodnego (ang. mismatched donor, MMD) w zakresie
antygenoéw gltéwnego ukladu zgodnosci tkankowej czlowieka (ang. human leukocyte
antigens, HLA), badz od jednego z rodzicéw (ang. haploidntical HSCT, haplo-HSCT).
Ponadto, niezwykle rzadko, dawca HSC moze by¢ blizniak monozygotyczny (ang.

syngeneic HSCT).

-14 -



1.1.2. Zastosowanie allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych

w Europie i w Polsce

Opublikowany w 2011 roku raport European Bone Marrow Transplantation
Pediatric Diseases Working Party wskazuje, iz w 2008 roku przeprowadzono 26 810
HSCT w 615 osrodkach transplantacyjnych z 45 krajow $wiata. Wykonano 10 782
(40%) allo-HSCT i 16 028 (60%) auto-HSCT, co stanowi odpowiednio 7% i 3,5%
wzrost w stosunku do roku 2007. Allo-HSCT wykonano z nastgpujacych wskazan:
32,6% - ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML), 17,3% - ostra
biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL), 10,6% - zespot
mielodysplastyczny (ang. myelodysplastic syndrome, MDS), 8,2% - nieziarnicze
chtoniaki zto§liwe (ang. non — Hodgkin’s Lymphoma, NHL), 3,6% - przewlekla
biataczka szpikowa (ang. chronic myeloid leukemia, CML), 2,6% - choroba Hodgkina
(Hodgkin disease, HD), 0,6% - guzy lite. Choroby nierozrostowe stanowity 12,2%
wszystkich allo-HSCT [2].

Obecnie w Polsce istnieje 5 pediatrycznych o$rodkoéw, w ktérych wykonuje
si¢ systematycznie transplantacje komorek krwiotwérczych. Wedlug danych Polskiej
Pediatrycznej Grupy ds. Transplantacji Komoérek Krwiotworczych (PPGdsTKK) w
latach 1989-2009 w Polsce wykonano u biorcéw ponizej 18 roku zycia 934 allo-HSCT,
Z czego u 36,7% pacjentow z powodu ALL, 17,7% AML, 11,6% z chorobami

wrodzonymi, 10,1% SAA, 9,6% CML, 8,7% MDS, 3,4% NHL, 1,6% z guzami litymi.

-15-



1.1.3. Skladowe procedury transplantacji komoérek krwiotwérczych

Procedura HSCT sktada si¢ z poprzedzajgcego transplantacje tzw.
kondycjonowania (ang. conditioning regimen) biorcy oraz pobrania i dozylnego
przetoczenia HSC. Kondycjonowanie biorcy do HSCT w zalezno$ci wskazania do
zabiegu spelnia odmienng rol¢ i powinno charakteryzowac sig:

1. efektem mieloablacyjnym, ktorego celem jest calkowite zniszczenie wlasnego
szpiku biorcy i przygotowanie przestrzeni do zasiedlenia przez przeszczepiane
allogeniczne HSC,

2. efektem immunosupresyjnym, aby zapobiec odrzuceniu przeszczepu,

3. efektem przeciwnowotworowym, dzigki ktéoremu u biorcow z chorobami
rozrostowymi powinna zosta¢ zniszczona jak najwigksza liczba komorek
nowotworowych.

Kondycjonowanie w Polsce prowadzone jest zgodnie 2z aktualnie
obowigzujacymi rekomendacjami European Group for Blood and Bone Marrow
Transplantation (EBMT) oraz Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Transplantacji Komoérek
Krwiotworczych (PPGdsTKK). U pacjentow z rozpoznaniem ALL powyzej 2 roku
zycia allo-HSCT poprzedzona jest frakcjonowanym napromienianiem catego ciala (ang.
fractionated total body irradiation, FTBI) do dawki 12 Gy z ograniczeniem na pola
ptucne do dawki 9 Gy. W uzupetnieniu do FTBI stosuje si¢ etopozyd (ang. etoposide,
VP-16) w jednorazowej dawce 60 mg/kg i.v. U dzieci z ALL w wieku ponizej 2 lat
przygotowanie do przeszczepienia jest przeprowadzane za pomocg busulfanu (ang.
busulphan, Bu) w dawce 1mg/kg/dawke p.o. 4 razy dziennie przez 4 kolejne dni lub Bu
i.v. w dawce od 0,8 do 1,2 mg/kg 4 razy dziennie przez 4 kolejne dni, VP-16 w

jednorazowej dawce 40 mg/kg i.v. i cyklofosfamidu (ang. cyclophosphamid, Cy) w
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dawce 60 mg/kg/dobe i.v. przez kolejne 2 dni. U pacjentow z rozpoznaniem AML,
CML i MDS do kondycjonowania stosuje si¢ Bu w dawce 1mg/kg/dawke p.o. 4 razy
dziennie przez 4 kolejne dni lub Bu i.v. w dawce od 0,8 do 1,2 mg/kg 4 razy dziennie
przez 4 kolejne dni oraz Cy w dawce 60 mg/kg/dobg i.v. przez kolejne 2 dni. Dzieci z
rozpoznaniem MDS dodatkowo otrzymujg melfalan (ang. melphalan, Mel) w dawce
140 mg/m2 1.v. jednorazowo. U wszystkich biorcéw z chorobami rozrostowymi uktadu
krwiotworczego poddanych allo-HSCT od dawcy niespokrewnionego lub czgsciowo
niezgodnego dawcy rodzinnego w ramach kondycjonowania stosowana jest globulina
antytymocytarna (ang. anti-thymocyte globulin, ATG) i.v. w dawce sumarycznej 6-10
mg/kg i.v. w celu deplecji limfocytow T in vivo.

U dzieci z SAA w przypadku transplantacji od pelni zgodnego dawcy
rodzinnego w kondycjonowaniu stosuje si¢ Cy w dawce 50 mg/kg/dobe i.v. przez 4
kolejne dni oraz ATG w dawce sumarycznej 10 mg/kg, natomiast w przypadku
transplantacji od dawcow rodzinnych czeSciowo zgodnych oraz dawcow
niespokrewnionych nalezy uzy¢ fludarabiny (ang. fludarabine, Flu) w dawce 150
mg/m?, Cy w dawce 25 mg/kg/dobe i.v. przez 4 dni i ATG w dawce sumarycznej 10
mg/kg. U pacjentow z niedokrwistoécig Fanconiego (ang. Fanconi anemia, FA) podaje
si¢ niskie dawki Bu w dawce 0,8 mg/kg i.v. 2 razy dziennie przez 2 kolejne dni, Cy w
dawce 10 mg/kg/dobe i.v. przez 4 dni oraz Flu w dawce 35 mg/m? i.v. przez 4 dni oraz
ATG w dawce sumarycznej 10 mg/kg i.v.

W profilaktyce choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus-
host-disease, GVHD) stosuje si¢ cyklosporyne A (ang. cyclosporin A, CsA) od dnia
poprzedzajacego przeszczepienie komorek krwiotworczych, do 60 doby po allo-HSCT
(u pacjentow z ALL i AML, u ktorych material przeszczepowy pochodzit od dawcy

rodzinnego oraz u dzieci z chorobami metabolicznymi), do 80 doby po allo-HSCT (u

-17 -



pacjentow z ALL i AML, u ktorych material przeszczepowy pochodzit od dawcy
niespokrewnionego), do 100 doby po allo-HSCT (u dzieci z CML, MDS, SAA i FA).
Dzieci z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotworczego poddane allo-HSCT od
dawcy niespokrewnionego oraz dzieci z SAA otrzymuja dodatkowo Metotreksat (ang.
methotrexate, MTX) w dawce 10 mg/m? i.v. w 1, 3, i 6 dobie po allo-HSCT oraz
Leucovorin-Calcium 15 mg/m? w dobie 2, 4 i 7. U dzieci z FA w profilaktyce GvHD
poza CsA ma zastosowanie takze mykofenolan mofetilu (ang. mycophenolan mofetil,
MMF).

U dzieci z chorobami metabolicznymi 1 niedoborami odpornosci, uznanymi za
wskazanie do allo-HSCT, kondycjonowanie i profilaktyka GvHD prowadzone powinny
by¢ zgodnie z aktualizowanymi kazdego roku wytycznymi EBMT Inborn Errors
Working Party.

Transplantacj¢, czyli dozylne przetoczenie komorek krwiotwodrczych,
przeprowadza si¢ najczgsciej 48 godzin po zakoficzeniu kondycjonowania, tzn. po
eliminacji z krwi biorcy cytostatykow i/lub ich aktywnych metabolitow zastosowanych
w kondycjonowaniu.

Zrédtem przeszczepianych HSC moze byé szpik kostny (ang. bone marrow,
BM). Od 1994 roku zrodlem komorek uzywanych do transplantacji jest takze krew
komorek jest krew pepowinowa (ang. cord blood, CB) [1]. Obecnie transplantacja
komorek krwiotworczych od dawcy niespokrewnionego (ang. matched unrelated donor
hematopoietic stem cell transplantation, MUD-HSCT) stanowi okoto 60-65%, a od
dawcy rodzinnego (ang. matched sibling donor hematopoietic stem cell transplantation,

MSD-HSCT) 35-40% wszystkich allo-HSCT [2].
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1.2.  Wskazania do transplantacji komorek krwiotwérczych oraz przyczyny jej

niepowodzen u dzieci i mlodziezy

1.2.1. Wskazania do HSCT u dzieci i mlodziezy

Allo-HSCT od dawcow spokrewnionych, a takze niespokrewnionych jest
obecnie w pelni wuznang metoda terapii wielu choréb nowotworowych
i nienowotworowych. W wielu spo$rod okoto 250 choréb rozrostowych
i nierozrostowych allo-HSCT stata si¢ metodg leczenia z wyboru. Wskazania do allo-
HSCT sa wuzasadnione wowczas, gdy wyniki leczenia konwencjonalnego sa
niesatysfakcjonujace, a allo-HSCT znamiennie zwigksza szanse chorego na wyleczenie.
EBMT wyré6znia obecnie 3 kategorie transplantacji komorek krwiotworczych:

1. standardowe (ang. standard; S),

2. wykonywane w ramach kontrolowanych protokotow klinicznych (ang. clinical
option; CO),

3. eksperymentalne (ang. developmental, D) [1,3].

Aktualne wskazania do HSCT u dzieci i miodziezy rekomendowane przez
EBMT Pediatric Diseases Working Party przedstawiono w tabeli 1.2.1. [3]. W oparciu
0 obecnie obowigzujace protokoty terapeutyczne w osrodkach Polskiej Pediatrycznej
Grupie ds. leczenia Biataczek i Chloniakoéw, Polskiej Pediatrycznej Grupie ds. Guzow
Litych oraz zgodnie z zaleceniami EBMT, wskazania do allo-HSCT podlegaja

modyfikacji przez PPGdsTKK.

-19-



Tabela 1.2.1. Wskazania do transplantacji komoérek krwiotworczych u dzieci i
mlodziezy rekomendowane przez EBMT Pediatric Diseases Working Party

(Ljungman i in. Bone Marrow Transplant 2006; 37 (5): 439-449)

Transplantacja
Rozpoznanie Stopien . Transplantacja
. allogeniczna .
Zaawansowania autologiczna
MSD MUD MMUD
CR1 niskiego ryzyka
CR1 ki « GNR GNR GNR GNR
sokiego ryzyka
w govzy S Cco GNR S
CR1 bardzo wysokiego
AML S S co GNR
ryzyka
S S S S
CR2
Cco D D GNR
>CR2
CR1 niskiego ryzyka GNR GNR GNR GNR
ALL CR1 wysokiego ryzyka S Cco Cco GNR
CR2 S S co co
>CR2 S S co co
faza przewleklta S S D D
CML
faza zaawansowana S S D GNR
CR1 niskiego ryzyka GNR GNR GNR GNR
NHL CR1 wysokiego ryzyka Cco Cco GNR Cco
CR2 S S co co
HD CR1 GNR GNR GNR GNR
| wznowa, CR2 CoO D GNR S
MDS S S D GNR
PIERWOTNE
NIEDOBORY S S S NA
ODPORNOSCI
TALASEMIE S Cco GNR NA
NIEDOKRWISTOSC
SIERPOWATO — S Cco GNR NA
KRWINKOWA
FA S S Cco NA
B-DA S Cco GNR NA
MPS | (Z.HURLER) S S co NA
MPS | (HURLER-SCHEIE) GNR GNR GNR NA
MPS VI (MAROTEAUX-LAMY) (e{6] Cco CcoO NA

CO — leczenie w ramach kontrolowanego protokotu klinicznego,
D — leczenie eksperymentalne,

GNR - brak rekomendaciji,

NA — nie ma zastosowania,

S - leczenie standardowe.
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Tabela 1.2.1. cd Wskazania do transplantacji komorek krwiotworczych u dzieci i
mlodziezy rekomendowane przez EBMT Pediatric Diseases Working Party

(Ljungman i in. Bone Marrow Transplant 2006; 37 (5): 439-449)

OSTEOPETROZA S S S NA
INNE CHOROBY
GNR GNR GNR GNR
SPICHRZENIOWE
CHOROBY
GNR GNR GNR co

AUTOIMMUNOLOGICZNE

GUZY ZARODKOWE GNR GNR GNR Cco

wysokiego ryzyka,

MIESAK EWINGA D GNR GNR S
>CR1
wysokiego ryzyka,
MIESAKI TKANEK MIEKKICH D D GNR CcO
>CR1
NEUROBLASTOMA wysokiego ryzyka Cco GNR GNR S
NEUROBLASTOMA >CR1 Cco D D S
GUZ WILMSA >CR1 GNR GNR GNR CoO
MIESAK KOSCIOPOCHODNY GNR GNR GNR D
GUZY MOZGU GNR GNR GNR CO

CO - leczenie w ramach kontrolowanego protokotu klinicznego,
D — leczenie eksperymentalne,

GNR — brak rekomendaciji,

NA — nie ma zastosowania,

S - leczenie standardowe.
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1.3. Kondycjonowanie przed transplantacja komorek krwiotwoérczych

1.3.1. Napromienienie calego ciala

Napromienianie calego ciata (ang. total body irradiation, TBI) jako cze$¢
procedury transplantacyjnej stosowane jest odkad w 1951 r Lorenz i wsp. wykazali, ze
dozylne podanie komoérek szpiku zapewnia odnowe krwiotworzenia po uprzednim jego
zniszczeniu przez napromienienie [3]. W TBI jako zroédlo promieniowania stosuje si¢
aktualnie = akcelerator  liniowy. TBI ma  najskuteczniejsze  dzialanie
przeciwnowotworowe sposrod wszystkich innych czynnikéw stosowanych w
kondycjonowaniu, odgrywajac szczegdlng rol¢ w niszczeniu komoérek nowotworowych
znajdujacych si¢ w fazie Gg, komodrek opornych na chemioterapi¢ oraz komorek
zasiedlajacych tzw. sanktuaria onkologiczne (mdzg, gonady). Poza tym TBI ma réwniez
bardzo dobry efekt immunosupresyjny. TBI stosowane w skojarzeniu z wysokimi
dawkami cytostatykdéw, poprawia skuteczno$¢ dzialania przeciwnowotworowego [4, 5].
Poczatkowo pacjenci leczeni TBI otrzymywali calg nalezng dawke promieniowania w
ciagu jednego dnia. Ze wzgledu na czesto obserwowane objawy wczesnej toksycznos$ci
narzadowej (gléwnie ze strony ptuc pod postacig tzw. idiopatycznego srodmigzszowego
zapalenia ptuc, ang. idiopathic interstitial pneumonia, 11P), TBI zostalo zastapione
przez frakcjonowane napromienianie catego ciala (ang. fractionated total body
irradiation, FTBI), w ktorym podawane s3 dwie dawki dziennie w odstepach
conajmniej 6 godzinnych przez conajmniej 3 dni do dawki sumarycznej 12 Gy [6], z
ograniczeniem na pola ptucne do 9 Gy [7, 8]. Zmniejszylo to ryzyko IIP z 70% do 4-
37% [8-10]. Zaobserwowano, iz prawdopodobienstwo wznowy choroby nowotworowej

maleje wraz ze wzrostem dawki promieniowania (TBI bylo prowadzone w zakresie
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dawek od 10 Gy do 16 Gy), ale jednocze$nie narastajg objawy toksycznoSci
narzagdowych. Podatno$¢ tkanki na uszkadzajace dziatanie napromienienia jest tym
wicksza, im wicksza jest aktywno$¢ proliferacyjna tworzacych ja komorek. We
wczesnym okresie po FTBI obserwuje si¢ uszkodzenie szpiku kostnego w postaci
ostrego surowiczego zapalenia szpiku, zanik elementow morfotycznych szpiku za
wyjatkiem komorek plazmatycznych i1 makrofagow [11]. W obrebie przewodu
pokarmowego szczegéOlnie narazone sg $luzowki (najbardziej jelita cienkiego), co
klinicznie manifestuje si¢ nudno$ciami, wymiotami, utrata taknienia, zmianami
zapalnymi jamy ustnej, dolegliwosciami bélowymi w zakresie jamy ustnej i brzucha,
wodnistg biegunka [12-18]. Inne wczesne powiktania po FTBI obejmuja uogdlniony
rumien skoéry oraz wypadanie wioséw [16], VOD [19, 20], zapalenie S§linianek
przyusznych [8] oraz ,,zespdt sennosci” (bole glowy, nudnosci ospatos¢) [21, 22].
Natomiast do najczgstszych pdznych powiktan po FTBI naleza: zahamowanie wzrostu,
bezptodnos¢, niedoczynno$¢ tarczycy, zwtdknienie ptuc, zaCma oraz wtdrne nowotwory

(gtownie osteochondroma) [23-26].

1.3.2. Chemioterapia mieloablacyjna

Busulfan (Bu) nalezy do grupy lekéw alkilujacych. Do komorki dostaje si¢ na
drodze dyfuzji biernej. Na drodze hydrolizy, w §rodowisku wodnym, odszczepiane sg
od busulfanu grupy metylosulfonianowe. Powstte jony karbonowe alkilujg ni¢ DNA
poprzez ztamanie pojedynczych nici kwasu DNA. Odbywa si¢ to poprzez tworzenie
czterowgglowych, dwuguaninowych wigzan krzyzowych z resztami guaninowymi
DNA. Busulfan jest metabolizowany w watrobie po potaczeniu z glutationem w reakcji

katalizowanej przez S-transferaz¢ glutationowa. Wydalanie leku w 98% odbywa si¢ z
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moczem (przede wszystkim w postaci metabolitow). Dawka mieloablacyjna busulfanu
wynosi 16 mg/kg [27-29]. Wczesne objawy toksyczno$ci po zastosowaniu busulfanu
obejmujg: uszkodzenie skory (rumien, obrzek, pecherze, ztluszczanie naskorka),
uszkodzenie watroby (VOD, zwlaszcza w dawkach przekraczajacych 16 mg/kg m.c.),
powiktania neurologiczne (uogolnione drgawki).

Treosulfan (Trs) jest pro-lekiem, strukturalnym analogiem busulfanu. Jest on
aktywowany na drodze nieenzymatycznej do postaci posredniej 1,2-epoxy-3,4-
butanediol-4-metanosulfonu w temperaturze 37°C i pH 7,4. PO Odszczepienie 2 moli
kwasu metanosulfonowego od 1,2-epoxy-3,4-butanediol-4metanosulfonu powstaje
L(+)-diepoksybutanu, ktory jest aktywnym metabolitem doprowadzajacym do
uszkodzenia nici DNA [30]. 25% do 90% treosulfanu ulega wydaleniu przez nerki w
postaci niezmienionej [31]. Po zastosowaniu treosulfanu mozna obserwowac
toksyczno$¢ narzadowa, przede wszystkim ze strony przewodu pokarmowego
(zapalenie bton $luzowych jamy ustnej, biegunka) i skory (nasilony $wiad skory,
rumien, zluszczanie naskorka, hiperpigmentacja) oraz kwasicg metaboliczna.

Melfalan (Mel) jest dwufunkcyjnym zwigzkiem alkilujagcym. Karboniowe
zwigzki posrednie, utworzone przez grupy bis-2-chloroetylowe, alkiluja poprzez
kowalencyjne ich zwigzanie z atomami azotu, w czasteczce guaniny w nici DNA co
prowadzi do zahamowania podziatéw komorkowych. Od 5% do 15% podanej dawki
melfalanu jest wydzielane przez nerki. Maksymalna tolerowana dawka wynosi 200
mg/mz, jesli melfalan jest jedynym stosowanym cytostatykiem 1 140 mg/mz, jezeli
podawany jest w skojarzeniu z innymi lekami przeciwnowotworowymi. Wczesne
powiktania, ktére moga wystgpi¢ podczas podawania melfalanu obejmuja: nudnosci,
wymioty, reakcje nadwrazliwos$ci ze strony skory i uktadu oddechowego oraz przewodu

pokarmowego (zapalenie bton §luzowych jamy ustnej) i watroby (VOD). W potaczeniu
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Z busulfanem zwigksza ryzyko rozwoju VOD. Odleglym nastepstwem po zastosowaniu
melfalanu jest uszkodzenie mig¢$nia sercowego oraz zwtdknienie ptuc [32- 34].

Cyklofosfamid (Cy) jest pro-lekiem nalezagcym do grupy lekow alkilujgcych
z grupy oksazafosforyn. Cyklofosfamid ulega aktywacji pod wpltywem cytochromu
P450 do 4-hydroksycyklofosfamidu. Dziatanie przeciwnowotworowe Cy wywieraja
cytotoksyczne metabolity, ktore indukujg proces apoptozy poprzez tworzenie wigzan
krzyzowych z niémi DNA. Dzialanie to nie jest specyficzne dla fazy cyklu
komorkowego. Lek poza wlasciwo$ciami przeciwnowotworowymi, wykazuje takze
dzialanie immunosupresyjne. Maksymalna, tolerowana dawka leku wynosi okoto 200
mg/kg. Metabolity, w tym m.in. akroleina, oraz cz¢$§¢ niezmetabolizowana
cyklofosfamidu wydzielane sa z moczem przez nerki i moga uszkadzaé: drogi
moczowo-ptciowe, powodujac krwotoczne zapalenie pecherza moczowego, obrzek
Sciany pecherza, krwawienie podsluzowkowe, zapalenie $rédmigzszowe ze
zwloknieniem $ciany pecherza, niewydolno$¢ nerek, nieodwracalne zaburzenia
spermatogenezy, a takze serce wywolujac nadkomorowe zaburzenia rytmu, nieswoiste
zmiany odcinka ST 1 zalamka T, zapalenie osierdzia, niewydolno$¢ krazenia oraz
watrobg prowadzac do VOD oraz zespotu Budd-Chiariego [35-37].

Etopozyd (VP-16) jest potsyntetyczng pochodng epipodofilotoksyny. Hamuje
topoizomerazg 11, ktora bierze udziat w syntezie DNA. Lek dziala gléwnie w fazie G2
cyklu komoérkowego i powoduje zahamowanie metafazy. Konsekwencjg jest
zahamowanie podzialu komorki w fazie profazy (mate dawki) lub liza komorek
wchodzacych w faze mitozy (wysokie dawki). Maksymalna dawka VP-16 wynosi okoto
2400 mg/mz. Metabolizowanie etopozydu odbywa si¢ w watrobie 1 polega na jego
glukuronizacji. Okoto 40-70% leku jest wydzielane przez nerki z moczem, z czego

okoto 60% w postaci niezmienionej. Wczesne objawy toksycznoSci obejmuja:
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niedoci$nienie t¢tnicze, nadci$nienie tetnicze, tachykardie, skurcz oskrzeli, nudnosci,
wymioty 1 zaczerwienienie skory. Inne objawy niepozadane to: wysypka, ztuszczanie
skory okolicy dtoni i1 stop, zmiany naciekowe w obregbie paznokci oraz podraznienie
skory okolicy odbytu, czuciowe neuropatie obwodowe [38, 39].

Tiotepa (TT) nalezy do s$rodkow alkilujacych. Jest pochodng N,N',N'-
trietylenofosforamidu, wieloczynnym $rodkiem cytotoksycznym zwigzanym pod
wzgledem chemicznym 1 farmakologicznym z iperytem azotowym. Dziatanie tiotepy
odbywa si¢ poprzez uwolnienie rodnikow imin etylenowych, w wyniku czego, dochodzi
do rozerwania wigzan DNA. Tiotepa ulega metabolizmowi w watrobie, a jej metabolity
wykryto w moczu w ciggu 1 godziny po wlewie. Tiotepa ulega desulfuryzacji
oksydacyjnej w uktadzie enzymatycznym cytochromu P450: CYP2B 1 CYP3A do
glownego czynnego metabolitu trietylenofosforamid. Wszystkie wykryte metabolity:
trietylenofosforamid, monochlorotepa i tiotepa-kwas merkapturanowy sg wydalane z
moczem. Wydalanie tiotepy i trietylenofosforamidu z moczem jest niemal catkowicie
zakonczone odpowiednio po 6 1 8 godzinach. Wczesne powiktania, ktéore moga
wystapi¢ podczas podawania tiotepy obejmuja nudno$ci, wymioty, reakcje

nadwrazliwos$ci ze strony skory i uktadu oddechowego [36].

14. Kaskada krzepniecia

1.4.1. Zewnatrz- i wewnatrzpochodna droga krzepnig¢cia

Istniejg dwie drogi aktywacji krzepnigcia krwi. Teoria ta zostata po raz pierwszy

sformutowana przez Waalera w 1957 r. [40]. W mysl aktualnych pogladéw droge

zewnatrzpochodng indukuje odstoniecie czynnika tkankowego (ang. tissue factor, TF),
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ktory jest kofaktorem czynnika VIla. Czynnik ten znajduje si¢, m.in. w komorkach
srodbtonka naczyn mikrokrgzenia $ledziony, w komorkach nabtonka pecherzykow
phucnych, komoérkach nabtonka kiebuszkow nerkowych [41]. TF odstonigty na skutek
uszkodzenia komorek §rodblonka np. przez uraz, zabieg operacyjny aktywuje kaskade
krzepnigcia. Uwolnione pod wplywem roznych czynnikéw endotoksyny: czynnik
martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor, TNF), interleukina-1 (IL-1), czy tez
dopetniacz, szczegdlnie jego sktadnik C5a moga aktywowac droge zewnatrzpochodng
ukltadu krzepnigcia [42-45]. Na podobnej drodze jak endotoksyna sa w stanie
aktywowa¢ uktad krzepnigcia, mukopolisacharydy btony komoérkowej bakterii. Ponadto
TF moze by¢ tez obecny na komoérkach nowotworowych [46]. Uszkodzenie $rédbtonka
umozliwia potaczenie si¢ czynnika VII z jego kofaktorem — TF — i wytworzenie przy
wspotudziale jonéw wapnia i fosfolipidow proteolitycznie aktywowanego kompleksu
[47]. Aktywacja kompleksu TF/VIla moze réwniez odbywac si¢ pod wplywem
aktywnych czynnikow krzepnigcia, takich jak: [Xa, Xa, VIla [48]. Kompleks TF/VIIa
aktywuje czynnik IX, ktory wraz z aktywnym czynnikiem VIIla, jonami wapnia
i fosfolipidami tworzy kompleks zwany tenazg. Zadaniem tenazy jest aktywacja
czynnika X, ktéry w obecno$ci czynnika Va i fosfolipidow powierzchniowych tworzy
kolejny kompleks, zwany protrombinaza. Protrombinaza przeksztatca protrombing do
trombiny. Trombina rozszczepia czasteczki fibrynogenu na monomery fibryny
1 fibrynopeptydy A 1 B. Monomery fibryny polimeryzuja, tworzac ztogi fibryny.

Droge wewnatrzpochodng rozpoczyna aktywacja czynnika XII wskutek
kontaktu czynnika z uszkodzonymi tkankami bogatymi w kolagen badZz w usiarczone
biatka. Czynnik Xlla przeksztatca prekalikreing w kalikreing, ktéra rowniez zwrotnie

moze aktywowa¢ czynnik XII. Czynnik XIIa aktywuje czynnik XI, a ten czynnik IX.
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Aktywny czynnik IX aktywuje podobnie jak entaza czynnik X, co w konsekwencji

prowadzi do wytworzenia wtoknika.

Uktad wewnatrzpochodny

l
Ga Cas)

Uktad zewnatrzpochodny @ .

VII > Vila l @

X > Xa
Protrombina l > Trombina
Va ~
Fibrynogen 4 > Fibryna
XIlIa l
Skrzeplina — Polimeryzacja

Ryec. 1.4.1. Kaskada krzepnigcia (rysunek wlasny w oparciu o: Broze GJ Jr. Tissue
factor pathway inhibitor and the current concept of blood coagulation. Blood

Coagul Fibrinolysis. 1995; 6: 7-13)
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1.4.2. Uklad biatka C

Uktad biatka C tworzg: biatko C (ang. protein C, PC), trombomodulina (ang.
thrombomodulin, TM), s$rodbtonkowy receptor dla biatka C (ang. endothelial cell

protein C receptor, EPCR) i biatko S (ang. protein S, PS).

1.4.2.a. Bialko C (ang. protein C, PC)

PC nalezy do witamino K—zaleznych biatek o masie czasteczkowej 62000 D,
produkowanych przez watrobe, komorki $rédblonka i1 keratynocyty. Stezenie PC w
surowicy zdrowego noworodka oraz u niemowlat do 4-6 miesigca zycia wynosi 35 (17-
53) U/dL, a nastgpnie wzrasta do poziomu spostrzeganego u zdrowych osob dorostych,
tj. 96 (64-128) U/dL [49]. Czas pottrwania tego biatka wynosi od 7 do 10 godzin [50].
PC jest produkowane w postaci nieaktywnej i ulega konwersji w posta¢ aktywna — (ang.
activated protein C, APC) pod wplywem trombomoduliny. APC wraz ze swoim
kofaktorem - biatkiem S sg inhibitorami czynnika Va i VIIla i po$rednio wptywaja na
zmniejszenie produkcji trombiny. Trombina stymuluje przeksztalcanie si¢ fibrynogenu
we witoknik po odszczepieniu fibrynopeptydéw A i B. APC utatwia rowniez uwalnianie
tkankowego aktywatora plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator, t-PA) oraz
inaktywuje inhibitory tkankowego aktywatora plazminogenu (inhibitor of tissue
plasminogen activator, PAI-1 i PAI-3) [51]. W badaniach na zwierzgtach
zaobserwowano, ze APC hamuje uwalnianie TNFa 1 inne cytokiny oraz hamuje
migracj¢ leukocytow w tkance ptucne;j. [52]. W warunkach fizjologicznych inhibitorem

PC jest biatko PCI (ang. inhibitor of protein C) oraz al—antytrypsyna (al1-AT) [51].

-29.



1.4.2.b. Bialko S (ang. protein S, PS)

PS jest glikoproteing zalezng od witaminy K i wystepuje we krwi w 2 formach:
wolnej (30%) 1 zwiazane] z biatkiem uktadu dopetniacza C4bBP (70%). Tylko postac
wolna PS pelni role kofaktora reakcji przeksztatcenia nieaktywnej postaci PC w APC.
PS posiada cztery istotne dla prawidlowego funkcjonowania ukladu krzepnigcia
regiony: region kwasu y—karboksyglutaminowego (Gla), region TSR (ang. thrombin
sensitive region), region EGF (ang. epidermal growth factor) i region SHBG (ang. sex
hormon binding globulin). Biatko S wiaze APC w regionie Gla, TSR i EGF, a biatko

C4bBP w regionie SHBG [53-55].

1.4.2.c. Trombomodulina (ang. thrombomodulin, TM)

TM jest glikoproteing przezbtonowa, gtéwnie komorek srodblonka tetnic, zyt i
naczyn wlosowatych. Wytwarzana jest przez $rddbtonek mikrokrazenia ptuc, plytki
krwi, monocyty i neutrofile. TM ma mase¢ czasteczkowa 75 000 D i sktada si¢ z 557
aminokwaséw podzielonych na 5 domen, z czego trzy to domeny zewnatrzkomodrkowe,
czwarta to cze$¢ przezblonowa, natomiast pigta stanowi krotkg czes¢
wewnatrzkomorkowa zwang ,,ogonem” cytoplazmatycznym. Pod wpltywem wielu
czynnikow dochodzi do odigczania zewnatrzblonowego fragmentu TM. Jest ona
okreslana jako frakcja rozpuszczalna TM (ang. soluble thrombomodulin, sTM). TM
zmienia wlasciwosci trombiny z pro- na przeciwzakrzepowa. Trombina po potgczeniu z
trombomoduling traci powinowactwo do fibrynogenu, staje si¢ natomiast aktywatorem

biatka C [50, 51].
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. B

AKTYWOWANE
BIALKO C BIALKO C

\\__

TROMBINA INAKTYWACJA KRZEPLI NA

CZYNNIK Va i VIIIa W

Ryec. 1.4.2. Uklad bialka C (rysunek wlasny w oparciu o: Esmon CT. The Protein C

Pathway. Chest. 2003; 124: 26-32.)

1.4.3. Opornos$¢ na aktywowane bialko C (ang. activated protein C

resistance, APCr), mutacja genu czynnika V

Oporno$¢ na aktywowane biatko C (ang. activated protein C resistance,
APCr), czyli opornos¢ czynnika V na antykoagulacyjne dziatanie APC jest najczestsza
wrodzong trombofilig i dotyczy w Polsce 12% chorych z zakrzepica przed 45 rokiem
zycia [56]. Czynnik V syntetyzowany jest w watrobie, powstaje takze w monocytach,
makrofagach 1 megakariocytach. Czas jego biologicznego pottrwania wynosi 12 godzin.
Czynnik V przeksztatcany jest przez trombing w forme¢ aktywng (czynnik Va). Czynnik
V podlega trombino-zaleznej aktywacji i APC-zaleznej inaktywacji. Potaczenie
trombiny z czynnikiem V w obszarze domeny B w regionach Arg709, Arg1018 oraz

Arg 1545 skutkuje powstaniem postaci aktywnej - czynnika Va. Czynnik Va jest
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heterodimerem, sktadajacym si¢ z dwdch ramion: ciezkiego o masie 105 000 D oraz
lekkiego o masie 71000 D, polgczonych ze sobg wigzaniem niekowalencyjnym.
Czynnik Va wraz z czynnikiem Xa oraz jonami wapnia tworzy kompleks
protrombinazy, ktorego zadaniem jest przeksztalcanie protrombiny w trombing.
Czynnik Va poza aktywnoscig prokoagulacyjng, petlni rowniez funkcje
antykoagulacyjng (APC-zalezng). Proteoliza czynnika Va do czynnika Vi pod wptywem
APC, odbywa si¢ po potaczeniu APC z czynnikiem Va w pozycjach Arg306, Arg506
oraz Arg679 tancucha cigzkiego czynnika Va. Inaktywacja czynnika Va po zwigzaniu z
nim APC w pozycji Arg679 nie odgrywa istotnej roli w fizjologii. Rolg czynnika Va
jest réwniez inaktywacja czynnika VIIla do czynnika VIIIi, co jest inicjowane
potaczeniem APC z czynnikiem Va w pozycji Arg 506 1 powstaniem czynnika Vac,

ktory inaktywuje czynnik VIlla—Ryc. 1.4.3.a. [57].

Argﬂ()ﬂ ArgS{)H
1 1 F—FvL \

m

_ X
PROCOAGULANT -
Ca2+ Caz+
A3
FVa FVi
promotes prothrombin activation inactive
Arg709 Arg1018 Arg‘lb’lb
eV I l
A1 A2 B a3 [Ele8
FVL—II
Ar 508
= APC
?
ANTICOAGULANT
| B P C [c2
FV..

Stimulates APC-mediated inactivation of FVilla

Ryc. 1.4.3.a. Prokoagulacyjna oraz antykoagulacyjna rola czynnika V (Rosendorff
A, Dorfman DM. Activated Protein C Resistance and Factor V Leiden. Arch

Pathol Lab Med. 2007; 131: 866-871)
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APCr u ponad 90% pacjentow spowodowana jest punktowa mutacja genu
czynnika V na chromosomie | (mutacja Leiden). Dziedziczenie mutacji Leiden jest
autosomalne dominujace. Mutacja genu czynnika V (Leiden) dotyczy od 2% do 10%
rasy kaukaskiej. Najczesciej spotykana na Cyprze, w poludniowej Szwecji, Niemczech
oraz Arabii Saudyjskiej oraz wsrdd spotecznosci zydowskiej w Izraelu. Niespotykana
natomiast w Afryce oraz w populacji chinskiej 1 japonskiej. W 90% przypadkow
mutacji Leiden, defekt polega na zastgpieniu argininy w pozycji 506 tancucha ciezkiego
czynnika V glutaming, efektem czego jest opornos¢ na proteoliz¢ pod wptywem APC
oraz zachowanie przez czynnik V aktywnosci prokoagulacyjnej. Dodatkowo wytaczony
zostaje mechanizm inaktywacji czynnika VIIla przez czynnik Vac. Najczestszymi
objawami mutacji Leiden sg zakrzepowe zapalenie zyt glebokich i powierzchownych
konczyn dolnych oraz zakrzepica w miejscach nietypowych: zyle gtéwnej dolnej, zyle
wrotnej, zylach watrobowych. Okoto 10% przypadkéw ze stwierdzong APCr, nie jest
nosicielami mutacji genu czynnika V Leiden, tylko innego defektu: mutacja genu

protrombiny, czynnika V Cambridge, Liverpool i innego [57].
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BRAK INAKTYWACII

SKRZEPLINA

Ryc. 1.4.3.b. Mutacja genu czynnika V (Leiden) (rysunek wlasny w oparciu o:

Rosendorff A, Dorfman DM. Activated Protein C Resistance and Factor V Leiden.

Arch Pathol Lab Med. 2007; 131: 866-871)

1.5. Wybrane wczesne powiklania transplantacji komorek krwiotworczych

W okresie okototransplantacyjnym (od poczatku kondycjonowania do 100 doby
po transplantacji) w nastepstwie kondycjonowania dochodzi do wielu nieuniknionych
zaburzen homeostazy, w tym homeostazy immunologicznej, takich jak mieloablacja,
immunosupresja z uposledzong odpowiedziag komoérkowa i humoralng, tzw. burza
cytokinowa (uwalnianie I1L-6, IL-8, TNF-a, leukotriendw i tromboksandéw) oraz
uszkodzenie $rodbtonkow, z nastgpowa aktywacja kaskady krzepnigcia 1 uktadu
dopetiacza. Na skutek powyzszych zaburzen moga rozwing¢ si¢ nizej wymienione,
zagrazajace zyciu powiktania [19, 52, 58-61]: zespo6l niedroznosci zyl watrobowych

(ang. veno-occlusive disease, VOD), mikroangiopatia zakrzepowa (ang. thrombotic
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microangiopathy, TAM), zespot przesigkania wlosniczek (ang. capillary leak syndrome,
CLS), a w konsekwencji rowniez zespdt niewydolnosci wiclonarzadowej (ang.

multiorgan dysfunction syndrome, MODS).

1.5.1. Zespot okluzji naczyn zylnych (ang. veno-occlusive disease, VOD)

VOD wystepuje wsrdd 5% do 39% pacjentow pediatrycznych po allo-HSCT.
Obserwowany najczesciej w pierwszych 4 tygodniach po allo-HSCT [62]. Smiertelno$é
w VOD wynosi od 10% do 90% [19].

VOD charakteryzuje si¢ niedrozno$ciag drobnych naczyn wewnatrzwatrobowych,
co jest nastepstwem uszkodzenia komorek srodblonka zatok zylnych oraz drobnych zyt
watrobowych przez FTBI oraz toksyczne metabolity lekow zastosowanych w
kondycjonowaniu. Metabolizm chemioterapeutykow zastosowanych w terapii
mieloablacyjnej odbywa si¢ przede wszystkim przy udziale cytochromu P-450, ktory
zlokalizowany jest w strefie 3 zrazikdw watrobowych. Niedostateczny przeptyw przez
drobne naczynia wewnatrzwatrobowe sprzyja uszkodzeniu uktadu enzymatycznego P-
450. Uszkodzeniu temu sprzyja rowniez gromadzenie si¢ toksycznych metabolitow
chemioterapeutykow w strefie 3 zrazikow watrobowych. Uszkodzone komorki
srodbtonka aktywuja wykrzepianie w $wietle zatok zylnych oraz drobnych zyt
watrobowych, poprzez odstonigcie zlokalizowanego podsrodblonkowo TF oraz
uwalnianie TNFa [20]. Dalszemu zwezaniu $wiatla naczyn zylnych watroby sprzyja
uwalnianie z uszkodzonych $rodbtonkéw endotelin, ktore zwezajg §wiatto watrobowych
naczyn krwiono$nych oraz pobudzaja agregacje plytek krwi [63]. Uposledzony
przeptyw przez zyly watrobowe prowadzi w konsekwencji do hepatomegalii,

nadci$nienia wrotnego oraz innych powiktan, takich jak: zespot watrobowo-nerkowy,
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krwawienie z goérnego odcinka przewodu pokarmowego, zespdl niewydolnosci
wielonarzadowej [20].

Wsrod czynnikow ryzyka VOD wymienia si¢: wiek (czg¢sciej wsrod biorcow
HSC ponizej 5 roku zycia) [19, 62], zaawansowang chorobe nowotworowa u biorcy
HSC (druga i kolejne remisje choroby nowotworowej) [19], radioterapi¢ watroby biorcy
HSC w okresie przedtrasplantacyjnym [19, 20], podwyzszone poziomy aminotransferaz
w okresie przedtransplantacyjnym u biorcy HSC [20], marskos$¢ watroby biorcy HSC w
okresie przedtransplantacyjnym [19, 20], zastosowanie w leczeniu gemtuzumabu
ozogamicyny w okresie przedtransplantacyjnym [19], HSCT z nastgpujacych wskazan:
osteopetroza, limfohistiocytoza hemofagocytarna, adrenoleukodystrofia, neuroblastoma
[19], allo-HSCT od w petni zgodnego i czgsciowo zgodnego dawcy niespokrewnionego
[19], transplantacj¢ haploidentyczng [19], druga i kazda kolejng allo-HSCT [19],
mieloablacyjng terapi¢ kondycjonujaca oparta na Bu [19, 62, 64], Bu + CY [62, 65],
TBI [19, 20], allo-HSCT, dla ktorej zrodtem komorek jest BM [20], reaktywacje
cytomegalowirusa (ang. cytomegalovirus, CMV) po allo-HSCT [20], stosowanie lekow
o0 dziataniu hepatotoksycznym po allo-HSCT (ketokonazolu, CsA, MTX, amfoterycyny
B, wankomycyny, acykloviru) [20].

W leczeniu przyczynowym VOD stosuje si¢ Defibrotide w dawce 4 x 10 mg/kg
m.C W potaczeniu z heparyng lub bez niej. Bardzo wazne jest postepowanie objawowe,
ktore obejmuje restrykcje ptynowe, stosowanie lekow diuretycznych (Furosemid,
Dopamina), substytucj¢ albumin, podawanie lekow analgetycznych, odbarczenie jamy
otrzewnej, jamy optucnej, hemodializg, chirurgiczne wytworzenie krazenia obocznego i

ewentualnie transplantacj¢ watroby [20].
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Dziatania majace na celu zapobiezenie wystgpieniu VOD oraz dziatania

diagnostyczne w VOD szczegotowo opisano w rozdziale 3.5.1.

1.5.2. Mikroangiopatia skojarzona z HSCT (ang. transplantation-

associated microangiopathy, TAM)

Czesto$¢ wystepowania TAM wynosi od 4% do 13% [19]. Pierwsze
doniesienie na temat TAM, w 1980 roku, pojawito si¢ krétko po tym jak po raz
pierwszy zastosowano CsA w profilaktyce GvHD. Smiertelnos¢ ksztattuje sie od 12%
do 85%. Niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi s3: wczesny poczatek (do +120
doby po allo-HSCT), stosowanie CsA lub takrolimusu, wyktadniki niewydolnosci nerek
oraz objawy neurologiczne w przebiegu TAM.

Wymienia si¢ nastepujace czynniki ryzyka TAM: pte¢ zenska, allo-HSCT od
dawcy niespokrewnionego oraz transplantacje haploidentyczne, immunosupresj¢ z
zastosowaniem CsA lub Takrolimusu, FTBI, GvHD, infekcje (wirusowe, grzybicze)
[19].

Cecha charakterystyczng TAM jest gromadzenie si¢ wewnatrznaczyniowo
agregatow pltytkowych, otoczonych czynnikiem von Willebranda (vWF), o
nieprawidlowej strukturze 1 wielkosci budujacych go multimetrow tzw. unusually large
vWF (ULvWF). ULvWF ma wigksze powinowactwo do glikoproteiny 1b-1X-V na
powierzchni ptytek krwi. Sprzyja to tworzeniu si¢ agregatow plytkowych [66, 67]. Poza
tym w osoczu pacjentow TAM obserwowano podwyzszony poziom tkankowego
aktywatora plazminogenu, interleukiny 1 i 6, receptora dla interleukiny 2 i TNF [68].

Zasady diagnostyczne oraz terapeutyczne sstosowane w TAM przedstawiono

szczegdtowo w rozdziale 3.5.2.
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1.5.3. Zespol przesiakania wlosniczek (ang. capillary leak syndrome, CLS)

CLS powstaje na wskutek uszkodzenia $rodbtonkow mieloablacyjng terapig
kondycjonujaca. Czesto$¢ wystepowania po allo-HSCT dotychczas nie zostata ustalona
(w pojedynczych doniesieniach nawet u 20% biorcéw allo-HSCT). Objawy kliniczne
wynikajg z ucieczki pltyndw przez uszkodzony srodbtonek do przestrzeni
miedzykomodrkowej 1 obejmuja: przyrost masy ciala >3% w ciagu 24 godzin oraz
uogoblnione obrzgki (wodobrzusze, ptyn w oplucnej oraz w osierdziu). Warunkiem
rozpoznania jest wystapienie powyzszych objawow w pierwszych 15 dniach po HSCT.
Szczegdlnym ryzykiem obarczeni sa pacjenci przygotowywani do HSCT FTBI oraz
biorcy MUD. Smiertelno$é jest wysoka, bowiem CLS szybko ewoluuje w kierunku

zespolu niewydolnos$ci wielonarzadowej [20].

1.5.4. Powiklania infekcyjne po HSCT

Okres okotoprzeszczepowy, to ze wzgledu na mieloablacje 1 immunosupresje
wywotang kondycjonowaniem, a takze immunosupresyjny efekt profilaktyki GvHD, to
czas szczegolnej podatnosci pacjenta na zakazenia wirusowe, grzybicze i bakteryjne,
ktore w przypadku tych dwoéch ostatnich moga przebiega¢ pod postacia zagrazajace]
zyciu posocznicy. Dodatkowo ryzyko infekcji rosnie w zwigzku z toksycznym
uszkodzeniem blon §luzowych jamy ustnej 1 przewodu pokarmowego przez FTBI 1/lub
megachemioterapi¢ oraz przerwaniem cigglosci powlok skornych w nastepstwie
instalacji centralnego cewnika zylnego. Ryzyko wystgpienia zakazen po HSCT jest
wypadkowg zaburzen réznych mechanizmoéw odpornosci przeciwzakaznej i zmienia si¢

w czasie po HSCT, a w kolejnych tygodniach po zabiegu tworzy r6zne konstelacje. W
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pierwszym okresie tj. do okoto 30 dnia po HSCT, kiedy szpik podejmuje funkcje
krwiotworzenia, pacjenci przede wszystkim predysponowani s3 do zakazen
bakteryjnych (gléwnie Gram dodatnich). Wynika to w pierwszym rze¢dzie z braku
granulocytow obojetnochtonnych, uszkodzenia blony §luzowej jamy ustnej 1 przewodu
pokarmowego oraz przerwania ciggtosci powlok skérnych i stosowania centralnego
dostepu zylnego. U pacjentéw leczonych z powodu GvHD wysokimi dawkami
kortykosteroidow, czasami takze w potaczeniu z ATG, powazny problem stanowig
rowniez zakazenia grzybicze [69]. Drugi okres, po podjeciu przez szpik czynnosci
krwiotworzenia tj. w 2 1 3 miesigcu po HSCT, normalizuje si¢ liczba granulocytow
obojetnochlonnych, funkcje cytotoksycze i zdolno$¢ do fagocytozy wracajag do normy
(zazwyczaj okoto 100 doby po przeszczepieniu). llos¢ komorek NK we krwi 2-3
miesigce po HSCT u wigkszo$ci pacjentow jest prawidtlowa. W okresie tym
utrzymujacy si¢ gleboki niedobor odpornosci komoérkowej i1 humoralnej sprzyja
wystepowaniu zakazen wirusowych, zwlaszcza spowodowanych CMV oraz zakazen
grzybiczych. Najczesciej zakazenie CMV ma charakter reaktywacji wcze$niej
przebytego zakazenia. U okoto 5% biorcow allo-HSCT pomimo stosowanej profilaktyki
(Acyklovir) oraz wczesnego leczenia (Gancyklovir, Foscavir, Cidofovir) rozwija si¢
jawna choroba CMV, ktéra moze manifestowac si¢ srodmigzszowym zapaleniem ptuc,
zapleniem watroby, zapaleniem btony §luzowej przewodu pokarmowego, zapaleniem
mozgu [70-72]. W trzecim okresie, po uplywie 100 dni od HSCT na status
immunologiczny maja wplyw przede wszystkim: tempo rekonstytucji w zakresie linii B
1 T komorkowej oraz obecno$¢ cGvHD. Nieprawidlowy stosunek limfocytow CD4+ do
CD8+ sprzyja zakazeniom wirusowym, zwlaszcza wywolywanym przez wirus ospy
wietrznej 1 poétpasca. Dodatkowo spostrzegany niedobor niektorych podklas

immunoglobulin (IgG2 i 1gG4) predysponuje do infekcji bakteriami otoczkowymi

-39-



(Streptococcus pneumoniae i Haemofilus influenzae). Przyjmuje si¢, ze rekonstytucja
uktadu odpornosciowego po HSCT trwa conajmniej 1 - 2 lata [72].

W okresie od HSCT do podjecia przez szpik krwiotworzenia
charakterystyczna  jest ~ obwodowa  pancytopenia  (anemia,  neutropenia,
trombocytopenia). Konsensus Immunocompromised Host Society definiuje neutropeni¢
jako liczbe leukocytow (ang. white blood count, WBC) ponizej 1000 komérek/mm? lub
liczbe neutrofili ponizej 500 komoérek/mm?®. Goraczke w czasie neutropenii, nhazwang
goraczka neutropeniczng okresla stan podwyzZszonej cieptoty ciata >384C trwajacy
conajmniej 1 godzine lub stan podwyzszonej cieploty ciata >38:C dwukrotnie, w
odstepie 12 godzin lub stan podwyzszonej cieptoty ciata >38,3::C niezaleznie od czasu
jego trwania. Okolo 40% goraczek neutropenicznych stanowi goraczka o nieznanej
etiologii (ang. fever of unknown origin, FUO), czyli goraczka trwajgca ponad 3 dni,
ktorej czynnik patogenetyczny nie zostal ustalony. Goraczka neutropeniczna
przebiegajaca ze stanem podwyzszonej cieptoty ciata >38:C lub obniZonej cieptoty
ciata <36<:C oraz objawami towarzyszacymi, takimi jak: tachykardia, tachypnoe lub
hypokapnia, z dodatnim posiewem krwi nazywamy posocznica. W cig¢zkiej posocznicy
dodatkowo obserwuje si¢ objawy zwigzane z hipoperfuzja (oliguria, hipoksemia,
kwasica metaboliczna). A we wstrzasie septycznym hipotensje [73, 74].

Analiza czestosci wystgpowania gorgczki neutropenicznej wérod dzieci po
zabiegu allo-HSCT przez szereg zespolow badawczych m. in. Dell’Orto et al. [75];
Mullen et al. [76]; wskazuje na wystepowanie tego objawu u 100% pacjentow na
pediatrycznych oddziatach transplantacji szpiku kostnego. Wsrod okoto 35% pacjentow
po allo-HSCT obserwuje si¢ FUO, 33% goraczke zwigzang z bakteriemia, 24%
gorgczke, ktorej zrodlem jest zakazony cewnik centralny, 5% goraczke spowodowang

zapaleniem pluc, 3% goraczke innego pochodzenia np. zakazenie drog moczowych

- 40 -



[75]. U ponad 2/3 przypadkdéw dzieci z bakteriemig czynnikiem etiologicznym sg
bakterie Gram dodatnie (Staphylococcus aureus, Strptococcus alpha-hemolyticus). Do
zakazenia nimi dochodzi najczesciej poprzez cewnik centralny, rzadziej przez
uszkodzong blone $luzowg jamy ustnej lub przewodu pokarmowego. Rzadziej
zakazenia wywotuja bakterie Gram ujemne (Escherichia coli, Klebsiella spp.
i Pseudomonas aeruginosa) oraz grzyby (Candida spp; Aspergillus spp.) [74-76]. Czas
wystepowania objawow goraczki neutropenicznej jest najkrotszy wsrdd biorcow HSC z
PB, najdluzszy natomiast u biorcow CB. Czas trwania goraczki neutropenicznej jest
zwigzany z czasem jaki uptynal od zabiegu allo-HSCT a przyjeciem przeszczepionych

HSC i jest on najdtuzszy dla przeszczepow z CB [77-80].

1.5.5. Zespol niewydolnosci wielonarzadowej (ang. multiple-organ

dysfunction syndrome, MODS)

Okoto 4% do 44% biorcéw komorek krwiotworczych wymaga hospitalizacji na
oddziatach intensywnej terapii (ang. pediatric intensive care unit, PICU) [81].
Prawdopodobienstwo przyjecia dziecka do PICU po allo-HSCT obliczono na
33,5£5,4% [82]. Smiertelnos¢ pacjentow pediatrycznych, w PICU, po allo-HSCT
wynosi od 25% do 91% [81] 1 jest wieksza dla pacjentow wymagajacych wentylacji
mechanicznej i wynosi od 83% do 96% [83]. Gtowne przyczyny hospitalizacji w PICU
stanowig: niewydolno$¢ oddechowa (spowodowana najczgsciej zapaleniem ptuc,
ARDS), niewydolnos¢ krazenia, niewydolno$¢ nerek, zaburzenia neurologiczne
(drgawki uogolnione), wstrzas septyczny oraz MODS [84, 85]. MODS jest stanem, w
ktorym dochodzi do niewydolnosci dwoch lub wiecej narzadow/uktadoéw. Zespot ten

obejmuje wystepowanie utrzymujacych si¢ powaznych zaburzen czynnos$ci narzadow u
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0sob w ostrej fazie choroby, z powodu ktorej niemozliwe jest utrzymanie homeostazy
ustrojowej bez interwencji leczniczej. MODS moze pojawi¢ si¢ w przebiegu

posocznicy, VOD, TAM, CLS i innych wczesnych powiktan HSCT [20].

1.6. Przyczyny niepowodzen transplantacji komérek krwiotwoérczych u dzieci

i mlodziezy

Wedtug raportu Center for International Blood and Marrow Transplant Research
z 2005 roku najczestsza przyczyna niepowodzen allo-HSCT u biorcéw z chorobami
rozrostowymi ukladu krwiotworczego jest wznowa choroby podstawowej 1 dotyczy
34% pacjentow po MSD-HSCT oraz 23% po UD-HSCT. Innymi przyczynami
niepowodzen allo-HSCT w tej grupie pacjentéw sa: zakazenia (17% po MSD-HSCT,;
21% po UD-HSCT), GvHD (15% zarowno po MSD-HSCT, jak i po UD-HSCT) oraz
toksyczno$¢ narzadowa zastosowanego kondycjonowania (14% po MSD-HSCT; 15%
po UD-HSCT). Ws$rdod pacjentow 2z rozpoznaniem choroby nierozrostowej
najczestszymi przyczynami niepowodzen allo-HSCT sa: zakazenia, GvHD oraz
powiktania toksyczne. Wedtug raportu EBMT Pediatric Diseases Working Party z 2007
r. w latach 2000-2002 w dniu +100 po transplantacji $miertelno$¢ zwigzana z procedura
transplantacyjng (ang. transplant related mortality; TRM) wynosita 5% po MSD-HSCT,
14% po MUD-HSCT [86]. Wykazano, ze we wczesnym okresie potransplantacyjnym
(to jest do 100 dni po przeszczepieniu) najwicksze ryzyko wystgpienia powiktan allo-
HSCT wystepuje przede wszystkim u dzieci powyzej 10 roku zycia, u ktérych
wykonano zabieg MUD-HSCT oraz u dzieci z zaawansowang chorobg nowotworowg

[61].
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Pomimo nieustannego doskonalenia procedury skuteczno$s¢ HSCT jest nadal
ograniczona, a zatem optymalizacja prep-reg, tj. poprawa jego efektu mieloablacyjnego
i/lub immunosupresyjnego, a w przypadku chorob rozrostowych takze jego efektu
przeciwnowotworowego oraz minimalizacja toksycznos$ci narzadowej, a poprzez to
zmniejszenie $miertelnosci zwigzanej z procedurg transplantacyjng oraz poprawa
efektywnosci 1 odlegtych wynikow allo-HSCT, to podstawowe i1 wcigz aktualne
wyzwanie dla transplantologéw zajmujacych si¢ przeszczepianiem komorek
hematopoetycznych. Idealne kondycjonowanie to takie, ktore wykazywatoby niewielka,
niezagrazajacg zyciu toksyczno$¢ narzagdowa przy jednoczesnie dobrym efekcie
mieloablacyjnym, a w przypadku choréb rozrostowych takze przeciwnowotworowym.
Kondycjonowanie o tzw. zredukowanej intensywno$ci (ang. reduced intensity
conditioning, RIC), tj. niemiecloablacyjne, ktore znajduje zastosowanie zaréwno u
biorcow z chorobami rozrostowymi, jak 1 nierozrostowymi, charakteryzuje si¢
niewielka toksyczno$cig narzadowa, ale nadal powaznym problemem w tej grupie
biorcow pozostaja niepowodzenia HSCT ze wzgledu na wznowe choroby
nowotworowej, ostra 1 przewlekla GvHD oraz powiktania infekcyjne. Znaczacy udziat
w ogoOlnej $miertleno$ci potransplantacyjnej zaréwno powiktan infekcyjnych, jak
1 zwigzanych z toksycznoscig prep-reg oraz udzial wielu czynnikéw krzepnigcia w
patogenezie tych powiktan, w tym PC, PS i TM stanowi o aktualno$ci dziatan dazacych

do zmniejszenia TRM z powodu tych powiktan.
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2. CEL PRACY

2.1.

2.2.

2.3.

Ocena aktywnosci biatka C, stezenia wolnego biatka S oraz stezenia
rozpuszczalnej trombomoduliny przed allo-HSCT oraz we wczesnym okresie
potransplantacyjnym w zaleznoS$ci od: wskazan do allo-HSCT, typu dawcy allo-

HSC, kondycjonowania do allo-HSCT.

Ocena aktywnosci biatka C, stezenia wolnego biatka S oraz stezenia
rozpuszczalnej trombomoduliny u biorcoOw z mikroangiopatia zakrzepowa
(TAM), zespotem przesigkania wlosniczek (CLS), goraczka o nieustalonej
etiologii (FUQO), posocznicg, zespolem niewydolnosci wielonarzadowej

(MODS) we wczesnym okresie po allo-HSCT.

Ocena wystgpowania APCr w okresie przedtransplantacyjnym i jej wplywu na
wystgpowanie potransplantacyjnych powiktan zakrzepowo-zatorowych (VOD,

TAM).
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3. PACJENCI | METODY

3.1. Charakterystyka biorcow komorek krwiotworczych

Do badania wiaczono ogdtem 29 dzieci z chorobami rozrostowymi (n=25;
86,2%) i nierozrostowymi (n=4; 13,8%) w wieku od 1,7 lat do 17,1 lat (mediana 8,9
lat), poddanych allo-HSCT od dawcow rodzinnych oraz niespokrewnionych na
Oddziale Transplantacji Szpiku, Kliniki Onkologii, Hematologii i Transplantologii
Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w
okresie od 1 pazdziernika 2008 do 31 grudnia 2010. Z badania wykluczono niemowleta
ponizej 6 miesigca zycia.

Charakterystyke biorcow w poszczegdlnych grupach omoéwiono w dalszej

czesci rozdziatu.

3.1.1. Charakterystyka biorcow komoérek krwiotwérczych z chorobami

rozrostowymi

Allo-HSCT w okresie od pazdziernika 2008 do grudnia 2010 wykonano u 25
(86,2%) pacjentow z chorobami rozrostowymi w wieku od 1,7 do 17,1 lat (mediana 8,8
lat). W badanej grupie byto 11 (44%) dziewczynek i 14 (56%) chtopcoéw. Szczegdtowa
Charakterystyke biorcow HSC z chorobami rozrostowymi przedstawiono w Tabeli

3.1.1.
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Tabela 3.1.1. Pacjenci z chorobami rozrostowymi poddani allogenicznej

transplantacji komoérek krwiotworczych (n=25; 86,2%)

L.p. Liczba pacjentow
, Dziewczynki 11 (44%)
1 Ple¢ Chtopey 14 (56%)
2 Wiek 8,8 (1,7-17,1) lat
ALL 12 (48%)
AML + sAML 8 (32%)
3 Rozpoznanie BAL 3 (12%)
CML 1 (4%)
HLH 1 (4%)
MSD 12 (48%)
4 Typ dawcy MUD 12 (48%)
Haplo 1 (4%)
5 Zrédlo komérek BM 14 (56%)
krwiotwérczych PB 11 (44%)
6 Dawka komérek CD34+ 4,5 x 10°/kg (1,5-12 x 10°/kg)

ALL — ostra bialaczka limfoblastyczna,

AML — ostra biataczka szpikowa,

SAML — wtorna ostra biataczka szpikowa,

BM - szpik kostny,

BAL — ostra bialaczka bifenotypowa,

CML — przewlekta biataczka szpikowa,

Haplo — dawca haploidentyczny,

HLH — limfohistiocytoza hemofagocytarna,

MSD — rodzenstwo w petni zgodne w uktadzie HLA,

MUD - dawca niespokrewniony w petni zgodny w uktadzie HLA,

PB — krew obwodowa.
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Allo-HSCT wykonano z nastepujagcych wskazan: ostra biataczka
limfoblastyczna (n=12; 48%), ostra biataczka szpikowa (n=8; 32%), ostra bialaczka
bifenotypowa (n=3; 12%), przewlekla biataczka szpikowa (n=1; 4%) oraz
limfohistiocytoza hemofagocytarna (n=1; 4%). Wykonano 12 (48%) MSD-HSCT, 12
(48%) MUD-HSCT oraz 1 (4%) haploidentyczna HSCT. Zrédlem komorek
krwiotworczych u 14 (56%) dzieci byt szpik kostny, u 11 (44%) byta krew obwodowa.
Przeszczepiono 1,5-12 x 10° komérek CD34+/kg masy ciata biorcy (mediana: 4,5 x

10°).

3.1.2. Charakterystyka biorcéw komorek krwiotworczych z chorobami

nierozrostowymi

Od pazdziernika 2008 do grudnia 2010 allo-HSCT wykonano u 4 (13,8%)
pacjentow z chorobami nierozrostowymi w wieku od 4,1 do 17,1 lat (mediana 8,9 lat).
W badanej grupie byty 1 (25%) dziewczynki i 3 (75%) chtopcow. Szczegdtows

charakterystyke pacjentow z chorobami nierozrostowymi przedstawiono w Tabeli 3.1.2.
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Tabela 3.1.2. Pacjenci z chorobami nierozrostowymi poddani allogenicznej

transplantacji komoérek krwiotwoérczych (n=4; 13,8%)

L.p. Liczba pacjentow
, Dziewczynki 1 (25%)
1 Ple¢ Chtopey 3 (75%)
2 Wiek 8,9 (4,1-17,1) lat
3 Rozpoznanie SAA ) 2 (50%)
Adrenoleukodystrofia 2 (50%)
MUD 2 (50%)
4 Typ dawcy MSD 1 (25%)
Haplo 1 (25%)
Zrédio komérek PB 3 (75%)
> krwiotwoérczych BM 0(0%)
CB 1 (25%)
6 Dawka komérek CD34+ 4,6 x 10%/kg (0,6-9 x 10%/kg)

BM — szpik kostny,

CB — krew pgpowinowa,

Haplo — dawca haploidentyczny,

MSD - rodzenstwo w peini zgodne w uktadzie HLA,

MUD - dawca niespokrewniony w peini zgodny w uktadzie HLA,
PB — krew obwodowa,

SAA — ciezka nabyta anemia aplastyczna.

Allo-HSCT wykonano z nastgpujacych wskazan: cigzka nabyta anemia
aplastyczna (n=2; 50%), adrenoleukodystrofia (n=2; 50%). Wykonano 2 (50%) MUD-
HSCT, 1 (25%) MSD-HSCT oraz 1 (25%) haploidentyczng HSCT. Zrédtem komorek
krwiotworczych u 3 (75%) dzieci byta krew obwodowa, u 1 (25%) krew pgpowinowa.

Przeszczepiono 0,6-9 x 10°/kg masy ciata biorcy komoérek CD34+ (mediana: 4,6 x 10°).
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3.2. Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna stosowana przed allogeniczng

transplantacja komorek krwiotworczych

3.2.1.Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna stosowana przed
allogeniczna transplantacja komorek krwiotworczych u pacjentow z

chorobami rozrostowymi

3.2.1.a. Pacjenci, u ktéorych w terapii mieloablacyjno-immunosupresyjnej
przed allogeniczng transplantacja komoérek krwiotworczych zastosowano

frakcjonowane napromienienie calego ciala

Dane dotyczace mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii u dzieci, u ktérych w

terapii mieloablacyjno-immunosupresyjnej przed allo-HSCT zastosowano FTBI

przedstawiono w tabeli 3.2.1.a.
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Tabela 3.2.1.a. Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna z zastosowaniem

frakcjonowanego napromienienia calego ciala (n=9; 36%0)

Skladnik terapii i jego dawka
. Faza Typ VP-16 C
Lp. | Pacjent choroby Dawcy FTBI (mg/kg) (m /)L ) T-
(Gy) g g’y deplecja
Dni przed HSCT] Dzieft przed Dni przed in vivo
P HSCT HSCT
ALL 6x2 1x60
1 WF CR1 MSD (-6)-(-4) -3) - -
, ALL 6x2 1x60
2 PS CR2 MSD (-6)-(-4) -3) - -
ALL 6x2 1x60
3 PP CR2 MSD (-7)-(-5) (-4) - -
ALL 6x2 1x60
4 KK CR1 MSD (-7)-(-5) (-4) -
ALL 6x2 1x60
5 MH CR2 MSD (-7)-(-5) (-4) - -
ATG
ALL 6x2 1x60
6 JP MUD - 4x25
CR1 (-8)-(-6) (-5) ke
ATG
ALL 6x2 1x60
7 MS MUD - 4x25
CR1 (-7)-(-5) (-4) ma/kg
BAL 6x2 1x40 2 x60
8 AK MSD -
CR2 (-7)-(-5) (-4) (-3)-(-2)
ATG
BAL 6x2 1x40 2 x60
9 DG MUD 4x25
CR2 (7(5) (-4) (D |

ALL — ostra biataczka limfoblastyczna,
ATG — globulina przeciwtymocytarna,

BAL — ostra bialaczka bifenotypowa,

CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

Cy — cyklofosfamid,

FTBI — frakcjonowane naswietlanie calego ciata,

MSD - rodzenstwo w petni zgodne w uktadzie HLA,

MUD - dawca niespokrewniony w petni zgodny w uktadzie HLA,

VP-16 — etopozyd.
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3.2.1.b. Pacjenci, u ktérych w terapii mieloablacyjno-immunosupresyjnej
przed allogeniczng transplantacjg komorek krwiotworczych zastosowano

busulfan

Szczegbdtowe dane dotyczace mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii z Bu

przedstawiono w tabeli 3.2.1.b.
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Tabela 3.2.1.b. Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna z zastosowaniem

busulfanu (n=11; 44%)

Skladnik terapii i jego dawka
L.p. Pacjent Faza Typ Bu Cy VP-60 Mel ) o
choroby | dawcy (n_19/ kg) (r_ng/ kg) (”_19/ kg) (mgl m°) T'dEP_|ECJa in
Dniprzed | Dniprzed | Dniprzed | Dniprzed vivo
HSCT HSCT HSCT HSCT
ALL 16x1.1 2x60
1 MC MSD . - - -
CR1 (-9)-(-5) (-3)-(-2)
ATG
ALL 16x 1,2 2x60 1 x40
2 NK MUD ! - 4x25
CR1 B-(5 | @2 | (4 ke
ATG
ALL 16x 1,2 2x60 1 x40
3 SS MUD ! - 3x25
CR2 (95 | @D | (4 nake
AML 16 x 0,95 2x60
4 NG MSD ' - - -
CR1 (-8)-(-4) (-3)-(-2)
AML 16x11 2x60
5 RP MSD ' - - -
CR1 (-8)-(-4) (-3)-(-2)
ATG
AML 16x0,8 2x60
6 IK MUD ' - - 4x25
CR2 8- | (32 ke
ATG
AML 16x 1,2 2x60
7 KR MUD ' - - 4x25
CR2 (8)-(4) | (32 ke
AML 16x 1,2 2x60
8 MW MSD ' - - -
CR1 (-8)-(-4) (-3)-(-2)
ATG
SAML 16x0,8 2x60 100
9 DO MUD ' - 3x25
CR1 (10)-(6) | (54 (-2) malke
ATG
SAML 16x11 2x60 100
10 ZS MUD ' - 3x25
CR1 (8)-(4) | (32 (-2) make
CML 16 x 0,95 2x60
11 DP MSD ' - - -
CpP1 (-8)-(-5) (-3)-(-2)

ALL — ostra bialaczka limfoblastyczna,

AML — ostra biataczka szpikowa,

ATG — globulina przeciwtymocytarna,

BAL — ostra biataczka bifenotypowa,

Bu — busulfan,

CML — przewlekta biataczka szpikowa,

CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

Cy — cyklofosfamid,

FTBI — frakcjonowane naswietlanie calego ciata,
Mel - melfalan

MSD - rodzenstwo w petni zgodne w uktadzie HLA,

MUD - dawca niespokrewniony w peini zgodny w uktadzie HLA,

VP-16 — etopozyd.
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3.2.1.c. Pacjenci, u ktorych w terapii mieloablacyjno-immunosupresyjnej

przed allogeniczng transplantacjg komorek krwiotworczych zastosowano

treosulfan

Szczegdtowe dane dotyczgce mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii z TRS

przedstawiono w tabeli 3.2.1.c.

Tabela 3.2.1.c.

treosulfanu (n=4; 16%)

Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna z zastosowaniem

Skladnik terapii i jego dawka
L.p. - Jednostka Typ
Pacjent TRS Flu TT
chorobowa | Dawcy (g/m?) (mg/m?) (mg/kg) | T-deplecja
Dni przed Dni przed Dni przed in vivo
HSCT HSCT HSCT
ATG
ALL 3x14 5x30
1 HS MUD 3x25
CR1 (-7)-(-5) (D-(-3) ok
ATG
AML 3x14 5x30 2x5
2 AM HAPLO 4x25
CR2 (71)-(5) (7)-(4) (59 | kg
BAL 3x14 5x30 2x5
3 NS MSD
CR2 (-1)-(-5) (-1-(-3) (-4)-(-3)
Campath-
oo | e G| e )
1 mg/kg

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna,

AML — ostra biataczka szpikowa,

ATG — globulina przeciwtymocytarna,

BAL — ostra bialaczka bifenotypowa,

Campath-1H — przeciwciato monoklonalne przeciwko antygenowi CD52,
CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

Flu - fludarabina,

FTBI — frakcjonowane naswietlanie catego ciala,

Haplo — dawca haploidentyczny,

HLH — limfohistiocytoza hemofagocytarna,

MSD — rodzenstwo w pelni zgodne w uktadzie HLA,

MUD - dawca niespokrewniony w petni zgodny w uktadzie HLA,
TRS — treosulfan,

TT — tiotepa.
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3.2.1.d. Pacjent z choroba rozrostowa, u ktérego zastosowano terapie nie-
mieloablacyjna przed allogeniczna transplantacja komorek
krwiotworczych

Szczegoly terapii nie-mieloablacyjnej przedstawiono w Tabeli 3.2.1.d.

Tabela 3.2.1.d. Terapia nie-mieloablacyjna (n=1; 4%)

Skladnik terapii i jego dawka
L.p. . k T
p Pacjent Jednostka yp =
chorobowa | Dawcy u T-deplecja
(mg/rm’) in vivo
Dni przed HSCT
ATG

ALL 5x30
1 JP MUD 4x25
CR1 (-7)-(-3) ma/kg

ALL — ostra bialaczka limfoblastyczna,
ATG — globulina przeciwtymocytarna,
CR1 — pierwsza remisja,

Flu - fludarabina,

MUD - dawca niespokrewniony w petni zgodny w uktadzie HLA.
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3.2.2.

Terapia

mieloablacyjno-immunosupresyjna

stosowana

przed

allogeniczna transplantacja komérek Kkrwiotworczych u pacjentow z

chorobami nierozrostowymi

3.2.2.a. Pacjenci z ciezka nabyta niedokrwistoscig aplastyczng

Terapia immunoablacyjna, ktorag zastosowano u pacjentoéw z SAA przed HSCT

zostala przedstawiona w tabeli 3.2.2.a

Tabela 3.2.2.a. Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna u dzieci z ciezka

nabyta niedokrwistos$cig aplastyczng (n=2; 50%0)

Skladnik terapii i jego dawka
L.p. | Pacjent Typ Flu Cy
dawcy (mg/m?) (mg/kg) T-deplecja in vivo
Dni przed HSCT Dni przed HSCT

ATG

1 AN MSD (_25;(_ (6_2) 4x25
mg/kg

5x30 Campath-1H
2 KBG MUD (7)-(3) - 1 mg/kg

ATG — globulina przeciwtymocytarna,

Campath-1H — przeciwciato monoklonalne przeciwko antygenowi CD52,

Cy — cyklofosfamid,

Flu — fludarabina.
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3.2.2.b. Pacjenci z adrenoleukodystrofia
Zastosowang u pacjentow z ALD terapi¢ mieloablacyjno-immunosupresyjng

przedstawiono w tabeli 3.2.2.b.

Tabela 3.2.2.b. Terapia mieloablacyjno-immunosupresyjna u dzieci z

adrenoleukodystrofia (n=2; 50%0)

Skladnik terapii i jego dawka
L.p. | Pacjent Faza Typ Bu Flu2 TR82 T o
choroby dawcy (n_wg/kg) (mg/m ) (g/m ) (n_1g/kg) T-dep_lec;a in
Dni przed | Dniprzed | Dniprzed | Dniprzed Vivo
HSCT HSCT HSCT HSCT
ATG
1 KT asympto | MUD - (_‘:’6;(_(3_2) (_3’7;(_(1_2) - 4x25
mg/kg
16x1 5x30 2x5 Campath-1H
2 KT asympto Haplo -
ymp PO 1 o) | (o2 (3)(2) |  1mgkg

*asympto — faza asymptomatyczna,

ATG — globulina przeciwtymocytarna,

Campath-1H — przeciwciato monoklonalne przeciwko antygenowi CD52,
Cy — cyklofosfamid,

Flu — fludarabina,

TRS — treosulfan.

3.3.  Kbryteria oceny przyjecia przeszczepu i rekonstytucji krwiotworzenia

Stosowano nizej wymienione kryteria przyjgcia, braku przyjecia lub odrzucenia

przeszczepu:

1. przyjecie przeszczepu (liczba granulocytow obojetnochtonnych > 0,5 x 10%/1

przez 3 kolejne dni i/lub liczba krwinek ptytkowych > 20 x 10%/1 utrzymujaca sie
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przez kolejne 7 dni bez koniecznosci przetoczen koncentratu krwinek
ptytkowych);

2. brak przyjecia przeszczepu — brak wzrostu liczby granulocytow
obojetnochtonnych > 0,5 x 10%/L do conajmniej 28 dnia po transplantacji;

3. odrzucenie przeszczepu — obnizenie si¢ liczby  granulocytow
obojetnochtonnych < 0,2 x 10%/L przez conajmniej 3 kolejne dni po wczesniej

obserwowanych wyktadnikach przyjecia przeszczepu.

3.4. Profilaktyka, rozpoznawanie i wystepowanie choroby przeszczep przeciwko

gospodarzowi (GvHD)

3.4.1. Profilaktyka GvHD

3.4.1.a. Profilaktyka GvHD u pacjentow z chorobami rozrostowymi

poddanych MSD-HSCT

W profilaktyce GvHD stosowano CsA w dwugodzinnym wlewie dozylnym dwa
razy na dobe od dnia poprzedzajacego przeszczepienie komodrek krwiotwoérczych.
Posta¢ dozylng CsA zastepowano postacig doustng po ustgpieniu objawoéw toksyczno-
zapalnych w obrebie przewodu pokarmowego. CsA stosowano do 60 doby po allo-
HSCT u pacjentéow z ALL, AML, BAL, natomiast do 100 doby po allo-HSCT u dzieci z
CML. Utrzymywano poziom CsA od 110 ng/ml do 130 ng/ml.

U wszystkich pacjentow po MSD-HSCT z powodu choréb rozrostowych GvHD

zapobiegano wytacznie przy uzyciu CsA.
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3.4.1.b. Profilaktyka GvHD u pacjentéow z chorobami rozrostowymi

poddanych MUD-HSCT

W profilaktyce GvHD stosowano CsA poczatkowo we wlewie dozylnym, a
nastepnie w postaci doustnej, utrzymujgc jej poziom w zakresie od 130 ng/ml do 150
ng/ml. U pacjentow z ALL, AML, BAL CsA utrzymywano do 80 doby po allo-HSCT,
natomiast u dzieci z HLH do 100 doby po allo-HSCT. Dzieci z chorobami
rozrostowymi  uktadu  krwiotworczego  poddane allo-HSCT od  dawcy
niespokrewnionego otrzymaty dodatkowo MTX w dawce 10 mg/m® iv. w 1, 3, i 6
dobie po allo-HSCT oraz Leucovorin-Calcium 15 mg/m? w dobie 2, 4 i 7.

U wszystkich pacjentow po MUD-HSCT, GvHD zapobiegano podajac CsA 1
MTX. Ponadto w celu uzyskania efektu T-deplecji in vivo u 11 (91,7%) pacjentow
zastosowano ATG w dawce sumarycznej od 7,5 mg/kg do 10 mg/kg. U 1 (8,3%)

pacjenta podano Campath w dawce 1 mg/kg.

3.4.1.c. Profilaktyka GvHD u pacjentéw z chorobami rozrostowymi

poddanych Haplo-HSCT

U pacjenta poddanego Haplo-HSCT w celu uzyskania efektu T-deplecji in vivo

zastosowano ATG w dawce 10 mg/kg. Nie stosowano natomiast immunosupresji w

okresie potransplantacyjnym.
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3.4.1.d. Profilaktyka GvHD u pacjentow z chorobami nierozrostowymi

poddanych MSD-HSCT

Sposrdéd 4 pacjentéw z chorobami nierozrostowymi u 1 wykonano MSD-HSCT.
Byt to pacjent z SAA. W profilaktyce GVHD zastosowano CsA do 100 doby po allo-
HSCT. Utrzymywano poziom CsA od 130 ng/ml do 150 ng/ml. Dodatkowo podano
MTX w dawce 10 mg/m? i.v. w 1, 3, i 6 dobie po allo-HSCT oraz Leucovorin-Calcium
15 mg/m? w dobie 2, 4 i 7. W celu uzyskania efektu T-deplecji in vivo zastosowano

ATG w dawce sumarycznej 10 mg/kg.

3.4.1.e. Profilaktyka GvHD u pacjentéw z chorobami nierozrostowymi

poddanych MUD-HSCT

W badanej grupie profilaktyke GvHD prowadzono przy pomocy CsA do 100
doby po allo-HSCT i MTX w dawce 10 mg/m? i.v. w 1, 3, i 6 dobie po allo-HSCT oraz
Leucovorin-Calcium 15 mg/m? w dobie 2, 4 i 7 (n=1). Jednemu pacjentowi podawano
CsA tacznie z kortykosteroidami. U pacjenta z adrenoleukodystrofig CsA stosowano do
doby +80. Poziom CsA utrzymywano od 130 ng/ml do 150 ng/ml.

Ponadto w celu uzyskania efektu T-deplecji in vivo 1 pacjent poddany MUD-
HSCT otrzymatl dodatkowo ATG w dawce sumarycznej 10 mg/kg, a 1 pacjent

przeciwciatlo monoklonalne anty-CD52 w dawce 1 mg/kg.
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3.4.1.f. Profilaktyka GvHD u pacjentéw z chorobami nierozrostowymi

poddanych Haplo-HSCT

Pacjent przed Haplo-HSCT w celu uzyskania efektu T-deplecji in vivo otrzymat

przeciwcialo monoklonalne anty-CD52 w dawce 1 mg/kg. Nie stosowano natomiast

immunosupresji w okresie potransplantacyjnym.

3.4.2. Rozpoznawanie aGvHD

Stopien nasilenia aGvHD, w skali 0-1V°, oceniano wedlug kryteriow

zaproponowanych przez Glucksberga i wsp. [87], a zmodyfikowanych przez Deega

i wsp. [88].

Tabela 3.4.2. Ocena nasilenia aGvHD wg Gluksberga i Deega

Zajgcie,poszczegélnych Laczny stopien nasilenia aGvHD
narzadow
Narzad Objawy Natezenie | Stopien | I° | II° | III° | TV®
rumien skory
< 25% 1+ X | X
(% pow. ciala) 5%
rumied skory 25-50% | 2+ | X|X| X | X
Skoéra (% pow. ciata)
rumien skory
> 50% 3+ X | X | X
(% pow. ciata) °
zhuszczanie skory 4+
biegunka (ml/dzien) > 500 1+ X
p 5d pok biegunka (ml/dzien) > 1000 2+ X X
rZewod pokarmowy biegunka (ml/dzien) > 1500 3+ X | X
b6l brzucha i niedroznos$¢ 4+ X
bilirubina (mg/dl) 2,0-3,0 1+ X
Watrob bilirubina (mg/dl) 3,1-6,0 2+ X X
atroba bilirubina (mg/dl) 6,1-150| 3+ X | X
bilirubina (mg/dl) >15 4+ X
Pogorszenie 1+ X
Stan ogolny Pogorszenie 2+ X
Pogorszenie 3+ X
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3.4.3. Wystepowanie aGvHD

Ostrg chorobe przeszczep przeciwko gospodarzowi obserwowano u 58,6% (n=17)
biorcow komorek krwiotworczych. Manifestacje aGvHD ze strony skory obserwowano
u 17 (58,6%) pacjentow (I°, n=2; II°, n=11; III°, n=4; IV°, n=0 ). Objawy ze strony
przewodu pokarmowego wystepowaly u 4 (23,5%) pacjentow z aGvHD (I°, n=1; II°,
n=0; III°, n=3; IV®, n=0). U 1 sposrod 17 (5,9%) pacjentow z aGvHD obserwowano
wyktadniki zajecia watroby (I°, n=1; II°, n=0; III°, n=0; IV°, n=0). Stopien nasilenia

aGvHD ze strony poszczegdlnych narzadow przedstawia Tabela 3.4.3.a.

Tabela 3.4.3.a. Wystepowanie aGVHD wg Gluksberga i Deega w badanej grupie

(n=17; 58,6%)

CHOROBY ROZROSTOWE

Zajecie Stopien nasilenia aGvHD

poszczefgolnych Ll.czbe? I I e Ve

narzadow Pacjentow

Skéra 16 1 11 4 0
(94,1%) (5,9%) (64,7%) (23,6%)

Przewéd 4 1 0 3 0

pokarmowy (23,6%) (5,9%) (17,6%)

Watroba L L 0 0 0
(5,9%) (5,9%)

CHOROBY NIEROZROSTOWE

Zajecie Stopien nasilenia aGvHD
poszczefgélnych L i_CZbe’I o I e Ve
narzadow Pacjentow

1 1 0

i 0 0
Skora GI%) | (5.9%)
Przewéd 0 0 0 0 0
pokarmowy
0 0 0

Watroba 0 0
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Objawy aGvHD ze strony jednego narzadu docelowego (skory) wystepowaty u 17
(100%) pacjentow z aGvHD. Objawy z 2 lub 3 narzadéw docelowych jednocze$nie
obserwowano u 5 (29,4%) pacjentow z aGvHD. Po uwzglednieniu stopnia zajecia
poszczegbdlnych narzadow, aGvHD 1° dotyczyta 11 (64,7%) pacjentow, II° 3 (17,6%)
pacjentow, I1I° 3 (17,6%) pacjentow, IV® 0 pacjentow.

aGvHD obserwowano u pacjentow, u ktorych allo-HSCT wykonano z
nastepujacych wskazan: ALL (n=10/12; 83,3%), AML (n=1/6; 16,7%), SAML (2/2;
100%), BAL (n=2/3; 66,7%), CML (n=1/1; 100%), limfohistiocytoza hemofagocytarna

(N=0/1; 0%), SAA (n=1/2; 50%), ALDX (n=0/2; 0%) — Tabela 3.4.3.b.

Tabela 3.4.3.b. Wystepowanie aGvHD w zaleznos$ci od wskazan do HSCT (n=17;

58,6%0)
Wskazanie do Lt Stopien nasilenia aGvHD
HSCT ., I° I° Ir1° Ive
Pacjentow
Choroby
rozrostowe 16 (64%) | 10 (40%) | 3 (12%) 3 (12%) 0
(n=25)
Choroby
nierozrostowe 1 (25%) 1 (25%) 0 0 0
(n=4)
Ogolem 17 (100%) | 11 (64,7%) | 3 (17,6%) 3 (17,6%) 0

aGVvHD - ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi,

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwérczych.
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3.5. Zapobieganie, rozpoznawanie, i leczenie wczesnych powiklan zwiazanych z

toksycznoscig procedury transplantacyjnej oraz uszkodzeniem Srédblonkow

Powiktaniom toksycznym po mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii

kondycjonujacej, zapobiegano zgodnie z wytycznymi EBMT [20].

3.5.1. Zapobieganie oraz klasyfikacja toksyczno-zapalnemu uszkodzeniu

blon $luzowych jamy ustnej i przewodu pokarmowego

Przed rozpoczegciem kondycjonowania stosowano sanacje uzgbienia. Od okoto
doby -14 przed HSCT zalecano ptukanie jamy ustnej 0,1% roztworem chlorheksydyny.
Do mycia zgbow stosowano jatowe gaziki do czasu wzrostu liczby granulocytow
obojetnochtonnych powyzej 1,0 x 1071,

Pacjentom otrzymujacym MTX w profilaktyce GvHD, w celu zapobiezenia
toksycznemu uszkodzeniu blon §luzowych jamy ustnej i przewodu pokarmowego, po 24
godzinach od podania kazdej kolejnej dawki MTX (doby: +1, +3, +6), podawano
Calcium leukovorin (doby: +2, +4, +7). W sytuacjach znacznego, toksycznego
uszkodzenia bton $luzowych jamy ustnej wywolanego kondycjonowaniem,
odstgpowano od kolejnych dawek MTX.

Leki doustne zastgpowano ich odpowiednikami podawanymi dozylnie, u
pacjentow, u ktorych w zwigzku z istniejgcymi zmianami toksycznymi przewodu
pokarmowego, wystepowaty trudnosci w potykaniu oraz dolegliwosci bolowe.
Stosowano nienarkotyczne lub narkotyczne srodki przeciwbolowe w statym wlewie

dozylnym celem tagodzenia dolegliwosci bolowych.
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Ponadto zmianom toksyczno-zapalnym w obrebie przewodu pokarmowego
zapobiegano stosujgc dekontaminacje oraz podajac leki zobojetniajgce nadmiar kwasu
solnego w soku zotagdkowym oraz modyfikowano sposob odzywiania chorego w

zaleznosci od fazy leczenia i obserwowanych objawow.

3.5.2. Zapobieganie nudnosciom i wymiotom

Antagoni$ci receptora 5-HT, najcze$ciej ondansetron, w dawce 5 mg/mz/dawkq
co 6 do 8 godzin byly stosowane, w celu zapobiezenia nudno$ciom i wymiotom

obserwowanym podczas kondycjonowania.

3.5.3. Zapobieganie krwotocznemu zapaleniu p¢cherza moczowego

Krwotocznemu zapaleniu pegcherza moczowego zapobiegano u pacjentow, u
ktérych w kondycjonowaniu stosowano cyklofosfamid, podajac mesne, we wlewie
dozylnym, w dawce 160% dawki cyklofosfamidu. Ponadto stosowano obfite
nawadnianie organizmu (3000 ml/m%dobe) i wymuszanie diurezy (100-250

ml/m?/godz.) przy uzyciu furosemidu.

3.5.4. Zapobieganie, rozpoznawanie i wystepowanie VOD w badanej grupie

3.5.4.a. Profilaktyka VOD

Profilaktyke VOD prowadzono poprzez monitorowanie poziomu antytrombiny

IIT 1 jej substytucje w razie spadku aktywnos$ci ponizej 75% normy. W profilaktyce
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VOD stosowano rowniez dozylny staty wlew heparyny w dawce 100 U/kg m.c./dzien
pod kontrolg badan koagulologicznych oraz liczby ptytek krwi. Wlew przerywano, gdy
liczby plytek krwi obizyla sie do 30 x 10%l. Ponadto stosowano kwas

urodeoksycholowy w dawce 600-900 mg/dobe.

3.5.4.b. Kryteria diagnostyczne VOD

Rozpoznanie VOD stawiano na podstawie ponizszych kryteridw:

1. Seattle - stwierdzenie w ciggu 20 od allo-HSCT 2 lub wigcej nastepujacych

objawow: hiperbilirubinemia >2mg/dl, hepatomegalia lub bol w prawej okolicy

podzebrowej, przyrost masy ciata >2% [20].

2. Baltimore - stwierdzenie w ciggu 21 od allo-HSCT hiperbilirubinemii

>2mg/dl oraz 2 lub wigce] nastgpujacych objawodw: hepatomegalia lub bol w

prawej okolicy podzebrowej, wodobrzusze, przyrost masy ciata >5% [20].

W diagnostyce VOD pomocne byto badanie ultrasonograficzne jamy brzuszne;.
Stwierdzenie uposledzonego lub wstecznego przeplywu w zylach watrobowych

potwierdzato rozpoznanie VOD.

3.5.4.c. Wystepowanie VOD w grupie badanej

W badanej grupie nie stwierdzono VOD.
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3.5.5. Rozpoznawanie, leczenie i wystepowanie TAM w badanej grupie

3.5.5.a. Kryteria diagnostyczne TAM

TAM diagnozowano w oparciu o Kryteria zaproponowane przez Ruutu i wsp:
1. wykladniki anemii hemolitycznej (>4% schistiocytow w rozmazie w krwi
obwodowej, obnizony poziom hemoglobiny, obnizony poziom haptoglobiny,
podwyzszony poziom dehydrogenazy mleczanowej), 2. matoptytkowos$¢, 3. goraczka o
nieznanej etiologii, 4. wyktadniki niewydolnos$ci nerek, 5. objawy neurologiczne [89].
W zaleznosci od obserwowanych objawow klinicznych TAM oraz nieprawidlowosci w
badaniach laboratoryjnych wyrdzniano:
Stopien 1: wyktadniki anemii hemolitycznej bez innych objawow klinicznych,
Stopien 2: wyktadniki anemii hemolitycznej oraz poziom kreatyniny przekraczajacy od
1 do 3 razy norme,
Stopien 3: wykladniki anemii hemolitycznej oraz poziom kreatyniny przekraczajacy >3
razy norme,
Stopien 4: wykladniki anemii hemolitycznej oraz niewydolno$¢ nerek wymagajaca

dializoterapii lub objawy encefalopatii [19].

3.5.5.h. Leczenie TAM

W leczeniu TAM stosowano: zastgpienie CsA lub takrolimusu, stosowanych w

profilaktyce GvHD, mykofenolanem mofetilu oraz infuzj¢ Defibrotide w dawce 4 x 10

mg/kg m.c. [20, 89].
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3.5.5.c. Wystepowanie TAM w grupie badanej

TAM obserwowano wsrdd 3 z 29 (10,3%) pacjentow. Wsrod pacjentow z TAM,
zabieg allo-HSCT byt wykonany w drugiej remisji BAL (n=2) oraz pierwszej remisji
ALL (n=1). U 2 pacjentow (1. dziewczynka w wieku 6 lat, 2. chlopiec w wieku 15 lat)
przeszczepiono szpik kostny od MSD (dawka przeszczepianych komorek
krwiotworczych CD34+ wynosita 5,7 x 10°%/kg oraz 2,7 x 10°/kg masy ciata biorcy). U 1
dziecka (dziewczynka w wieku 10 lat) przeszczepiono komorki z krwi obwodowej od
MUD (dawka przeszczepianych komorek krwiotwérczych CD34+ wynosita 7 x 106/kg
masy ciata biorcy). Do allo-HSCT wszyscy pacjenci przygotowywani byli za pomoca
FTBI oraz VP-16. Dwdch pacjentow dodatkowo otrzymato Cy. Przed MUD-HSCT,
celem T-deplecji in vivo podawano ATG i.v. W profilaktyce GvHD stosowano: CSA po
MSD-HSCT, CsA oraz MTX po MUD-HSCT. TAM zdiagnozowano w +18, +33 oraz
+36 dobie po HSCT. W przebiegu TAM cechy niewydolnosci nerek stwierdzono u 2
pacjentow, objawy neurologiczne natomiast u 1 pacjenta. Wlew CsA przerwano u
wszystkich pacjentéw. U 2 pacjentow po odstawieniu CsA, wiaczono MMF. U 1
pacjenta natomiast wiagczono FK506, ktory nastepnie ze wzgledu na progresj¢ objawow
TAM, zastgpiono mykofenolanem mofetilu. Dodatkowo u wszystkich pacjentow
zastosowano Defibrotide (10 mg/kg co 6 godzin). W wyniku zastosowanego leczenia u
2 pacjentow stwierdzono ustgpienie objawow klinicznych TAM, u 1 pacjentki natomiast

obserwowano ewaluacj¢ TAM w MODS i zgon (doba + 78) — Tabela 3.5.5.c.
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Tabela 3.5.5.c. TAM w badanej grupie (n=3; 10,3%)

. . TAM
. . Kondycjonowanie Zastosowane
Pacjent | Rozpoznanie | Faza | Typ dawcy ) . doba po .
i T-deplecja leczenie
HSCT
1 WF ALL CR1 MSD FTBI, VP-16 18 CsA—MMF
Defibrotide
2 AK BAL CR2 MSD FTBI, VP-16, Cy 33 CSA_'\)/IFI\IA(;%_’
Defibrotide
FTBI, VP-16, Cy, CsA—MMF
3 DG BAL CR2 MUD ATG 36 Defibrotide
ZGON

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna,

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

BAL - ostra biataczka bifenotypowa,

Cy — cyklofosfamid,

CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

CsA - cyklosporyna A,

FTBI — frakcjonowane naswietlanie catego ciala,
FK 506 — takrolimus,

MMF — mykofenolan mofetilu,

MSD - w pelni zgodny dawca rodzinny,

MUD - w petni zgodny dawca niespokrewniony,

VP-16 — etopozyd.
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3.5.6. Rozpoznawanie, leczenie i wystepowanie CLS w badanej grupie

3.5.6.a. Kryteria diagnostyczne oraz leczenie CLS

Rozpoznanie CLS stawiano na podstawie nastepujgcych objawow klinicznych:
przyrost masy ciata >3% w ciagu 24 godzin oraz uogdlnione obrzeki (wodobrzusze,
ptyn w optucnej oraz w osierdziu). Warunkiem rozpoznania CLS bylo wystapienie
powyzszych objawow w pierwszych 15 dniach po HSCT. W leczeniu stosowano

kortykosteroidy [20].

3.5.6.b. Wystepowanie CLS w badanej grupie

CLS obserwowano u 3 (10,3%) dzieci (2 dziewczynki w wieku 6,5 oraz 14,6 lat,
1 chlopiec w wieku 16,5 lat), u ktorych allo-HSCT wykonano z powodu SAML (n=2)
oraz AML (n=1). 3 pacjentom przeszczepiono MUD-HSC pochodzace z PB (dawka
przeszczepianych komorek krwiotworczych CD34+ wynosita 6,4 x 10°, 9 x 10° oraz 9,4
x 10%/kg masy ciata). W przygotowaniu do HSCT u dzieci z SAML zastosowano Bu, Cy
oraz Mel, natomiast u dziecka z AML Bu i Cy. W profilaktyce GvHD stosowano CsA
oraz MTX. U wszystkich dzieci podano ATG w celu T-deplecji in vivo. CLS
zdiagnozowano w +2, +11 oraz +11 dobie po HSCT. W leczeniu stosowano
metylprednizolon w dawce 2 mg/kg oraz forsowano diurez¢. Zaobserwowano
ustgpienie objawow CLS po zastosowanym leczeniu u wszystkich trzech pacjentow —

Tabela 3.5.6.b.
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Tabela 3.5.6.b. CLS w badanej grupie (n=3; 10,3%)

. . CLS
. . Kondycjonowanie Zastosowane
Pacjent | Rozpoznanie | Faza | Typ dawcy i T-deplecia doba po leczenie
Pl HSCT

1 DO SAML CR1 MUD Bu, Cy, Mel, ATG 2 .

Metyprednizolon
2 IK AML CR2 MUD Bu, Cy, ATG 11 Metyprednizolon
3 ZS sAML CR1 MUD Bu, Cy, Mel, ATG 11 Metyprednizolon

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

AML — ostra biataczka szpikowa,

SAML - wtorna ostra biataczka szpikowa,

Bu — busulfan,

CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

Cy — cyklofosfamid,

Mel — melfalan,

MUD - w petni zgodny dawca niespokrewniony.
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3.6. Zapobieganie, rozpoznawanie, leczenie oraz wystepowanie powiklan
infekcyjnych po allogenicznej transplantacji komérek krwiotworczych w badanej

grupie

3.6.1. Zapobieganie powiklaniom infekcyjnym po allogenicznej

transplantacji komorek krwiotworczych

Zakazeniom u biorcéw komorek krwiotworczych zapobiegano stosujac nizej
wymienione metody i $rodki:

1. rozpoznanie zrodet endogennych zakazen oraz ich leczenie;

2. sanacja uzebienia przed HSCT;

3. profilaktyczne stosowanie trymetoprymu-sulfometoksazolu, antybiotykow

przeciwgrzybicznych i acyklowiru lub - w uzasadnionych sytuacjach -

gancykloviru;

4. podaz dozylnych preparatow poliwalentnych immunoglobulin w dawkach

niezbednych do utrzymania osoczowego stezenia gammglobulin na poziomie

> 500 mg/dl;

5. $rodki o dzialaniu niszczacym bakterie, grzyby i wirusy stosowane miejscowo

do pielegnacji bton §luzowych i powtok skérnych;

6. gotowane positki;

7. od dnia ok. -10 do dnia, w ktérym liczba granulocytow przekroczy warto$é

0,5 x 10%1, lecz nie krécej jak do dnia +25, sterylna bielizna oraz sterylizacja

przedmiotoéw, z ktérymi kontaktuje si¢ pacjent;
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8. od dnia -4 lub -3 do dnia, w ktérym liczba leukocytow przekroczyta wartosé
1,5 x 10%1, a liczba granulocytéw 0,5 x 10%I, umieszczanie pacjenta w sali z
laminarnym przeplywem powietrza oczyszczonym przez filtry absolutne;

9. przetaczanie wylacznie ubogoleukocytarnego (filtrowanego)

I napromieniowanego koncentratu krwinek czerwonych i krwinek ptytkowych;
10. jeden raz w tygodniu posiewy mikrobiologiczne oraz badania molekularne w
kierunku zakazenia CMV, a u pacjentow, u ktorych zastosowano w
kondycjonowaniu T-deplecje in vivo takze w kierunku wirusa Epstein-Barr (ang.

Epstein-Barr virus, EBV) i adenowirusa (ang. adenovirus, ADV).

3.6.2. Rozpoznawanie powiklan infekcyjnych po allogenicznej

transplantacji komorek krwiotworczych

Goraczke neutropeniczng rozpoznawano, gdy w okresie neutropenii stwierdzano
stan podwyzszonej cieploty ciala >38%C trwajacy conajmniej 1 godzing lub stan
podwyzszonej cieploty ciata >38::C obserwowano dwukrotnie, w odstepie 12 godzin
lub stwierdzano stan podwyzszonej cieptoty ciata >38,3<:C niezaleznie od czasu jego
trwania.

Gdy czynnik patogenetyczny goraczki trwajacej ponad 3 dni nie zostat ustalony,
rozpoznawano FUO.

Posocznice diagnozowano, gdy: podwyzszonej cieptocie ciata >38::C lub
obnizonej cieptocie ciata <36::C, towarzyszyty: tachykardia, tachypnoe lub hypokapnia
oraz w badaniu mikrobiologicznym uzyskano dodatnie posiewy krwi. [90].

Wstrzas septyczny rozpoznawano, gdy posocznicy towarzyszyla hipotensja i

zaburzenia przeplywu tkankowego, pomimo naleznego wypelnienia lozyska
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naczyniowego, przy czym utrzymanie naleznych warto$ci cisnienia tetniczego
wymagato stosowania lekow inotropowych lub obkurczajacych naczynia [90].

W celu ustalenia etiologii powiktan infekcyjnych po HSCT przeprowadzano
diagnostyke mikrobiologiczng materiatu pochodzacego z: krwi i innych plynoéw
ustrojowych, wymazu z gornych drog oddechowych, plwociny, popluczyn oskrzelowo-
phucnych, pltynu moézgowo-rdzeniowego, katu, wymazu z rany, koncéwki cewnika
centralnego. Procedura diagnostyki mikrobiologicznej u pacjentéw w neutropenii, przy
podejrzeniu zakazenia krwi, obejmowala pobranie 2 probek krwi w odstepach 1-
godzinnych, z 2 roéznych miejsc wklucia. U pacjentdéw z zatozonymi cewnikami
centralnymi, u ktoérych podejrzewano zakazenie pochodzenia odcewnikowego,
obowigzywala zasasda jednoczesnego pobrania krwi z cewnika centralnego oraz z
wktucia obwodowego [91-94].

Do identyfikacji zakazen grzybiczych stuzyly: hodowla, testy serologiczne
(galaktomannan) oraz badania molekularne metoda reakcji tancuchowej polimerazy
(ang. polymerase chain reaction, PCR) (Apergillus-PCR, Candida-PCR i inne), ktore
byly wykonywane w sytuacjach mogacych nasuwa¢ podejrzenie zakazenia grzybiczego
[91-94].

Monitorowanie zakazen wirusowych wykonywano w oparciu 0 badanie PCR:
jeden raz w tygodniu w kierunku CMV, co dwa tygodnie w kierunku EBV, ADV. U
pacjentow, u ktorych zastosowano w kondycjonowaniu T-deplecj¢ in Vvivo
monitorowanie reaktywacji zakazenia EBV 1 ADV odbywato si¢ raz w tygodniu.
Diagnostyke reaktywacji zakazenia BKV przerowadzano w momencie wystgpienia
objawéw krwotocznego zapalenia pecherza moczowego [20, 71, 72].

W diagnostyce powiktan infekcyjnych po HSCT wykorzystywano dodatkowo

badania laboratoryjne: CRP (norma CRP <0,5 mg/dl), PCT (PCT ponizej 0,5 u
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pacjentow z goragczka neutropeniczng sugerowala, ze etiologia goraczki jest
nieinfekcyjna lub goraczka wywotana jest infekcjg wirusowa lub grzybicza lub jest we
wczesnej fazie infekcji bakteryjej. PCT miedzy 0,5 a 2 wskazywata na infekcje o
charakterze lokalnym lub bakteriemie, powyzej 2,0 na posocznice lub wstrzgs
septyczny) oraz badania obrazowe (zdjg¢cia rentgenowskie, badania ultrasonograficzne,

tomografia komputerowa) [74, 75].

3.6.3. Leczenie powiklan infekcyjnych po allogenicznej transplantacji

komérek krwiotworczych

U pacjentdow w fazie aplastycznej po allo-HSCT leczenie FUO obejmowato
antybiotykoterapi¢ w postaci monoterpii, ktora zarezerwowana byta dla pacjentow w
dobrym stanie ogdlnym z neutropenig miedzy 100-1000/mm?® oraz w postaci terapii
skojarzonej, dla pacjentow z neutropenia ponizej 100/mm?® bez wzgledu na stan ogdlny
oraz w zlym stanie ogdlnym z neutropenia miedzy 100-1000/mm®. W monoterapii
znajdowaly zastosowanie: penicyliny antypseudomonasowe, cefalosporyny III generacji
oraz karbapenemy, za$§ w terapii skojarzonej: aminoglikozydy w polaczeniu z
cefalosporyng III generacji lub penicyling antypseudomonasowa lub karbapenemem
oraz glikopeptydy tj. wankomycyna, teikoplanina. W przypadku zakazenia bakteriami
Gram dodatnimi opornymi na glikopeptydy, alternatywe terapeutyczng stanowit
oksazolidynon (linezolid). Zakazenia grzybicze leczono zgodnie z rekomendacjami
przedstawionymi przez Marchetti O; et al [95]. Ogdlny schemat leczenia pacjentow z

FUOQ przedstawia Ryc. 3.6.3. [94, 96-100].
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FUO

A\
|
| :

Neutropenia ponizej 100/mm?>
lub 100-1000/mm?
w ztym stanie ogolnym

l

l Terapia skojarzona

[ Weryfikacja po 48 godzinach ] Weryfikacja po 48 godzinach

w dobrym stanie ogdlnym

l

[ Monoterapia

[ Neutropenia 100-1000/mm?>

terapii terapii

N N

[ Goraczka nadal ] [ Bez goraczki ] [ Bez goraczki ] [ Goraczka nadal ]

| | ! !

_ ] _ . Kontynuacja Zmiana antybiotyku/
Zmiana antybiotyku zgodnie z Kontynuacja leczenia jak Rozwazy¢ glikopeptyd
o : leczenia jak
wynikiem badania dotychczas
mikrobiologicznego lub dotychczas
dotaczy¢ aminoglikozyd
Weryfikacja po 72
l godzinach terapii
Weryfikacja po 72
godzinach terapii
[ Goraczka nadal ] [ Bez goraczki ] [ Bez goraczki ] [ Goraczka nadal ]
R v alik tvd Kontynuacja
zowazyc glikopepty leczenia jak [ Rozwazyc terapie przeciwgrzybiczg ]
l dotychczas

[ Weryfikacja po 96 godzinach terapii -
Rozwazyc¢ terapie przeciwgrzybiczg ]

Ryec. 3.6.3. Ogolny schemat leczenia pacjentéow z FUO (rysunek wlasny w oparciu

0: [94; 96-100])
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W leczeniu reaktywacji CMV stosowano gancyklovir w dawcy 2 x 5
mg/kg/dobe przez 14 dni. Terapi¢ gancyklovirem kontynuowano przez 7 kolejnych dni,
gdy w kontrolnym badaniu CMV-PCR w 12 dobie terapii nie uzyskano negatywizacji
antygenéow wirusa CMV. Brak negatywizacji antygendéw wirusa CMV po 21 dniach
terapii gancyklovirem, byto wskazaniem do wlagczenia leczenia foscavirem w dawce 2 x
60 mg/kg/dobe. U pacjentow z chorobg cytomegalowirusowa stosowanoo gancyklovir
w dawce 2 x 5 mg/kg/dobe lub foscavir w dawce 3 x 60 mg/kg [20, 71].

Reaktywacje¢ EBV leczono rytuksymabem jednorazowo w dawce 375 mg/mz.
Terapi¢ rytuksymabem kontynuowano w sytuacji braku negatywizacji EBV-DNA w
kontrolnym badaniu PCR lub w przypadku wystapienia potransplantacyjnej choroby
limfoproliferacyjnej (ang. posttransplant limphoproliferative disorder, PTLD) [20].

Terapia krwotocznego zapalenia pecherza moczowego wywotanego reaktywacja
zakazenia Adenovirusem i/lub BKV oparta byta na jednorazowym podaniu cidofoviru
w dawce Smg/kg. Zwigkszano rowneiz ilosci kroplowek ptuczacych do 5

litr(')w/mz/dobq oraz forsowano diureze lekami moczopednymi [20].

3.6.4. Wystepowanie powiklan infekcyjnych po allogenicznej transplantacji

komorek krwiotworczych w badanej grupie

Ogodlem we wczesnym okresie potransplantacyjnym obserwowano 26 powiktan
infekcyjnych u 23 (79,3%) biorcow HSC, z czego 14 (53,8%) stanowily FUO, 12
(46,2%) posocznice bakteryjne.

FUO wystgpita u pacjentow u ktérych HSCT wykonano z nastepujacych
wskazan: ALL (n=6/12; 50%), AML (n=2/6; 33,3%), SAML (0/2; 0%) BAL (n=0/3;

0%), CML (n=1/1; 100%), SAA (n=2/2; 100%), ALD (n=2/2; 100%), limfohistiocytoza

-76 -



hemofagocytarna (n=1/1; 100%). FUO obserwowana byta u 8 pacjentow po MSD-
HSCT oraz 5 po MUD-HSCT, 1 po Haplo-HSCT. Sposréd 14 pacjentow z FUO, u 8
przeszczepiono komorki pochodzace ze BM, u 5 przeszczepiono komorki z PB, u 1 z
CB. FUO wystapita w okresie od 5 do 18 doby po HSCT (mediana 11 dni).

Posocznice obserwowano u biorcow HSC z rozpoznaniem: ALL (n=7/12; 58,3%),
AML (n=3/6; 50%), SAML (0/2; 0%), BAL (n=1/3; 33,3%), CML (n=0/1; 0%), SAA
(n=0/2; 0%), ALD (n=1/2; 50%), limfohistiocytoza hemofagocytarna (n=0/1; 0%).
Wsréd pacjentow, u ktérych w okresie potransplantacyjnym stwierdzono posocznicg, u
4 pacjentow wykonano MSD-HSCT, u 6 MUD-HSCT, u 2 natomiast Haplo-HSCT.
Zrédto komorek stanowita u 7 pacjentéow PB, u 5 BM. Posocznica wystapita w okresie

od 5 do 39 doby po HSCT (mediana 5 dni).

3.7. Rozpoznawanie, leczenie i wystepowanie MODS w badanej grupie

3.7.1. Kryteria diagnostyczne MODS

MODS jest stanem, w ktorym u chorego doszto do niewydolno$ci conajmniej
dwoch narzadow lub ukladéw: centralnego ukladu nerwowego, uktadu krazenia,
niewydolnosci oddechowej, niewydolnosci watroby lub niewydolnosci nerek. MODS
rozpoznawano, gdy stwierdza si¢:

- zaburzenie czynnos$ci ukladu krazenia — niedoci$nienie (skurczowe ci$nienie t¢tnicze
<90 mmHg lub $rednie cisnienie tetnicze <70 mmHg) utrzymujace si¢ przez wigcej niz
1 godzing mimo odpowiedniego nawodnienia lub konieczno$¢ podawania lekow
obkurczajacych naczynia krwiono$ne w celu utrzymania prawidlowego cisnienia

tetniczego,
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- zaburzenie czynno$ci uktadu oddechowego — wskaznik oksygenacji (PaO2/FiO2)
ponizej 250 mmHg, a jezeli wystepuja pierwotne choroby uktadu oddechowego ponizej
200 mmHg,

- zaburzenie czynno$ci nerek — diureza <0,5 ml/kg/godz. przez 2 godziny przy
prawidtowym nawodnieniu lub stezenie kreatyniny w surowicy powyzej 2 razy gorna
granica normy,

- zaburzenia metaboliczne — kwasica nieoddechowa (stezenie mleczanu powyzej 1,5
raza gorna granica normy, pH krwi tetniczej <7,3 lub nadmiar zasad BE <5 mmol/l),

- zaburzenia hemostazy — liczba ptytek krwi <100 000/ul lub jej zmniejszenie o >50% w
stosunku do wartosci sprzed 3 dni lub 0 >30% w stosunku do wartosci sprzed 24 godz.
(wskutek DIC),

- zaburzenia czynno$ci watroby — st¢zenie bilirubiny w surowicy powyzej 3 razy gorna
granica normy, zottaczka, wskaznik protrombinowy (INR) >3,0,

- zaburzenia czynnosci osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) — objawy uogolnionej

encefalopatii (ostupienie, majaczenie, $§pigczka) [90].

3.7.2. Leczenie MODS

Leczenie MODS obejmowato przede wszystkim postepowanie przyczynowe, o
ktorym mowa w rozdziatach: 3.5.4.c; 3.5.5.b; 3.5.6.a; 3.6.3. Poza leczeniem
przyczynowym obowigzywalo postepowanie objawowe, ktére obejmowato: stabilizacje
uktadu krazenia (katecholaminy), stastabilizacj¢ oddychania na drodze wentylacji
zastgpczej (respirator), leczenie nerkozastepcze oraz hemofiltracje, utrzymanie

prawidlowej rownowagi wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej, stosowanie
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preparatow ptytek krwi, mrozonego osocza, glikokortykosteroidow oraz dodatkowych

sktadnikow odzywczych.

3.7.3. Wystepowanie MODS w badanej grupie

Sposrod 29 dzieci, u ktorych wykonano allo-HSCT, MODS obserwowano u 2
(6,9%) pacjentow.
Pacjent 1. Dziewczynka, lat 10 z rozpoznaniem BAL w CR2, u ktérej wykonano MUD-
HSCT. Zrédtem komoérek krwiotworczych byta PB. Dawka przeszczepionych komoérek
krwiotworczych CD 34+ wynosila 7 X 106/kg masy ciata biorcy. W sklad
mieloablacyjnej terapii kondycjonujacej wchodzit: FTBI, VP-16 oraz Cy. W
profilaktyce GVHD stosowano CsA, MTX. Do T-deplecji in vivo uzyto ATG. W okresie
potransplantacyjnym (doba +39) rozpoznano MODS wtérny do TAM (rozpoznanie
doba+36). Od doby +39 po HSCT pacjentka hospitalizowana w PICU. Leczenie
zakonczone niepowodzeniem w dobie +78 po HSCT.
Pacjent 2. Chiopiec, lat 14 z rozpoznaniem ALL w pierwszej remisji. Poddany drugiej
MUD-HSCT, 8 miesigcy po pierwszej] MUD-HSCT. Wskazanie do drugiej allo-HSCT
byta niedostateczna rekonstytucja szpiku kostnego po pierwszej allo-HSCT. Zrodto
komorek do drugiej allo-HSCT stanowit BM. Dawka przeszczepionych komorek
krwiotworczych CD 34+ wynosita 1,5 x IOG/kg masy ciata biorcy. Przygotowywany do
drugiej allo-HSCT za pomoca Flu oraz ATG. W profilaktyce GvHD stosowano CsA,
MTX. W dobie +50 obserwowano cechy MODS wtorne do powiktan infekcyjnych
(dodatni posiew krwi: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae oraz cechy
srodmigzszowego zapalenia ptuc). Zgon w PICU w dobie +82 po HSCT.

Szczegodtowe dane pacjentdéw z MODS przedstawiono w Tabeli 3.7.3.
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Tabela 3.7.3. MODS w badanej grupie (n=2; 6,9%)

Kondycjonowanie MODS Przyczyna
Pacjent | Rozpoznanie | Faza | Typ dawcy i T-deplecja doba po MODS
HSCT
FTBI, VVP-16, Cy,
1 DG BAL CR2 MUD ATG 39 TAM
2 JP ALL CR1 MUD Flu, ATG 50 Posocznica

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna,

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

BAL - ostra biataczka bifenotypowa,

CR1 — pierwsza remisja,

CR2 — druga remisja,

Cy — cyklofosfamid,

Flu — fludarabina,

FTBI — frakcjonowane naswietlanie catego ciala,
MUD - w petni zgodny dawca niespokrewniony,

VP-16 — etopozyd.

3.8. Postepowanie wspomagajace

3.8.1. Cewnik centralny

Centralny cewnik zylny, najczeSciej dwu- lub trojswiattowy typu Seldingera

instalowano w  znieczuleniu ogdélnym na kilka dni

kondycjonowania do allo-HSCT.
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3.8.2. Zywienie doustne i dozylne

W dniu rozpoczecia kondycjonowania wprowadzano diete¢ gotowang,
bezmleczng i bezglutenows.

Z chwilg utraty taknienia i wystgpienia objawdw toksycznego uszkodzenia
Sluzowki przewodu pokarmowego rozpoczynano zywienie pozajelitowe, ktore
kontynuowano do czasu ustgpienia objawow uszkodzenia btony $luzowej przewodu
pokarmowego oraz poprawy taknienia.

Kontrola stanu odzywienia biorcow szpiku odbywala si¢ na podstawie
codziennej kontroli masy ciata, conajmniej dwa razy w tygodniu oznaczeniu st¢zenia
glukozy, bilirubiny, mocznika, kreatyniny i aktywnos$ci aminotransferaz w surowicy

oraz conajmniej jeden raz w tygodniu stezenia biatka i albumin w surowicy.

3.8.3. Stosowanie preparatéw krwiopochodnych

Przetaczano preparaty krwiopochodne, ubogoleukocytarne 1 naswietlone
promieniami gamma do dawki 26 Gy z nastgpujacych wskazan: koncentrat krwinek
czerwonych, gdy stezenie hemoglobiny wynosito ponizej 80 g/l, natomiast koncentrat
krwinek ptytkowych, gdy ich liczba obnizyta si¢ do ponizej 20 x 10%/1 lub wystepowaty

objawy skazy krwotocznej.

3.8.4. Zwalczanie bolu

Dolegliwosci bolowe tagodzono stosujac nienarkotyczne i/lub narkotyczne leki

przeciwbdlowe.

-81-



3.9. Charakterystyka grupy kontrolnej

Grupe kontrolng (n=6) stanowili pacjenci, u ktérych nie stwierdzono
klinicznie jawnych wczesnych powiktan allo-HSCT, zarowno zwigzanych z
uszkodzeniem $roédbtonkéw, jak 1 mogacych prowadzi¢ do ich uszkodzenia, w tym
toksyczno$ci narzgdowej i/lub powiktan infekcyjnych oraz aGvHD II°-1V° (Tabela 3.8).
W grupie kontrolnej byty 4 (66,7%) dziewczynki oraz 2 (33,3%) chtopcéw w wieku od
4,1 lat do 13,8 lat (mediana 8,5 lat), u ktorych wykonano MSD-HSCT (n=2; 33,3%)
oraz MUD-HSCT (n=4; 66,7%), z powodu SAA (n=3; 50%), ALL (n=1; 16,7%), AML
(n=1; 16,7%), CML (n=1; 16,7%). Zrodtem komorek u 4 (66,7%) dzieci byt BM, u 2
(33,3%) dzieci PBSC. Kondycjonowanie u dzieci z grupy kontrolnej byto prowadzone
wylacznie w oparciu o przygotowanie chemiczne. U Zadnego dziecka nie zastosowano

FTBI.
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Tabela 3.9. Charakterystyka grupy kontrolnej (n=6)

Pacjent | Rozpoznanie | Faza Tvp Zr0fllo Kondycjonowanie T-deplecja
dawcy komérek

1| G ALL CR2 | MUD PBSC Flu, Trs, TT ATG

2 | wms AML CRL | MsD SZPIK Bu, Cy -

3| JH cML CRl | MSD SZPIK Bu, Cy -
SZPIK ATG

41 N SAA ; MUD Flu, Cy

5| PB SAA ; MUD PBSC Flu, Cy ATG

6 | KBG SAA ; MUD SZPIK Flu, Cy ATG

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna,
AML - ostra bialaczka szpikowa,
ATG - globulina przeciwtymocytarna,
Bu — busulfan,
CR1 — pierwsza remisja,
CR2 — druga remisja,
Cy — cyklofosfamid,
Flu — fludarabina,
MSD — w pelni zgodny dawca rodzinny,
MUD - w petni zgodny dawca niespokrewniony,
PBSC — komorki macierzyste pochodzace z krwi obwodowe;,
Trs - treosulfan,

TT- tiotepa.
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3.10. Metody badan ukladu biatka C

Badanie aktywnosci PC, stezen wolnego PS, stezen sTM, APCr oraz mutacji
genu czynnika V Leiden wykonano w Pracowni Hemostazy, Oddzialu Hematologii,
Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. J. Strusia w Poznaniu.

Probki krwi pobierano z kontaktu centralnego (5 ml). Do oznaczenia aktywnosci
PC, stezenia wolnego PS i stgzenia sTM probki krwi pobierano w nastgpujacych
punktach czasowych:

1. przed rozpoczeciem kondycjonowania (przed allo-HSCT),
2. w dniu transplantacji komorek krwiotworczych, przed przeszczepieniem (doba

0),

3. w5 dniu po allo- HSCT (doba +5),

4. w11 dniu po allo- HSCT (doba +11),

5. w 18 dniu po allo- HSCT (doba +18),

6. w 25 dniu po allo- HSCT (doba +25),

7. w 39 dniu po allo- HSCT (doba +39),

8. w 53 dniu po allo- HSCT (doba +53). Probka w dobie +53 pobierana byta tylko

u pacjentow, ktorzy przebywali w Oddziale Transplantacji Szpiku.

Dodatkowo probki krwi pobierano w pierwszym dniu stwierdzonych powiktan
przed wdrozeniem leczenia (powiktania infekcyjne, VOD, TAM, CLS, MODS) oraz w
momencie poprawy lub pogorszenia si¢ stanu ogdlnego pacjenta.

Do oznaczenia APCr krew pobierano przed rozpoczeciem kondycjonowania. U
pacjentow, u ktorych stwierdzono APCr <2 wykonywano badanie PCR w kierunku

mutacji genu czynnika V (Leiden).
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Krew pobierano razem z innymi badaniami, z wktucia centralnego, standardowo
zaktadanego podczas przygotowania do zabiegu transplantacji, co nie narazato dziecka
na dodatkowe stres czy bol. Probki krwi pobierano do monowet zawierajacych
cytrynian sodu (3,8% cytrynian w stosunku obje¢toSciowym 1:10), a nast¢pnie
odwirowywano przez 5 min; 3600 obrotéw/min. i magazynowano w temperaturze —70

°C.

3.10.1. Metoda oznaczania aktywnosci biatka C

Oznaczano PC w oparciu o metod¢ chromogenna. W metodzie chromogennej
PC w osoczu jest aktywowane przez jad weza Agkistrodon contortrix zawarty w
aktywatorze. Poziom APC jest determinowany przez jego hydroliz¢ za pomoca
zastosowanego substratu chromogennego. Wydzielona p-nitroanilina jest mierzona przy
dhugosci fali 405 nm i jest proporcjonalna do poziomu PC.
Przygotowanie odczynnikéw wykonywano w nastepujacy sposob:
1. Protein C Diluent- gotowy do uzycia po wstepnym ogrzaniu do temperatury

pokojowej,

2. Protein C Substrate- rekonstytuowany w 2 ml Protein C Diluent, mieszany przez

delikatne odwracanie fiolki i doprowadzony do temperatury pokojowej,

3. Protein C Activator- rekonstytuowany w 2 ml wody destylowanej, mieszany

przez delikatne odwracanie fiolki i doprowadzony do temperatury pokojowe;j.

Przygotowano krzywa standardowa, probki kontrolne 1 badane poprzez

rozcienczenie w 0,85% soli fizjologicznej wg nastepujacego schematu:

-85 -



Krzywa standardowa % Osocze standardowe Diluent
100% 100 pl 300 pl

50% 50 pul 350 ul

0% - 400 pl

proba kontrolna, badana 100 pl 300 ul

Do probowek plastikowych umieszczonych w bloku grzejnym o temperaturze
37°C dodano w rownych 15— sekundowych odstepach czasu kolejno: po 50 pl krzywej
standardowej, probek kontrolnych i probek badanych, inkubowano przez 2 minuty, po
100 pl aktywatora, inkubowano przez 5 minut, po 100 pl substratu, inkubowano przez
10 minut, po 100 ul kwasu octowego 20%. Plastikowe probdéwki wyciggano z bloku
grzejnego 1 mieszano na Vorteksie. Po przeniesieniu po 200 ul kazdej probki do dotkow
na ptytce do odczytu, odczytywano absorbancj¢ przy dlugosci fali 405 nm. Otrzymane
warto$ci absorbancji wprowadzano do programu do obliczen statystycznych i1 na ich
podstawie okreslano wartosci PC w probach kontrolnych 1 badanych wobec krzywe;j
standardowej. Dla kazdej serii odczynnikéw, co 8 godzin wykonywano oznaczenie
kontroli normalnej i1 patologicznej w celu oceny prawidlowosci wykonania testu.
Stosuje si¢ w tym celu tg samg procedure. Wynik wyrazano w procentach jako

aktywno$¢ PC. Wartos$ci referencyjne aktywnosci PC wynosza: 70%-140%.

3.10.2. Metoda oznaczania stezenia wolnego bialka S

Do oznaczania stgzenia wolnego PS postuzyt kanapkowy test ELISA (ang.
enzyme-linked immunosorbent assay) firmy Helena Bioscience. Studzienki badawcze
oplaszczone s3 swoistymi przeciwcialami przechwytujacymi dla ludzkiego PS.
Rozcienczone osocze pacjenta inkubowane w studzienkach, pozwala na zwigzanie

calego wolnego PS z monoklonalnymi przeciwcialami przeciwko ludzkiemu PS na
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powierzchni studzienek. Studzienki sg plukane celem usunigcia wszelkich
niezwigzanych czasteczek osocza. Zwigzane wolne PS jest oznaczane ilosciowo przy
uzyciu peroksydazy chrzanowej sprzezonej z poliklonalnymi przeciwcialami przeciwko
ludzkiemu PS. Po inkubacji, niezwigzany koniugat podczas ptukania jest usuwany.
Nastepnie w celu wywolania reakcji barwnej, dodawany jest chromogenny substrat
(tetrametylobenzydyna) i nadtlenek wodoru. Intensywnos¢ powstatej barwy mierzona
jest w jednostkach gestosci optycznej na spektrofotometrze przy 450 nm. Ste¢zenie
procentowe antygenu wolnego PS w osoczu pacjenta oznaczane jest wzgledem krzywej
przygotowanej przy pomocy osocza referencyjnego.

Przygotowano odczynniki wedlug schematu:

1. Mikrostudzienki zawierajace antygen wolnego PS — gotowe do uzycia,

2. Rozcienczalnik probek (Sample Diluent) — gotowy do uzycia,

3. Osocze referencyjne ELISA — rozpuszczone w 0,5 ml dejonizowanej wody,
wymieszane, odstawione na 10 minut przed uzyciem do -catkowitego

rozpuszczenia,

4. Roztwor koniugatu PS — gotowy do uzycia,

5. Substrat — gotowy do uzycia,

6. Roztwor wstrzymujacy reakcje — gotowy do uzycia,

7. Stezona sol fizjologiczna buforowana fosforanem (wash solution) — 30 ml
stezonej soli rozcienczono do 1 litra dejonizowang woda, pH koncowe roztworu

wynosito 7.35 £ 0.1.
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Procedura wykonania testu:

Przygotowano krzywa standardowa, probki kontrolne i badane poprzez rozcienczenie:

Krzywa standardowa % Osocze standardowe Diluent
150% 0,03 ml 0,5 ml
100% 0,02 ml 0,5 ml
75% 0,25 ml 150% 0,25 ml
50% 0,25 ml 100% 0,25 ml
25% 0,25 ml 50% 0,25 ml
12,5% 0,25 ml 25% 0,25 ml
Préba kontrolna, badana 0,02 ml 0,5ml

Dodano po 0,1 ml krzywej standardowe;j, rozcienczonych préobek kontrolnch i probek
badanych do dotkéw, a nastepnie inkubowano przez 40 minut w temperaturze
pokojowej. Jako reagent blank well dodano Sample Diluent, natomiast water blank well
pozostawiono pusty do konca testu. Po inkubacji wylano zawarto$¢ studzienek i
ptlukano 4 razy dodajac za kazdym razem do kazdego dotka po 0,2 ml wash solution.
Dodano po 0,1 ml koniugatu i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Po
inkubacji wylano zawartos$¢ studzienek i1 ptukano 4 razy dodajac za kazdym razem do
kazdego dotka po 0,2 ml wash solution. Dodano po 0,1 ml substratu 1 inkubowano 10
minut w temperaturze pokojowej, obserwujac reakcje zmiany koloru. Dodano po 0,1 ml
roztworu stopujacego reakcje. Do water blank well dodano po 0,2 ml wody

destylowanej. Odczytano absorbancje przy dtugosci fali 450 nm w ciggu 30 minut.

Dla kazdej serii odczynnikéw, co 8 godzin wykonano oznaczenie kontroli
normalnej i patologicznej w celu oceny prawidtlowosci wykonania testu. Stosowano w
tym celu tg samg procedurg. Wynik wyrazano w procentach jako stezenie wolnego PS.

Wartosci referencyjne stezenia wolnego PS wynosza powyzej 50%.
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3.10.3. Metoda oznaczania stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny

Stezenie sTM oznaczano kanapkowym testem ELISA firmy American
Diagnostica, ktory wykorzystuje monoklonalne przeciwciata rozpoznajace naskorkowe
czynniki wzrostu (ang. epidermal growth factor 1 and 2, EGF;, EGF;) - domeny TM.
Rozcienczone osocze pacjenta inkubowane jest w studzienkach, pozwalajac na
zwigzanie TM z monoklonalnymi przeciwcialami, ktorymi sa optaszczone studzienki
badawcze. Studzienki sg ptukane celem usunigcia wszelkich niezwigzanych czasteczek
osocza. Zwigzana TM jest oznaczana ilo§ciowo przy uzyciu peroksydazy chrzanowej
sprzezonej z poliklonalnymi przeciwciatami przeciwko TM. Po inkubacji, niezwigzany
koniugat zostaje usunigty. Nastgpnie w celu wywotania reakcji barwnej, dodawany jest
chromogenny substrat (tetrametylobenzydyna) i nadtlenek wodoru. Intensywnos¢
powstatej barwy mierzona jest w jednostkach gestosci optycznej na spektrofotometrze
przy 450 nm.

Przygotowanie odczynnikow odbyto si¢ wedlug schematu:

1. Mikrostudzienki optaszczone przeciwciatami — gotowe do uzycia.

2. Rozcienczalnik koniugatu (Detection Antibody Diluent) — rozpuszczono w 15
ml wody dejonizowanej] 1 wymieszano, nastepnie 15 ml powstatego
rozcienczenia dodano do kolejnych 15 ml wody dejonizowanej i ponownie

wymieszano.

3. Rozcienczalnik do osocza standardowego (Thrombomodulin Depleted Plasma) —
rozpuszczono w 0,5 ml zimnej (2-8°C) wody destylowanej i pozostawiono na 2-

3 minuty na lodzie. Wymieszano.

4. Osocze standardowe — przygotowano 5% roztwor rozcienczalnika substratu i

pozostawiono na 5 minut, nast¢pnie dodano 1 ml 5% roztworu do standardu.
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5. Osocze kontrolne — rozpuszczono w 0,5 ml zimnej wody destylowanej i

mieszano przez 2 minuty.

6. Roztwor koniugatu — rozcienczono potrzebng ilo§¢ dodajac 10ul na kazdy 1 ml

Detection Antibody Diluent.

7. Substrat — gotowy do uzycia.

8. Stezona sol fizjologiczna buforowana fosforanem (Wash Buffer) — rozpuszczono
w 900 ml wody destylowanej, mieszano, a nast¢pnie uzupelniano woda

destylowang do 1 1.

9. Rozcienczalnik probek (Sample Buffer) — przygotowano potrzebng ilos¢ dodajac

albuminy do wash buffer w celu otrzymania roztworu 1 %.

Przygotowano krzywa standardowg wg nastepujacego schematu:

Krzywa standardowa Osocze standardowe ml TM Depleted Plasma ml
ng/ml

10 - -

5 0,5 z 10ng/ml 0,5

2,5 0,5z 5 ng/mi 0,5

1,25 0,5z 2,5ng/ml 0,5

0,625 0,5z 1,25 ng/ml 0,5

0 - 0,5

Rozcienczono probki badane i kontrolne w stosunku 1:4 w Sample Buffer.

Dodano po 200 pl rozcienczonych probek do dotkéw i inkubowano 60 minut w
temperaturze pokojowej. Do reagent blank well dodano Sample Buffer. Po inkubacji
wylewano zawarto$¢ studzienek i ptukano 4 razy dodajac za kazdym razem po 200 pl
wash buffer. Dodano po 200 pl koniugatu i inkubowano 30 minut w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji wylewano zawarto$¢ studzienek i ptukano 4 razy dodajac za

kazdym razem po 200 ul wash solution. Dodano po 200 pl substratu i inkubowano 20
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minut w temperaturze pokojowej obserwujac reakcje zmiany barwy. Dodano po 100 pl
0,5 M kwasu siarkowego, wstrzymujacego reakcje. Odczytano absorbancje przy

dhugosci fali 450 nm w ciggu 30 minut

Dla kazdej serii odczynnikow co 8 godzin wykonano oznaczenie 0socza
kontrolnego znajdujacego si¢ w zestawie. Wynik wyrazamy w ng/ml jako st¢zenie sTM

(wartosci referncyjne 2,73-4,79 ng/ml).

3.10.4. Metoda oznaczania opornosci na aktywowane biatko C

Oznaczenie APCr wykonywano testem krzepnigciowym Proc® Ac R firmy
Dade Behring. Test bazuje na aktywacji endogennego PC przez inkubacj¢ osocza
badanego z aktywatorem. U zdrowych osob aktywacja PC skutkuje dwu- lub
trzykrotnym wydluZzeniem czasu krzepnigcia w porownaniu do czasu krzepnigcia
osocza bez aktywatora. U osdb z mutacjag w genie czynnika V aktywacja PC skutkuje
tylko niewielkim (mniej niz 1,5 raza) wydluZzeniem czasu krzepnigcia. Wynik wyraza
si¢ jako stosunek czasu krzepnigcia osocza badanego z aktywatorem do czasu
krzepnigcia osocza badanego bez aktywatora.
Przygotowano odczynniki wedlug schematu:

1. Activator Reagent- rekonstytuowano liofilizowany odczynnik w 2 ml wody

destylowanej, mieszano przez delikatne odwracanie fiolki.

2. PR3V Reagent - rekonstytuowano liofilizowany odczynnik w 4 ml wody

destylowanej, mieszano przez delikatne odwracanie fiolki.

Oznaczenie przeprowadzono w koagulometrze potautomatycznym BFTIL
Odczynnik PR3V Reagent inkubowano przez caty czas wykonywania testu w komorze

umieszczonej w aparacie i nastawionej na temperatur¢ 37° C. Do kuwetki pomiarowej z
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magnesem rowniez umieszczonej w aparacie dodano osocza badanego przeznaczajac 50
ul na test. Nastepnie dodano aktywatora w ilosci 50 ul i przeprowadzono inkubacje
przez 5 minut w temperaturze 37° C. Po inkubacji przeniesiono kuwet¢ do komory
pomiarowej 1 dodano PR3V Reagent w ilosci 50 pl. Aparat dokonuje pomiar czasu
krzepnigcia mieszaniny i zatrzymuje si¢ automatycznie w momencie wytworzenia si¢
skrzepu. Jest to oparte na metodzie nefelometrycznej. W podobny sposob wykonano
oznaczenie osocza badanego bez aktywatora. W jego miejsce dodano buforu
weronalowego lub soli fizjologicznej w ilosci 50 ul. Wykonano 2 pomiary dla kazdego
pacjenta.

Dla kazdej serii odczynnikéw co 8 godzin wykonano oznaczenie kontroli
normalnej 1 patologicznej w celu oceny prawidtowosci wykonania testu. Stosowano w
tym celu tg samg procedure.

APCr stanowi czas krzepnigcia osocza badanego z aktywatorem do czasu
krzepnigcia osocza badanego bez aktywatora. Wartos$ci referencyjne APCr wynosza 2,0-
4,0. Test APCr jest testem przesiewowym. W pacjentéw ze stwierdzong APCr zostato

wykonane badanie PCR w kierunku mutacji genu czynnika V Leiden.

3.11. Metody oznaczania mutacji genu czynnika V

Mutacje Leiden G1691A genu czynnika V wykrywa si¢ metoda RFLP (ang.
restriction fragments length polymorphism), tj. analizg polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych. DNA izolowane jest z krwi pelnej pobranej na wersenian
sodu, metodg kolumienkows, wedlug instrukcji producenta zestawu (QlAamp® DNA
Blood Mini Kit). DNA po izolacji z krwi namnazano z uzyciem specyficznych starterow

w reakcji PCR. Reakcja PCR byla przeprowadzana z uzyciem specyficznych starterow:
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5’CATGAGAGACATCGCCTCTG3’ i 5’GACCTAACATGGTTCTAGCCAGAAG3’,
w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej dNTP, bufor, polimeraze Taq oraz DNA pacjenta.

Reakcja zachodzita w termocyklerze, przy nastepujacym profilu termicznym:

PCR FVL
95° 2 minuty Denaturacja
95° 20 sekund Denaturacja
60° 30 sekund Przylaczanie starterow 32x
72° 30 sekund Elongacja
72° 7 minut Etap koncowy

Uzyskany produkt byl trawiony enzymem restrykcyjnym Mnll z uzyciem buforu G (w
zestawie z enzymem), w 37°C, przez 1h. Mutacja Leiden powoduje zamian¢ guaniny na
adening w pozycji 1691 lancucha DNA. Zmiana ta usuwa miejsce restrykcyjne dla
enzymu Mnll, co identyfikowano rozdzielajac produkt restrykcji na zelu agarozowym.
Elektroforeza byla przeprowadzana w 2% zelu agazozowym, z dodatkiem bromku

etydyny, w 0,5x buforze TBE.

3.12. Charakterystyka i zasady kwalifikacji dawcéw szpiku

W przypadku MSD-HSCT oznaczenia antygenow zgodnosci tkankowej (ang.
human leukocyte antigens, HLA) u biorcy ijego rodzenstwa oraz u rodzicow
prowadzono metoda serologiczng w zakresie A, B, Cw, a nastgpnie zgodnos¢
potwierdzano metodg genetyczng na poziomie wysokiej rozdzielczos$ci, tj. na poziomie
allelicznym w zakresie 5 loci HLA-A, -B, Cw, DRB1 i DQB1. W przypadku dawcy
rodzinnego dopuszcza si¢ oceng HLA niskiej rozdzielczosci, o ile zbadano dostepnych
rodzicéw i dokonano segregacji haplotypow. Dobor dawcy w przypadku MUD-HSCT

wykonywano zawsze metoda genetyczng na poziomie wysokiej rozdzielczosci.
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Oznaczenia wykonywano w pracowni akredytowanej przez EFI (Instytut Hematologii w
Warszawie).

Wyboru dawcy dokonywano w nastepujacej kolejnosci:

1. W przypadku wigkszosci chorob identyczny blizniak byt najlepszym

wyborem. Ze wzgledu na redukcje reakcji GvL (ang. graft versus leukemia

reaction, GVLR), w cz¢sci przypadkow (np. wznowa ostrej bialaczki), gdzie
pozadany jest GVLR, preferowany byt dawca alternatywny,

2. rodzenstwo catkowicie zgodne w HLA,

3. dawca rodzinny z jedng niezgodno$cia w HLA,

4. zgodny dawca niespokrewniony (HLA-A, B, C, DRBI1 i DQBI). Jesli nie byt

dostepny, preferowani byli kolejno nastepujacy dawcy: z jedna niezgodno$ciag w

HLA-DQBI1, z jedna niezgodnoscia w HLA-C, z dwiema lub wigcej

niezgodnosciami w HLA-DQB1 i HLA-C, z jedna niezgodno$cia w HLA-

DRBI, z jedna niezgodnoscia w HLA-A lub HLA-B, dawca z dwiema lub

wigcej niezgodnosciami w HLA-A, HLA-B i HLA-DRBI nie byt zasadniczo

akceptowalny.

5. dawcy haploidentyczni byli akceptowani dla biorcéw z biataczka wysokiego

ryzyka, w przypadku braku alternatywnego dawcy. Dawcy haploidentyczni byli

dobierani wedtug niezgodnosci ligandow KIR.

Dla pacjenta CMV-ujemnego dobierano dawce CMV-ujemnego. W przypadku
biorcy CMV-dodatniego i dawcy CMV-dodatniego lub biorcy CMV-dodatniego dawcy
CMV-ujemnego lub biorcy CMV-ujemnego i dawcy CMV-dodatniego, dawca byt
akceptowalny, po przeprowadzoniu profilaktyki anty-CMV po przeszczepieniu.

Zasadniczo preferowano dawce plci meskiej. W przypadku dawcy

niespokrewnionego unikano w miar¢ mozliwosci dawcy pici zenskiej ze wzgledu na
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wyzsze ryzyko wystgpienia GvHD. Dla biorcy plci zenskiej rowniez preferowano
dawce pici meskie;.

Wylacznie  dawcy, u  ktorych w  przeprowadzonych  badaniach
przeprowadzonych zgodnie z protokolem badan dawcy nie stwierdzono zadnych
odchylen od stanu prawidlowego, byli kwalifikowani do pobrania HSC. Pobranie
szpiku od nieletniego rodzenstwa — zgodnie z Ustawg o pobieraniu i przeszczepianiu
komorek, tkanek 1 narzagdow - wykonywano po uzyskaniu zgody opiekunéw prawnych

dawcy oraz zgody Sadu Rodzinnego wtasciwego ze wzgledu na miejsce zamieszkania.

3.13. Zgoda na przeprowadzenie badan

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (nr 1198/08).

Zarowno rodzice, opiekuni prawni dziecka oraz pacjent zostali poinformowani o
stanie wiedzy oraz naturze, celach i czasie trwania przedstawionego badania, a takze o
korzy$ciach 1 mozliwym ryzyku zwigzanym z wzigciem udziatu w badaniu. Rodzice,
opiekuni prawni dziecka oraz pacjenci powyzej 16 roku zycia otrzymali do podpisania

formularz zgody na uczestnictwo w badaniu.

3.14. Analiza statystyczna

Analize¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu programéw STATISTICA 9.0
Badanie normalno$ci rozktadu wykonano testem Shapiro-Wilka. Dla zmiennych
niepowigzanych w skali nominalnej uzyto testu Chi— kwadrat 1 doktadnego testu

Fishera, natomiast dla zmiennych niepowigzanych, w skali interwatowej analizy
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wariancji (przy zachowanej normalno$ci rozktadu) i test Kruskala— Wallisa (przy braku
normalnosci rozktadu). Homogeniczno$¢ wariancji sprawdzono przy uzyciu testow:
Levenea, Borna-Forsythea i Cochrana-Barletta-Hartleya. Dla sytuacji, gdy zostaly
spetnione zatozenia homogenicznos$ci wariancji dla oceny roéznic mi¢dzy zmiennymi
uzyto wieloczynnikowej ANOVY z odpowiednimi testami post-hoc, natomiast w
przypadku braku ich spelienia wykorzystano nieparametryczny test Manna-Whitneya.
Do oceny korelacji uzyto testu Tau-Kendalla. Za znamienne statystycznie uznano

roznice, dla ktorych warto$¢ p obliczona w odpowiednich testach, byla mniejsza od

0,05.
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4.  WYNIKI

4.1. Bialko C

4.1.1. Aktywnos¢ bialtka C w osoczu w grupie kontrolnej

Analiza aktywnosci PC w grupie kontrolnej (n=6) nie wykazata znamiennych
roznic statystycznych aktywnosci PC migdzy punktem czasowym przed rozpoczgciem
kondycjonowania a kolejnymi punktami czasowymi. W grupie kontrolnej $rednia
aktywno$§¢ PC w poszczegélnych punktach czasowych pozostawata w granicach

warto$ci referencyjnych, tj. w przedziale od 70% do 140% (Ryc. 4.1.1. oraz Tabela

4.1.1).
Srednia aktywnosc¢ biatka C = 84,409+8,0594 *x
200
| Aktywnosc Bialka C (gr. kontrolna): F(6;34) =1,2276;p =0,3167
180
g 160
O
© L —]
.‘%‘3 140 [/
S 120 — [
S
-.§ /
=
< 100
/E .
80
60
przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39 X $rednia
doba O doba +11 doba +25 T $redniatOdch.std
Czas *+ Ekstremalne

Ryec. 4.1.1. Aktywnos$¢ biatka C w osoczu w poszczegélnych punktach czasowych w

grupie kontrolnej (n=6)
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Tabela.

41.1.

Porownanie

aktywnosci

bialka

C przed

rozpoczeciem

kondycjonowania z aktywnos$ciami bialka C w innych punktach czasowych w

grupie kontrolnej (n=6)

Przed Doba Doba Doba Doba Doba Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednia 92,6 91,9 118 117,7 124,2 135,4 136,8
aktywnos¢ + + + + + + +
biatka C (%) 26,6 16,2 47,4 49,7 23,9 50 49,5
+SD
p NS NS NS NS NS NS

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwdrczych,

NS — brak znamiennos$ci statystycznej.

4.1.2. Aktywnos¢ biatka C w osoczu w grupie badanej

Oznaczenie aktywnosci PC wykonano wsrod 29 biorcow HSCT. Srednia
aktywno$¢ biatka C przed rozpoczeciem terapii kondycjonujacej byla w granicach
normy. Obserwowano obnizenie aktywnosci PC w dobach: 0, +5, +11 w stosunku do
okresu przed rozpoczeciem kondycjonowania, bez znamiennosci statystycznej.
Aktywno$¢ PC byta znamiennie wyzsza w dobie +25 w porownaniu do punktu
czasowego: przed HSCT (p=0,05). Aktywnos$¢ PC osiggneta minimum w dobie +5, a
maksimum w dobie +25. Wykazano nast¢gpujace znamienne roznice statystyczne
aktywnosci PC: doba 0 vs +25, 0 vs +39, +5 vs +25, +5 vs +39, +11 vs +25, +11 vs +39

(p<0,001) (Ryc. 4.1.2.a. i Tabela 4.1.2.a.).
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Srednia aktywno$c biatka C = 69,1778+7,5794*x
260

240 | |Aktywnosé biatka C: F(7;202)=9,8789; p=0,0000)| *
220
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

0
przed HSCT doba +5 doba +18 doba+39
doba O doba +11 doba +25 doba +53

Aktywno$c biatka C (%)

. Srednia
T SredniatOdch.std
Czas = Ekstremalne

Ryc. 4.1.2.a. Aktywnos$¢ biatka C w osoczu w poszczegolnych punktach czasowych

w grupie badanej (n=29)

Tabela. 4.1.2.a. Poréwnanie aktywnosci bialka C przed rozpoczeciem
kondycjonowania z aktywnosciami bialka C w innych punktach czasowych w

grupie badanej (n=29)

Przed | Doba | Doba Doba Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednia 946 | 833 | 753 82,4 105,2 | 131 | 1274 | 126,9
aktywnos¢ + + + + + + + +
bialka C 30,4 24 27,1 36,3 38,9 41 48,4 | 43,2
(%) £ SD
p NS NS NS NS 0,05 NS NS

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamiennosci statystycznej.
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W Tabeli 4.1.2.b. przedstawiono wyniki analizy aktywnosci PC w zalezno$ci od
nastepujacych zmiennych: typu choroby podstawowej (rozrostowa vs. nierozrostowa),
typu dawcy HSC, zastosowanego kondycjonowania, zastosowania ATG w
kondycjonowaniu, zrodta komoérek HSC, liczby przeszczepionych komorek CD34+.
Uzyskano nastepujace wyniki:

- §rednia aktywno$¢ PC u biorcoOw z rozpoznaniem choroby rozrostowej byta
istotnie nizsza w dobach: +5, +11 1 +18 po HSCT w stosunku do pacjentéw z
rozpoznaniem choroby nierozrostowej, jednak $rednia aktywnos$¢ PC pozostawata w
granicach wartos$ci referencyjnych w obu grupach;

- aktywnos$¢ PC u biorcow HSC kondycjonowanych przy uzyciu FTBI w dobie
+5 byta znamiennie nizsza w stosunku do aktywnosci PC u dzieci po terapii Bu,

- u dzieci, u ktérych przeszczepiono >3 x 10%kg masy ciata biorcy komorek
CD34+ aktywnos¢ PC w dobie +5 byla nizsza w poréwnaniu z dzie¢mi, u ktorych
podano <3 x 10%kg masy ciala biorcy CD34+,

- aktywnos¢ PC u pacjentow ATG+PBSC (n=10) byta istotnie nizsza w dobie +5
oraz +11 po allo-HSCT anizeli u pacjentéw z grupy ATG+BM (n=4) (ryc. 4.1.2.b.).

- nie wykazano istotnych rdznic statystycznych aktywnosci PC w
poszczegolnych punktach czasowych wsrod biorcow BM od MSD (n=13) w

poréwnaniu z biorcami BM od MUD (n=2).
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Tabela 4.1.2.b. Srednie aktywnosci bialka C w osoczu w poszczegélnych

punktach czasowych w zaleznosci od analizowanych zmiennych

SREDNIA AKTYWNOSC BIALKA C (%)

ANALIZOWANE | PRZED | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA
ZMIENNE HSCT 0 +5 +11 | +18 +25 | +39 | +53
CHOROBY 93,2 795 72| 785 | 1065 | 1296 | 131,8 | 1321

ROZROSTOWE n=25
CHOROBY 978 | 1028 | 1185 | 1222 | 1153 | 1388 | 1175 | 1201
NIEROZROSTWE n=4
P NS 0,032 | 0,003 | 0,006 | NS NS NS NS
MSD n=13 88 82,3 | 724 | 791 | 112,3 | 1367 | 1351 | 1475
MUD n=14 99,2 868 | 91,7 | 959 | 1055 | 1281 | 131,2 | 146
P NS NS NS NS NS NS NS NS
FTBI n=9 86,1 757 | 60,3 | 754 | 962 | 123,3 | 138,6 | 137,9
BU n=12 99,1 853 | 838 | 81,3 | 1141 | 1346 | 1257 | 1334
P NS NS | 0,016 | NS NS NS NS NS
TRS n=5 92,1 92,4 | 796 | 866 | 1026 | 1205 | 1266 | 70
BU n=12 99,1 853 | 838 | 813 | 1141 | 1346 | 1257 | 1334
P NS NS NS NS NS NS NS NS
ATG (+) n=14 92,6 78 88,5 | 939 | 1046 | 127,9 | 130,2 | 1398
ATG () n=15 96,3 92,8 | 757 | 82 | 1132 | 1362 | 1273 | 1173
P NS NS NS NS NS NS NS NS
BM n=15 89,4 82,9 | 80,5 | 886 | 112 | 1416 | 1329 | 1475
PBSC n=13 99,8 855 | 805 | 856 | 103 | 117,2 | 120 | 1115
P NS NS NS NS NS NS NS NS
CD 34+ 97.2 90,9 | 1049 | 1014 | 1137 | 144 | 1341 | 1418
<3 x 10°/kg n=7
CD 34+ 93,1 823 | 73,7 | 832 | 1064 | 1268 | 1266 | 121
>3 x 10%/kg n=21
P NS NS | 0,037 | NS NS NS NS NS

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

BU — busulfan,

BM- szpik kostny,
FTBI — frakcjonowane naswietlanie calego ciata,
HSCT-transplantacja macierzystych komorek krwiotwoérczych,
MSD - w peli zgodny dawca rodzinny,
MUD - w pelni zgodny dawca niespokrewniony,
NS — brak znamiennoSci statystycznej,
PBSC - komorki krwiotworcze z krwi obwodowej,
TRS — treosulfan.
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Aktywnosc biatka C (%)
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Aktywnosc biatka C: F(6, 111)=,67053, p=,67362

180 t
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40 |
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doba +0 doba +11 doba +25
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—— zrédio mat.

PBSC,
n=12
-0- Zrédfo mat.
szpik,
n=6

Ryc. 4.1.2.b. Aktywno$¢ bialka C w osoczu w poszczegolnych punktach czasowych

wsrod biorcow: ATG + PBSC (n=10) vs. ATG + BM (n=4)

4.1.3. Aktywnos¢ bialka C w osoczu w ostrej chorobie przeszczep przeciwko

gospodarzowi

Nie wykazano istotnych réznic statystycznych aktywnosci PC w poszczegolnych

punktach czasowych pomiedzy pacjentami z aGvHD stopnia 0-1 z pacjentami z aGvHD

w stopniu I1-111 — Ryc. 4.1.3. i Tabela 4.1.3.
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Srednia aktywno$é biatka C (aGvHD, 0-1°) = 77,0544+5,8251*x
Srednia aktywno$é biatka C (aGvHD, 11°-111°) = 64,2345+10,9516*x

240
220 | |Aktywnos¢ biatka C (aGvHD, 0-1°): F(7;199)= 7,9919; p=0,0000
Aktywnosc¢ biatka C (aGvHD, I1°-111°): F(7;37)= 3,5095;p=0,0055
200
" £ £ _
__ 180} T _ 1
S 160} . - _
R BN |
2 140 T |
g }/Ej
QO /:
§ 120 /,/—/‘f[]_
g 100
é =
80 +
K 1
60
40 | T Aktywnoscé biatka C
(aGvHD, 0-1°, n=29)
20 # Ekstremalne
przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39

X Aktywnosé biatka C
(@GvHD, 1I°-111°, n=6)
Czas = Ekstremalne

doba +0 doba +11 doba +25 doba +53

Ryc. 4.1.3. Aktywnos¢ bialka C w osoczu w poszczegolnych punktach czasowych u

pacjentow z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD (II°-1I1°, n=6)

Tabela. 4.1.3. Srednie aktywnosci bialka C w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych u pacjentéw z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD (II°-11I°, n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednia aGvHD | 92,7 85 85,9 87 | 105,2 | 131,3 | 1243 | 107,6
aktywnos¢ 0-1° + + + + + + + +
bialka C (n=23) 31,2 241 | 359 | 38,7 | 36,7 | 42,7 | 452 | 42,7
(%) aGvHD | 101,1 83,8 67 95,6 | 124,6 | 133,6 | 149,7 | 152,8
+ II°-1I1° + + + + + + + +
SD (n=6) 19,1 17,6 | 23,9 51 38,7 | 414 | 58,9 | 334
P NS NS NS NS NS NS NS NS

aGVvHD - ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamienno$ci statystycznej.
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4.1.4. Aktywno$¢ bialka C w osoczu we wczesnych powiklaniach

zwigzanych z uszkodzeniem Srédblonkéw

Stwierdzono, ze w dobie +5 aktywno$¢ PC u pacjentow z wczesnymi
powiktaniami po HSCT zwigzanymi z uszkodzeniem s$rodbtonkow, tj. z CLS, TAM
byta znamiennie nizsza w stosunku do spostrzeganej w grupy kontrolnej (p=0,041)
(Ryc. 4.1.4. i Tabela 4.1.4.).

Srednia aktywno$é PC w dniu stwierdzonego powiktania (77,4+40,8%) (dzief
(+5)-(+11), mediana dzien +11) nie ro6znilta si¢ istotnie od $redniej aktywnosci PC przed
rozpoczeciem kondycjonowania (97,4+42,3%). Srednia aktywno$¢ PC w dniu
stwierdzonego powiklania byla znamiennie nizsza (77,4+40,8%) w porownaniu z
aktywnoS$cig spostrzegang w dniu poprawy, ustgpienia objawoéw klinicznych wyzej

wymienionych powiktan (122,8442,9%) (p=0,049).

Aktywnosc biatka C: F(6, 69)=,69420, p=,65505
200

180
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140
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Aktywno$¢ biatka C (%)
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40

20

przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39 —i= grupa
doba +0 doba +11 doba +25 CLS+TAM, n=6
-0 - grupa

Czas kontrolna, n=6

Ryc. 4.1.4. Aktywnos$¢ bialka C w osoczu w poszczegélnych punktach czasowych u

pacjentow z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa kontrolna (n=6)
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Tabela. 4.1.4. Srednie aktywnos$ci bialka C w osoczu w poszczegélnych punktach

czasowych u pacjentéow z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednia CLS 97,4 78,8 68,3 | 93,9 | 1285 | 142,8 | 129,9
aktywnos¢ + TAM + + + + + + +
bialka C (n=6) 42,3 22,3 29,9 52,2 50,1 | 47,5 58,7
(%) Grupa 92,6 91,9 118 | 117,7 | 124,2 | 135,4 | 136,8
+ kontrolna + + + + + + +
SD (n=6) 26,6 16,2 | 47,4 | 49,7 23,9 50 49,5
P NS NS | 0,041 NS NS NS NS

CLS - zespot przesigkania wlosniczek,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,
NS — brak znamienno$ci statystycznej,

TAM — mikroangiopatia zakrzepowa.

4.1.5. Aktywnos¢ bialka C w osoczu w powiklaniach infekcyjnych po

allogenicznej transplantacji komorek krwiotwérczych

Aktywno$s¢ PC w dobie 0 byla znamiennie wyzsza wsréd pacjentow ze
stwierdzong FUO w okresie potransplantacyjnym (dzien (+5)-(+18), mediana dzien
+11) w stosunku do pacjentdw z posocznicg (dzien (+5)-(+39), mediana dzien +8)
Aktywnos¢ PC osiggneta minimum w dobie +11 u pacjentow z FUO, a w dobie +5 u
pacjentdow z rozpoznang w okresie potransplantacyjnym posocznicg. W kolejnych
punktach czasowych, zarowno u pacjentéw z FUO 1 posocznicg, odpowiednio od doby
+18 oraz od doby +11, obserwowano wzrost aktywnosci PC. Aktywnos$¢ PC wsrod
pacjentow z FUO i posocznicg osiggnela stabilng wartos¢ od doby +25 (Ryc. 4.1.5. i

Tabela 4.1.5.c.).
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Srednia aktywno$¢ PC w pierwszym dniu FUO (dzien (+5)-(+18), mediana
dzien 11) wynosita 78,5+23,6% 1 byla istotnie wyzsza od aktywnosci PC w pierwszej
dobie posocznicy (dzien (+5)-(+39), mediana dzien +8) 49,5+12,2% (p=0,002).
Aktywnos$¢ PC byla znamiennie wyzsza w momencie poprawy klinicznej tzn. po
zakonczeniu leczenia FUO (dzien (+18)-(+39), mediana dzien +25) (78,5+23,6% vs
113,8+33,3, p=0,003), jak i posocznicy (dzien (+18)-(+53), mediana dzien +25)
(49,5£12,2% vs 113,5% £30%, p<0,001) w stosunku do aktywnosci PC w pierwszym

dniu stwierdzonego powiktania.

Srednia aktywno$é biatka C (pacjenci z posocznicg)= 56,7493+7,8424*x

Srednia aktywno$é biatka C (pacjenci z FUO)= 69,2293+8,0874*x
200

Aktywnosc¢ biatka C (pacjenci z posocznicg): F(7,64) =4,7758; p = 0,0002
180 Aktywnosc biatka C (pacjenci z FUO): F(7;64) =4,1031; p = 0,0009

160 4 1
140 E
# T ! [y/

o l—]
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80

Aktywno$¢ biatka C (%)
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20
przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39
doba +0 doba +11 doba +25 doba +53

T\ Pacjenci z posocznica (n=12)
+ Ekstremalne

T Pacjenci z FUO (n=14)

Czas + Ekstremalne

Ryec. 4.1.5. Aktywnos¢ biatka C w osoczu w poszczegélnych punktach czasowych u

pacjentow z FUO (n=14) vs posocznica (n=12)

Srednia aktywnos$¢ PC u pacjentdéw z posocznica byta znamiennie nizsza w +5
dobie po allo-HSCT od aktywnosci PC w tej dobie w grupie kontrolnej (p=0,014)

(Tabela 4.1.5.a. i Tabela 4.1.5.b.).

- 106 -



4.1.5.a. Srednie aktywnosci bialka C w osoczu w poszczegélnych punktach

czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs grupa kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednia FUO 93,2 92,7 81,5 77,1 | 100,7 | 129,6 | 132,1 | 138,1
aktywnos$¢ (n=14) + + + + + + + +
biatka C 20,2 28 30,6 28,9 31 40,9 446 | 40,7
(%) Grupa 92,6 91,9 118 | 117,7 | 124,2 | 1354 | 136,8 NT
+ kontrolna + + + + + + +
SD (n=6) 26,6 16,2 47,4 | 49,7 23,9 50 49,5
p NS NS NS NS NS NS NS NT
FUO — goraczka o niestalonej etiologii,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,
NS — brak znamienno$ci statystycznej,
NT — nie badano.
4.1.5.b. Srednie aktywnosci bialka C w osoczu w poszczegélnych punktach
czasowych u pacjentéw z posocznicga (n=12) vs grupa kontrolna (n=6)
Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednia Poso- 81,1 72,9 66,3 67,1 94,8 | 118,8 | 120,9 | 1145
aktywnos¢ cznica + + + + + + + +
biatka C (n=12) 23 16,1 26,9 24,3 40,1 39,9 38 62,9
(%) Grupa 92,6 91,9 118 | 117,7 | 124,2 | 135,4 | 136,8 NT
+ kontrolna + + = + + + +
SD (n=6) 26,6 16,2 | 474 | 49,7 23,9 50 49,5
p NS NS 0,014 NS NS NS NS NT

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamiennoS$ci statystycznej,

NT — nie badano.
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4.1.5.c. Srednie aktywnosci bialka C w osoczu w poszczegélnych punktach

czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs posocznica (n=12)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednia FUO 93,2 92,7 | 815 77,1 | 100,7 | 129,6 | 132,1 | 138,1
aktywno$¢ (n=14) + + + + + + + +
bialka C 20,2 28 30,6 28,9 31 40,9 | 44,6 | 40,7
(%) Poso- 81,1 729 | 66,3 67,1 | 94,8 | 118,8 | 120,9 | 1145
+ cznica + + + + + + + +
SD (n=12) 23 16,1 | 26,9 24,3 | 40,1 39,9 38 62,9
p NS 0,048 NS NS NS NS NS NS

FUO — goraczka o niestalonej etiologii,

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,

NS — brak znamiennosci statystycznej.

4.2. Bialko S

4.2.1. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w grupie kontrolnej

Nie wykazano istotnych réznic $rednich stezen wolnego PS w grupie kontrolnej

we wcezesnym okresie potransplantacyjnym w stosunku do $redniego stezenia wolnego

PS spostrzeganego przed HSCT. Najwyzsze stezenie wolnego PS obserwowano w

dobie +39. Srednie stgzenie wolnego PS w poszczegodlnych punktach czasowych w

grupie kontrolnej pozostawato w granicach normy (>50%) (Ryc. 4.2.1. i Tabela 4.2.1.).
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Srednia stezenie biatka S=72,8786+4,2274*x
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Ryc. 4.2.1. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w poszczegélnych punktach

czasowych w grupie kontrolnej (n=6)

Tabela. 4.2.1. Porownanie Sredniego stezenia wolnego bialka S w osoczu przed
rozpocze¢ciem kondycjonowania ze st¢zeniami wolnego bialka S w innych punktach

czasowych w grupie kontrolnej (n=6)

Przed Doba Doba Doba Doba Doba Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednie 75,1 83,9 88,3 91,8 87 948 | 107,7
stezenie + + + + + + +
wolnego 28,3 447 30,2 24 18,7 14,8 32,5
bialka S (%) +
SD
p NS NS NS NS NS NS

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamiennoSci statystycznej.

- 109 -




4.2.2. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w grupie badanej

Srednie stezenie wolnego PS przed rozpoczeciem kondycjonowania bylo w
granicach normy. Srednie stezenie wolnego PS uleglo obnizeniu w dobach: 0, +5 oraz
+11 w poréwnaniu do okresu przed HSCT (brak znamienno$ci statystycznej). Stgzenie
wolnego PS byto znamiennie wyzsze w dobie +39 w poréwnaniu ze stezeniem wolnego
PS przed rozpoczeciem kondycjonowania (p=0,009). Srednie stezenie wolnego PS
osiggneto maksimum w dobie +53. Wykazano nastepujace istotne rdznice statystyczne
stezen wolnego PS: doba 0 vs +18, 0 vs +25, 0 vs +39, 0 vs +53, +5 vs +18, +5 vs 25,

+5vs +39, +5 vs +53, +11 vs +39, +11 vs +53, p<0,05) (Ryc. 4.2.2.a. i Tabela. 4.2.2.a.).

Srednie stezenie biatka S = 53,4396+6,8333*x
180

160 Stezenie biatka S: F(7;199) = 9,4917; p = 0.0000
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doba +0 doba +11 doba +25 doba +53 Q. Srednia

T SredniatOdch.std
Czas ‘I Ekstremalne

Ryc. 4.2.2.a. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych w grupie badanej (n=29)
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Tabela. 4.2.2.a. Poréwnanie $redniego stezenia wolnego bialka S w osoczu przed
rozpoczeciem kondycjonowania ze stezeniami wolnego bialka S w innych punktach

czasowych w grupie badanej

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie 77,3 64 65,7 70,8 85,4 | 89,2 99,4 121,8
stezenie + + + + + + = +
wolnego 17,1 19,6 24,2 22,1 24,7 28,2 27 31,3
bialka S
(%) £ SD
p NS NS NS NS NS 0,009 NS

HSCT - transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,
NS — brak znamiennoS$ci statystycznej.

Analiza stgzen wolnego PS wykazata (Tabela 4.2.2.b.):

- znamiennie nizsze st¢zenie wolnego PS w dobach +5 oraz +11 u pacjentow z
chorobami rozrostwymi w poréwnaniu z dzie¢mi z chorobami nierozrostwymi,

- stezenie wolnego PS u biorcéw HSC od MSD bylo nizsze w dobach +5 oraz
+11 w stosunku do biorcow MUD-HSC,

- istotnie nizsze stg¢zenie wolnego PS w dobie +25 u biorcéw HSC
pochodzacych z PB w stosunku do bircow BM,

- nizsze st¢zenie PS w dobie +5, u pacjentdw, u ktorych w kondycjonowaniu nie
uzyto ATG.

Stezenie wolnego PS u biorcow komorek pochodzacych ze BM od MSD (n=10)
w poréwnaniu z biorcami BM od MUD (n=4) w dobach +5 oraz +11 bylo statystycznie
nizsze (p=0,024, p=0,04).

Anliza statystyczna wykazata, Zze stezenie wolnego PS w poszczegdlnych
punktach czasowych u pacjentéw, u ktéorych w przygotowaniu do HSCT zastosowano
ATG, a zrédtem komorek krwiotworczych byl BM, byto istotnie wyzsze w pordwnaniu
do pacjentow, u ktorych zrédtem komorek byta PB (Ryc. 4.2.2.b.).
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Tabela 4.2.2.b. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegélnych

punktach czasowych w zaleznos$ci od analizowanych zmiennych

SREDNIE STEZENIE WOLNEGO BIALKA S (%)
ANALIZOWANE | PRZED | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA
ZMIENNE HSCT 0 +5 +11 | +18 +25 | +39 | +53
CHOROBY 76,9 627 | 628 | 70 847 | 89,8 99 | 1109
ROZROSTOWE n=25
CHOROBY 76,9 832 | 923 | 89 892 | 915 | 106,7 | NA
NIEROZROSTWE n=4
P NS NS | 0,004 | 0,029 | NS NS NS NS
MSD n=13 753 608 | 553 | 645 | 881 | 962 | 967 | 1065
MUD n=14 79.2 737 | 811 | 832 86 88 106 | 1198
P NS NS 005 | 0,026 | NS NS NS NS
FTBI n=9 78 62,1 | 536 | 693 85 89,1 | 961 | 1065
BU n=12 75,6 56,2 | 66,9 | 646 | 795 84 | 959 | 1198
P NS NS NS NS NS NS NS NS
TRS n=5 718 784 | 66,7 | 77,8 | 87,7 | 931 | 1109 | NA
BU n=12 75,6 56,2 | 66,9 | 646 | 795 84 | 959 | 1198
P NS NS NS NS NS NS NS NS
ATG (+) n=14 77.3 682 | 71,2 | 8l 831 | 843 | 1034 | 1372
ATG () n=15 76,5 652 | 604 | 665 | 888 | 971 | 97,7 | 1065
P NS NS | 0,042 | NS NS NS NS NS
BM n=15 742 66,2 | 62,8 | 72,7 90 97,8 | 98,7 | 1225
PBSC n=13 79.9 673 | 773 | 744 | 787 | 806 | 1003 | 1198
P NS NS NS NS NS 005 | NS NS
CD 34+ 80,4 66,2 | 73,4 | 789 | 862 90 | 981 | 1174
<3 x 10°/kg n=7
CD 34+ 753 679 | 678 | 723 | 855 | 902 | 102,1 | 1263
>3 x 10%/kg n=21
P NS NS NS NS NS NS NS NS

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

BU — busulfan,

BM - szpik kostny
FTBI — frakcjonowane naswietlanie calego ciata,

HSCT — transplantacja macierzystych komoérek krwiotwoérczych,

MSD - w peli zgodny dawca rodzinny,
MUD - w pelni zgodny dawca niespokrewniony,
NS — brak znamiennoS$ci statystycznej,
PBSC - komorki krwiotworcze z krwi obwodowej,
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Stezenie wolnego biatka S: F(6, 112)=,39412, p=,88148
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Stezenie wolnego biatka S (%)
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40

przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39 —— zrédto materiatu
doba +0 doba +11 doba +25 PBSC, n=12
- - zrodto materiatu

czas szpik, n=6

Ryc. 4.2.2.b. Stezenie wolnego bialka S w w osoczu poszczegélnych punktach

czasowych wsrod biorcow: ATG+PBSC (n=10) vs. ATG + BM (n=4)

4.2.3. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w ostrej chorobie przeszczep

przeciwko gospodarzowi

Stezenia wolnego PS w poszczegdlnych punktach czasowych nie roznity sie
istotnie statystycznie pomiedzy pacjentami z aGvHD stopnia 0-1 a pacjentami z aGvHD

stopnia II-111 (Ryc. 4.2.3. i Tabela 4.2.3.).
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180

Srednie stezenie wolnego biatka S (aGvHD, 0-1°)= 48,5385+9,4402*x
Srednie stezenie wolnego biatka S (aGvHD, 11°-111°) = 55,4298+5,3397*x
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Stezenie wolnego biatka S (%)

20

0

Stezenie wolnego biatka S (aGvHD,0-1°): F(7;196) = 7,1334; p = 0,00000
Stezenie wolnego biatka S(aGvHD,I1°-111°):
N

F(7;37) = 2,5878; p = 0,0281
T2 0

przed HSCT
doba +0

doba +5

doba +11

Czas

doba +18

doba +39
doba +25

doba +53 ® hacjenci z aGVHD,I1°-111°, n=6

=N pacjenci z aGvHD,0-1°, n=29
* Ekstremalne

* Ekstremalne

Ryc. 4.2.3. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych u pacjentéw z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD (II°-III°, n=6)

Tabela. 4.2.3. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych u pacjentéw z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD (II°-1II°, n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie aGvHD | 76,9 69,1 70,2 76 85,9 91,3 | 103,7 | 155
stezenie 0-1° + + + + + + + +
wolnego (n=23) 20 27,8 25,8 23,5 25,5 27 28,3 0
bialka S aGvHD | 76,9 59,3 66,3 66,2 84,6 84,8 | 86,7 | 110,9
(%) 1°-111° + + + + + + + +
+ (n=6) 13,8 11,7 | 30,6 24,1 10,4 24,2 20,1 27,5
SD
P NS NS NS NS NS NS NS NS

aGVvHD - ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi,

HSCT- transplantacja macierzystych komoérek krwiotwoérczych,

NS — brak znamiennosci statystycznej.
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4.2.4. Stezenie wolnego bialka S w osoczu we wczesnych powiklaniach

zwigzanych z uszkodzeniem Srédblonkéw

Stezenie wolnego PS nie réznito sie istotnie w poszczegdlnych punktach
czasowych u pacjendéw z wezesnymi powiktaniami HSCT zwigzanymi z uszkodzeniem
srodbtonkow (p=0,057). Analiza statystyczna wykazata istotnie nizsze st¢zenie wolnego
PS u dzieci z CLS oraz TAM w stosunku do grupy kontrolnej w dobie +11 (Ryc. 4.2.4.
i Tabela 4.2.4.).

Nie wykazano rdznic statystycznych $rednich stezen PS w dniu stwierdzonego
powiktania (dzien (+5)-(+11), mediana dzien 11) (53,8+20,4%) w stosunku do
sredniego stezenia PS przed rozpoczeciem kondycjonowania (73,3+15,2%).

Srednie stezenie wolnego PS w dniu potwierdzenia CLS lub TAM bylo
znamiennie nizsze (53,8420,4%) w stosunku do dnia poprawy stanu klinicznego

dziecka (91,6+24,6%) (p=0,016).
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Ryc. 4.2.4. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych u pacjentow z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa kontrolna (n=6)

Tabela. 4.2.4. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych u pacjentéw z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednie CLS 733 | 472 | 636 | 655 | 79,8 | 848 | 859
stezenie + TAM + + + + + + +
wolnego (n=6) 15,2 15 26,6 17,2 17,7 16,6 21,5
bialka S Grupa 75,1 83,9 | 88,3 91,8 87 94,8 | 107,7
(%) kontrolna + + + + + + +
+ (n=6) 28,3 447 | 30,2 24 18,7 148 | 325
SD
p NS NS NS | 0,041 NS NS NS

CLS — zespot przesigkania wtosniczek,

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamiennoSci statystycznej,

TAM - mikroangiopatia zakrzepowa.
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4.2.5. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w powiklaniach infekcyjnych po

allogenicznej transplantacji komoérek krwiotworczych

Nie stwierdzono znamiennych rdéznic statystycznych w stezeniach wolnego PS
pomiedzy pacjentami z FUO a posocznicg. U pacjentdw z FOU 1 posocznicg minimalne
stezenie wolnego PS obserwowano w dobie +5. Od doby +11 stezenie PS wzrastato,
osiggajac maksimum w dobie +39 (Ryc.4.2.5 i Tabela 4.2.5.c.).

Stezenie wolnego PS w pierwszym dniu FUO (dzien (+5)-(+18), mediana dzien
11), w poréwnaniu ze st¢zeniem wolnego PS w posocznicy (dzien (+5)-(+39), mediana
dzien +8) nie roznito si¢ istotnie (66,9+20% vs 54,2+17,4%). Stgzenie wolnego PS
bylo znamiennie wyzsze po zakonczeniu leczenia posocznicy (dzien (+18)-(+53),
mediana dzien +25) w stosunku do stezenia w dniu, w ktéorym rozpoznano powyzsze
powiktanie (dzien (+5)-(+39), mediana dzien +8) (54,2£17,4% vs 94,6%+24,7%,
p<0,001). Nie stwierdzono natomiast réznic stezen wolnego PS po zakonczeniu
leczenia FUO (dzien (+18)-(+39), mediana dzien +25) w stosunku do stezen W
pierwszej dobie FUO (dzien (+5)-(+18), mediana dzien 11) (85,4+29,3% vs 66,9%

+20%).
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Srednie stezenie wolnego biatka S (pacjenci z FUO) = 46,7121+9,7304*x
Srednie stezenie wolnego biatka S (pacjenci z posocznicg) = 47,1143+7,6299*x
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Stezenie wolnego biatka S (pacjenci z FUO): F(7;63) = 4,5647,; p = 0,0004
Stezenie wolnego biatka S (pacjenci z posocznicg): F(7;63) = 3,3038; p = 0,0047
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Ryc. 4.2.5. Stezenie wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs posocznica (n=12)

Srednie stezenie wolnego PS byto znamiennie nizsze w 5 dobie po allo-HSCT u

pacjentOw z posocznicg w porOwnaniu z grupa kontrolng (Tabela 4.2.5.a; Tabela

4.2.5.b. 1 Tabela4.2.5.c.).
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4.2.5.a. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegélnych punktach

czasowych u pacjentéow z FUO (n=14) vs grupa kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie FUO 82,6 66,1 66 66,2 855 | 96,5 106 155
stezenie (n=14) + + + + + + +
wolnego 20,7 24,3 28,4 | 23,8 23,2 30,6 26,7
bialka S Grupa 92,6 91,9 118 | 117,7 | 124,2 | 1354 | 136,8 NT
(%) kontrolna + + + + + + +
+ (n=6) 26,6 16,2 | 47,4 | 49,7 23,9 50 49,5
SD P NS NS NS NS NS NS NS NT

FUO — goraczka o nieznanej etiologii,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,
NS — brak znamienno$ci statystycznej,

NT — nie badano.

4.2.5.b. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegolnych punktach

czasowych u pacjentéw z posocznicga (n=12) vs grupa kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie Poso- 72,7 63,5 59,3 67,4 | 834 81 91,4 | 132,8
stezenie cznica + + + + + + +

wolnego | (n=12) 19,1 9 21,6 11 30,1 294 | 29,9

bialkaS | Grupa 92,6 91,9 118 117,7 | 124,2 | 135,4 | 136,8 NT

(%) kontroln + + + + + + +
+ a 26,6 16,2 47,4 49,7 23,9 50 49,5
SD (n=6)
P NS NS 0,029 NS NS NS NS NT

HSCT - transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,
NS — brak znamiennosci statystycznej,

NT — nie badano.
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Tabela. 4.2.5.c. Srednie stezenia wolnego bialka S w osoczu w poszczegélnych

punktach czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs posocznicg (n=12)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie FUO 82,6 66,1 66 66,2 855 | 96,5 106 155
stezenie (n=14) + + + + + + +
wolnego 20,7 24,3 28,4 | 23,8 23,2 30,6 26,7
bialka S Poso- 72,7 63,5 | 59,3 67,4 | 834 81 91,4 | 132,8
(%) cznica + + + + + + +
+ (n=12) 19,1 9 21,6 11 30,1 29,4 | 29,9
SD
p NS NS NS NS NS NS NS NS

FUO — goraczka o niestalonej etiologii,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamienno$ci statystycznej.

4.3. Trombomodulina

4.3.1. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w grupie

kontrolnej

Srednie stezenie sSTM w w grupie kontrolnej w okresie przedtransplantacyjnym
byto ponizej wartosci referencyjnych (<2,79 ng/ml). Nie wykazano istotnych roznic
srednich stezen sTM w grupie kontrolnej we wezesnym okresie potransplantacyjnym w
stosunku do $redniego stezenia wolnego sTM spostrzeganego przed HSCT. Srednie
stezenie sTM osiggnelo maksimum w dobie +5 po allo-HSCT 1 bylo w granicach
warto$ci normalnych (2,79 — 4,73 ng/ml). Srednie stgzenie STM w kolejnych punktach
czasowych w dobach: +11, +18, +25, +39 bylo ponizej normy (Ryc. 4.2.1. i Tabela

4.2.1).
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Srednie stezenie sTM = 1,2938+0,71219*x

6 Stezenie sTM: F(6;35) = 0,5709; p = 0,7506

Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny (ng/ml)

-4

przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39

doba +0 doba +11 doba +25 1 Srednia

T Srednia+Odch.std
Czas = Ekstremalne

Ryc. 4.3.1. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych w grupie kontrolnej (n=6)

Tabela. 4.3.1. Poréwnanie $redniego stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w
osoczu przed rozpocz¢ciem kondycjonowania ze Srednimi st¢zeniami
rozpouszczalnej trombomoduliny w innych punktach czasowych w grupie

kontrolnej (n=6)

Przed Doba Doba Doba Doba Doba Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednie 1,52 1,02 2,79 0,98 1,78 2,09 2,29
stezenie + + + + + + +

STM (ng/ml) 1,51 1,08 4,58 0,84 1,02 1,97 1,66
= SD

p NS NS NS NS NS NS

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamienno$ci statystycznej.
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4.3.2. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w grupie badanej

Srednie stezenie sSTM w grupie badanej przed rozpoczeciem kondycjonowania
bylo w granicach wartosci referencyjnych. Srednie stezenie sTM uleglo znamiennemu
obnizeniu w dobach: +5, +11 w porownaniu do okresu przed HSCT (p<0,001). Stezenie
sTM osiggneto warto$¢ minimalng w dobie +5, a wartos¢ maksymalng w dobie +39.
Wykazano nastgpujace istotne statystycznie réznice stgzen STM: +5 vs +18, +5 vs +25,

+5vs 39, +5 vs 53, +11 vs +25, +11 vs +39, p<0,05) (Ryc. 4.3.2. i Tabela 4.3.2.a.).

Srednie stezenie sTM = 1,5805+0,1774*x

14
12 Stezenie sTM: F(7;201) = 5,4925; p = 0,00001
10 o
S "
8 - 2

Stezenie rozpuszczalnej trombomodulina (ng/ml)

-2
przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39 Y $rednia
doba +0 doba +11 doba +25 doba +53 T $redniatOdch.std
Czas + Ekstremalne

Ryc. 4.3.2. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych w grupie badanej (n=29)
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Tabela. 4.3.2.a. Poréwnanie Sredniego stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w
osoczu przed rozpoczeciem kondycjonowania ze S$rednimi stezeniami

rozpuszczalnej trombomoduliny w innych punktach czasowych w grupie badanej

(n=29)
Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie 3,21 1,74 0,97 1,1 2,42 3,14 3,45 2,99
stezenie + + + + + + + +
sTM 2,37 1,32 1,15 1,79 2,64 2,71 2,92 1,69
(ng/ml)
+SD
p NS [<0,001|<0,001 | NS NS NS NS

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwdrczych,

NS — brak znamiennoS$ci statystycznej.

Nie wykazano roznic statystycznych stezen sTM w poszczegolnych grupach
pacjentow: z choroba rozrostowa vs. nierozrostowa, po MSD-HSCT vs MUD-HSCT,
kondycjonowanych FTBI vs. BU, TRS vs. BU, ATG (+) vs. ATG (-), po transplantacji

HSC z BM vs PBSC, <3 x 10%/kg vs. >3 x 10°/kg CD34+ (Tabela 4.3.2.b.).
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Tabela 4.3.2.b. Srednie stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w

poszczegolnych punktach czasowych w zaleznos$ci od analizowanych zmiennych

SREDNIE STEZENIE ROZPUSZCZALNEJ TROMBOMODULINY

(ng/ml)

ANALIZOWANE | PRZED | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA | DOBA
ZMIENNE HSCT 0 +5 +11 | +18 +25 | +39 | +53
CHOROBY 2,94 171 | 1,08 | 1,16 | 2,49 | 304 | 331 | 341

ROZROSTOWE n=25
CHOROBY 2.87 129 | 1,97 | 081 1,7 269 | 306 | 218

NIEROZROSTWE n=4
P NS NS NS NS NS NS NS NS
MSD n=13 2.97 059 | 051 | 0,4 14 155 | 247 | 146
MUD n=14 3,61 211 | 122 | 0,73 | 2,55 28 | 328 | 376
P NS NS NS NS NS NS NS NS
FTBI n=9 3,02 119 | 1,21 | 1,11 | 228 | 307 | 461 | 397
BU n=12 2,89 1,76 07 | 061 | 255 | 282 | 290 | 422
P NS NS NS NS NS NS NS NS
TRS n=5 3,05 1,79 | 112 | 087 | 1,49 | 1,89 | 207 | 1,46
BU n=12 2,89 1,76 07 | 061 | 255 | 282 | 29 | 422
P NS NS NS NS NS NS NS NS
ATG (+) n=14 252 145 | 132 | 1,35 | 225 | 329 | 348 | 3,0
ATG () n=15 3,39 181 | 124 | 075 | 238 | 258 | 298 | 2,99
P NS NS NS NS NS NS NS NS
BM n=15 3,29 196 | 187 | 1,26 | 248 | 305 | 315 | 3,76
PBSC n=13 2.28 114 | 062 | 092 | 224 28 | 331 | 223
P NS NS NS NS NS 005 | NS NS
CD 34+ 3,62 226 | 1,19 | 1,49 | 314 | 408 | 368 | 441

<3 x 10°/kg n=7
CD 34+ 264 136 | 1,323 | 091 | 1,97 | 251 | 308 | 229

>3 x 10%/kg n=21
P NS NS NS NS NS NS NS NS

ATG - globulina przeciwtymocytarna,

BU — busulfan,

BM - szpik kostny,
FTBI — frakcjonowane naswietlanie calego ciata,
HSCT — transplantacja macierzystych komoérek krwiotwoérczych,
MSD - w peli zgodny dawca rodzinny,
MUD - w peni zgodny dawca niespokrewniony,
NS — brak znamiennoSci statystycznej,
PBSC - komorki krwiotworcze z krwi obwodowe;,
TRS — treosulfan.
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stwierdzono

4.3.3. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu W ostrej chorobie

przeszczep przeciwko gospodarzowi

znamiennych statystycznie rdéznic stezen sTM w

poszczegbdlnych punktach czasowych pomiedzy dzie¢mi z aGvHD (0-1°) a pacjentami z

aGvHD (II°-II1°). W obu grupach pacjentéw stezenie sSTM spadato, osiggajac minimalng

warto$¢ w dobie +11, a nastepnie od doby +18 wzrastato do doby +39, kiedy uzyskato

maksimum (Ryc.4.3.3. i Tabela 4.3.3.).

14

12

10

Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny (ng/ml)

-2

przed HSCT

Srednie stezenie sTM (aGvHD [1°-111°) = 1,315+0,3315%*x
Srednie stezenie sTM (aGvHD 0-1°) = 1,7484+0,0766*x

Stezenie sTM (aGvHD, 0-1°): F(7;37) =2,2567;p =0,0512
Stezenie sTM (aGvHD, 11°-111°): F(7;198) = 3,3446; p = 0,0022

BEEE

 pacjenci z aGvHD, 0-1°, n=29

doba +18 doba +39 # Ekstremalne
doba +11 doba +25 doba +53 HPpacjenci z aGvHD, 11°-111°, n=6
Czas * Ekstremalne

Ryc. 4.3.3. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych u pacjentow z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD (II°-III1°, n=6)
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Tabela. 4.3.3. Srednie stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w
poszczegolnych punktach czasowych u pacjentéw z aGvHD (0-1°, n=23) vs aGvHD

(I°-I11°, n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie aGvHD | 2,84 1,66 1,2 0,96 2,37 2,78 2,98 1,93
steZenie 0-1° + + + + + + + +
sTM (n=23) 2,44 1,34 2,25 1,62 2,63 2,54 2,73 1,22
(ng/ml) aGvHD | 3,28 1,42 1,68 1,63 2,01 3,84 | 454 | 4,05
+ II°-1I1° + + + + + + + +
SD (n=6) 1,67 1,12 1,74 1,86 1,1 2,93 2,73 1,52
p NS NS NS NS NS NS NS NS

aGVvHD - ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,

NS — brak znamienno$ci statystycznej.

4.3.4. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu we wczesnych

powiklaniach zwigzanych z uszkodzeniem $rodblonkow

Nie wykazano znamiennych statystycznie rdznic stezen sTM w poszczegdlnych
punktach czasowych u pacjentoéw z wczesnymi powiktaniami HSCT zwigzanymi z
uszkodzeniem $rédbtonkéw (p=0,056). Nie stwierdzono réwniez istotnych roznic stezen
sTM u pacjentow z CLS 1 TAM w poszczegolnych punktach czasowych w poréwnaniu
z grupa kontrolng (Ryc. 4.3.4. i Tabela 4.3.4.).

Srednie stezenia sSTM nie roznily sig statystycznie w dniu diagnozy CLS, TAM
(3,2£3,1 ng/ml) (dzien (+5)-(+11), mediana dzien 11) w poroéwnaniu do $redniego
stezenia sSTM przed rozpoczeciem kondycjonowania (2,65+1,87 ng/ml) (p=ns) oraz w

dniu poprawy klinicznej (2,8+3,6 ng/ml) (p=ns).
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Stezenie sTM: F(6, 70)=1,0703, p=,38865

Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny (ng/ml)

0
1 1
—i— grupa
2 ; ; ; , ; . ; CLS+TAM,
przed HSCT doba +5 doba +18 doba +39 n=6
doba +0 doba +11 doba +25 -0 - grupa
kontrolna,
Czas n=6

Ryc. 4.3.4. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych u pacjentow z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa kontrolna (n=6)

Tabela. 4.3.4. Srednie stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w
poszczegolnych punktach czasowych u pacjentow z CLS oraz TAM (n=6) vs grupa

kontrolna (n=6)

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba

HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39
Srednie CLS 2,65 1,68 1,69 0,89 2,96 4,09 5,63
stezenie + TAM + + + + + + +
sTM (n=6) 1,87 0,86 1,73 0,54 2,87 2,6 4,97
(ng/ml) Grupa 1,52 1,02 2,79 0,98 1,78 2,09 2,29
+ kontrolna + + + + + + +
SD (n=6) 1,51 1,08 | 4,58 0,84 1,02 1,97 1,66
p NS NS NS NS NS NS NS

CLS — zespot przesigkania wiosniczek,
NS — brak znamiennoS$ci statystycznej,
TAM — mikroangiopatia zakrzepowa.
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4.3.5. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w powiklaniach

infekcyjnych po allogenicznej transplantacji komoérek krwiotworczych

Analiza stezen sTM w grupie pacjentow ze stwierdzong w okresie
potransplantacyjnym posocznicg w poréwnaniu z dzie¢mi z FUO, wykazato znamiennie
wyzsze stezenia sSTM w dobie +18 oraz +25 u pacjentdw z posocznicg (Ryc. 4.3.5. i
Tabela 4.3.5.c.).

Srednie stezenia sSTM w pierwszym dniu FUO (dzien (+5)-(+18), mediana dzien
+11) w poréwnaniu ze $rednimi st¢zeniami sTM w pierwszej dobie posocznicy (dzien
(+5)-(+39), mediana dzien +8) nie réznity si¢ istotnie (0,78+0,88 ng/ml vs 1,11 £+ 1,14
ng/ml). Srednie stezenia sSTM byty znamiennie wyzsze w momencie poprawy klinicznej
tzn. po zakonczeniu leczenia FUO (dzien (+18)-(+39), mediana dzien +25) (0,78+0,88
ng/ml vs 2,61£2,26 ng/ml, p=0,009), jak i posocznicy (dzien (+18)-(+53), mediana
dzien +25) (1,11%1,14 ng/ml vs 3,01+2,3 ng/ml, p=0,018) w poréwnaniu ze $rednimi

stezeniami w pierwszym dniu tych powiktan infekcyjnych.
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Srednie sTM (pacjenci z FUO) = 1,1952+0,0735%*x
Srednie sTM (pacjenci z posocznicg) = 2,5284+0,0137*x

14 |
E 12 Stezenie sTM (pacjenci z FUO): F(7;64) = 2,986; p = 0,0089
\8’_ Stezenie sTM (pacjenci z posocznicg): F(7;,64) =2,413;p =0,0295
®©
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-2 . . _
przed HSCT  doba +5 doba +18 doba +39 X Eigtf;;l;n':euo (n=14)
doba +0 doba +11 doba +25 doba +53 E PN 2 possEamE (=)
Czas = Ekstremalne

Ryc. 4.3.5. Stezenie rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w poszczegolnych

punktach czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs posocznicg (n=12)

Nie wykazano roznic stezen sTM w poszczegolnych punktach czasowych pomiedzy
pacjentami z FUO (n=14) a grupa kontrolng (n=6), posocznica (n=12) a grupa kontrolng
(n=6), FUO (n=14) a posocznica (n=12) (Tabela 4.3.5.a; Tabela 4.3.5.b. i Tabela

4.3.5.C.).
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4.3.5.a.

poszczegélnych punktach czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs grupa

Srednie

kontrolna (n=6)

stezenia

rozpuszczalnej

trombomoduliny w osoczu

w

Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie FUO 2,38 1,53 | 0,57 0,56 1,1 1,53 2,36 2,18
stezenie (n=14) + + + + + + + +
sTM 2 1,26 | 0,52 0,46 0,88 1,38 1,7 1,63
(ng/mil) Grupa 1,52 1,02 2,79 0,98 1,78 2,09 2,29 NT
+ kontrolna + + + + + + +
SD (n=6) 1,51 1,08 | 4,58 0,84 1,02 1,97 1,66
p NS NS NS NS NS NS NS NT
FUO — goraczka o nieznanej etiologii,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwoérczych,
NS — brak znamienno$ci statystycznej,
NT — nie badano.
4.3.5.b. Srednie stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu W
poszczegolnych punktach czasowych u pacjentéow z posocznica (n=12) vs grupa
kontrolna (n=6)
Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT 0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie Poso- 4,09 2,07 1,13 1,2 3,27 3,62 | 3,38 1,96
stezenie cznica + + + + + + + +
sTM (n=12) 2,82 1,6 1,2 1,6 3,5 2,4 2,0 0,7
(ng/ml) Grupa 1,52 1,02 2,79 0,98 1,78 2,09 2,29 NT
+ kontrolna + + + + + + +
SD (n=6) 1,51 1,08 | 4,58 0,84 1,02 1,97 1,66
p NS NS NS NS NS NS NS NT

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotworczych,

NS — brak znamiennoS$ci statystycznej,

NT — nie badano.
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Tabela. 4.3.5.c. Srednie stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w

poszczegolnych punktach czasowych u pacjentow z FUO (n=14) vs posocznica

(n=12)
Przed | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba | Doba
HSCT |0 +5 +11 +18 +25 +39 +53
Srednie | FUO 2,38 153 | 0,57 | 0,56 1,1 153 | 2,36 | 2,18
stezenie | (n=14) + + + + + + + +
sTM 2 1,26 | 052 | 0,46 | 0,88 | 1,38 1,7 1,63
(ng/ml) Poso- 4,09 2,07 1,13 1,2 3,27 | 3,62 | 3,38 | 1,96
+ cznica + + + + + + + +
SD (n=12) | 2,82 1,6 1,2 1,6 3,5 2,4 2,0 0,7
p NS NS NS NS | 0,047 | 0,027 | NS NS

FUO — goraczka o nieznanej etiologii,
HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwodrczych,

NS — brak znamienno$ci statystycznej.

4.4. Ocena korelacji profili aktywnosci bialka C, stezenia wolnego bialka S i

rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu

Do oceny korelacji uzyto testu Tau-Kendalla. Analizowano korelacje pomigdzy
seriami utworzonymi przez srednie wartosci badanej zmiennej (aktywnos¢ PC, stezenie
wolnego PS, st¢zenie sTM) dla danego punktu czasowego a procentowymi zmianami w
wartos$ciach analizowanych zmiennych w kolejnych punktach czasowych. Wykazano
statystycznie istotng korelacj¢ miedzy zmiang poziomoéw aktywnosci PC, stezen
wolnego PS i stezen sTM (wspotczynnik korelacji Tau-Kendalla dla: aktywnos¢ PC vs
stezenie wolnego PS= 0,809, aktywnos$¢ PC vs stezenie sTM= 0,619, stezenie wolnego
PS vs stezenie sTM= 0,619). Z przeprowadzonej analizy wynika, iz wzrost stezenia
sTM ma miejsce z op6znieniem (doba +18) w stosunku do wzrostu aktywnosci PC

(doba +11) oraz wzrostu st¢zenia wolnego PS (doba +5) (Ryc. 4.4.).
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1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4

0,2 ——
0
0 doba+5 doba+ll doba+18 doba+25 doba +39

-0,2
-0,4
-0,6

B Wzrost/Spadek aktywnosci PC  BWzrost/Spadek stezenia wolnego PS ¥ Wzrost/Spadek stezenia sTM

Ryc. 4.4. Korelacja zmian poziomow aktywnosci bialka C, stezenia wolnego biatka

S i rozpuszczalnej trombomoduliny w osoczu w czasie

4.5. Opornos¢ na aktywowane bialko C, mutacja genu czynnika V (Leiden)

W badanej grupie oporno$¢ na aktywowane biatko C (activated protein C
resistance, APCr) wynosita od 1,35 do 4,1 (mediana 2,57). Warto$ci ponizej 2
stwierdzono u 7 (24,1%) sposrod 29 badanych pacjentow. U 7 (100%) dzieci ze
stwierdzong APCr potwierdzono obecno$¢ mutacji genu czynnika V (Leiden)

(heterozygoty).

U 3 pacjentow, u ktérych rozpoznano TAM, stwierdzono w okresie
przedtransplantacyjnym APCr ponizej 2 (p<0,001). U pozostatych 4 pacjentow z APCr,
nie obserwowano w okresie potransplantacyjnym TAM. Nie wykazano znamiennych
statystycznie zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem innych wczesnych powikltan po

allo-HSCT (CLS, FUO, posocznica, MODS) a stwierdzong APCr (Tabela 4.5.).
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Tabela 4.5. Wystepowanie wczesnych powiklan po HSCT w zalezno$ci od

stwierdzonej APCr w badanej grupie (n=7; 24,1%)

Wezesne APCr APCr

powiktania po < 5.4 p
HSCT

VOD (n=0) 0 0 nie badano
TAM (n=3) 3 (100%) 0 P<0,001
CLS (n=3) 1 (33,3%) 2 (66,7%) NS
FUO (n=14) 1(7,1%) 13 (92,9%) NS
Fnojg”'ca 3 (25%) 9 (75%) NS
MODS (n=2) 1 (50%) 1 (50%) NS

APCr — opornos$¢ na aktywowane biatko C,

CLS — zespo6t przesigkania wlo$niczek,

FUO — goraczka o nieznanej etiologii,

HSCT — transplantacja macierzystych komorek krwiotwdrczych,
MODS — zesp6t niewydolnosci wielonarzadowej,

NS — brak znamiennosci statystycznej,

TAM — mikroangiopatia zakrzepowa,

VOD - zespo6t okluzji naczyn zylnych.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

5.1. BIALKO C | OPORNOSC NA AKTYWOWANE BIALKO C

Odkad, w 1976 roku Johan Stenflo wyizolowal z osocza dotychczas nieznane
biatko, nazwane potem biatkiem C (PC), i ktorego rola przeciwzakrzepowa zostata
potwierdzona przez Charlesa Esmona 1 wspolpracownikow kilka lat pdzniej, powstato
kilkadziesiat tysigcy publikacji traktujacych o PC. Obecnie wiadomo, iz PC, poza
dzialaniem antykoagulacyjnym, posiada wielokierunkowe dziatanie cytoprotekcyjne,
obejmujace: regulacje ekspresji genow, aktywno$¢ przeciwzapalng, aktywno$¢
antyapoptotyczng oraz stabilizacj¢ endotelium [101-104].

PC u biorcow komorek krwiotworczych (HSC) stanowilo przedmiot wielu
badan, aczkolwiek jego rola jest niejednoznaczna. Watroba, komorki s$rédblonka,
keratynocyty, w ktorych odbywa si¢ produkcja PC, narazone sa u biorcéw szpiku na
dziatanie wielu czynnikdw uszkadzajacych. Frakcjonowane napromienianie catego ciala
(FTBI), megachemioterapia i globulina antytymocytarna (ATG) stosowane w ramach
mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii kondycjonujacej, radio- i chemioterapia
powoduja uszkodzenie $rodbtonkdéw naczyn, zwlaszcza mikrokrazenia, prowadzac do
wzrostu przepuszczalnosci tych naczyn oraz zaburzen krazenia. Obserwowane
zaburzenia krazenia pojawiajg si¢ juz kilka godzin po rozpoczgciu kondycjonowania
1 moga si¢ utrzymywac jeszcze kilka miesiecy po transplantacji komorek
krwiotworczych (HSCT). FTBI oraz toksyczne metabolity lekow zastosowanych w
kondycjonowaniu majg rowniez dziatanie hepatotoksyczne, co moze prowadzi¢ do
uszkodzenia komorek srodbtonka zatok zylnych, drobnych zyt watrobowych oraz

martwicy hepatocytow. Obserwowane w przebiegu aGvHD zmiany w watrobie,
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zwlaszcza w obrebie hepatocytow oraz komorek nablonka wyscielajacego
mi¢dzyzrazikowe kanaliki zolciowe, moga rowniez mie¢ istotny niekorzystny wptyw na
produkcj¢ PC przez ten narzad. Ponadto uwalniane cytokiny prozapalne wskutek

dziatan przygotowujacych do HSCT moga mie¢ znamienny wptyw na produkcje PC.

Pomimo licznych czynnikéw, mogacych mie¢ wptyw na produkcje PC u
biorcow HSC, nie zaobserwowano obnizenia aktywnosci PC ponizej wartosci
referencyjnych we wczesnym okresie po alloHSCT u pacjentow, u ktérych w tym
okresie nie spostrzegano jakichkolwiek powiktan. Przeciwnie, aktywnos¢ PC w dobie
+5 byla wyzsza niz w dobie 0 i od doby +5 dalej wzrastala osiagajac maksimum w
dobie +39. Co wigcej, od doby +5 aktywnos¢ PC byla wyzsza od spostrzeganej w
okresie przedtransplantacyjnym. Zatem niezmieniona, pozostajaca w granicach wartosci
normalnych aktywno$¢ PC po HSCT, moze $wiadczy¢ o zachowanej czynnoSci
zarowno hepatocytow, jak 1 endotelium, w zakresie produkcji PC u biorcow
allogenicznych HSC, ktérzy nie demonstrujg istotnych powiklan zwigzanych z
toksycznoscig narzadowa kondycjonowania, aGvHD lub powiktan infekcyjnych. Do
podobnych wnioskow doszli Kanamori i wsp., ktdrzy badali parametry hemostazy, w
tym aktywno$s¢ PC, u 16 dorostych biorcow szpiku kostnego z chorobami
rozrostowymi. Nie wykazali oni istotnych zmian aktywnosci PC 14 dni po HSCT
(80£7%) w stosunku do aktywnosci PC sprzed zabiegu (96+£5%) [105]. Podobnych
spostrzezen dokonali Yenicesu 1 wsp., ktory nie stwierdzili istotnych réznic aktywnosci
PC u dzieci w +7 (126+16%) i +14 (122+28%) dobie po allo-HSCT w stosunku do
okresu przedtransplantacyjnego (1164+31%) [106]. Pikush 1 wsp. natomiast poddali
analizie 350 biorcéw allo-HSC (dzieci i1 dorostych), u ktorych zabieg wykonano

zarowno z powodu chorob rozrostowych, jak i nierozrostowych. Wykazali oni, ze u
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pacjentow, u ktorych nie stwierdzono zadnych powiktan w  okresie
potransplantacyjnym, aktywnos$¢ PC po zakonczeniu kondycjonowania obnizyla si¢
osiggajac wartos¢ minimalng tydzienh po HSCT. Aktywno$¢ PC wracata do wartosci
sprzed HSCT cztery tygodnie po zabiegu. Srednia aktywno$é PC w grupie pacjentow
bez powiklan, pozostawata w granicach wartosci referencyjnych zarowno przed, jak

i po HSCT [107].

Przeprowadzono analiz¢ wptywu nastgpujacych zmiennych na aktywnos¢ PC:
typu choroby podstawowej, rodzaju HSCT w =zalezno$ci od typu dawcy HSC,
zastosowanego kondycjonowania, zastosowania ATG w terapii kondycjonujacej, Zrodla
komorek HSC oraz liczby przeszczepionych komodrek CD34+. Aktywnos¢ PC u
biorcow z rozpoznaniem choroby rozrostowej byta istotnie nizsza w dobach: +5, +11
1 +18 po HSCT w poroéwnaniu z aktywnoscia PC w tym okresie u dzieci, u ktorych
HSCT wykonano z powodu choroby nierozrostowej. Dzieci z chorobami rozrostowymi,
kwalifikowane do allo-HSCT, nalezac do grupy najwyzszego ryzyka wznowy lub
demonstrujac  wznowe¢ choroby, poddawane s3 chemioterapii konwencjonalnej o
intensywnym dziataniu przeciwnowotworowemu oraz o duzej toksyczno$ci narzadowe;.
Uszkodzenie narzadow w okresie leczenia konwencjonalnego, w tym uszkodzenie
watroby, zastosowanie mieloablacyjnej terapii kondycjonujacej poglebiajacej stopien
niewydolnosci tego narzadu, rowniez w zakresie produkcji PC, moze by¢ przyczyna
nizszej aktywnosci PC po HSCT u biorcow z chorobami rozrostowymi, prowadzac w
konsekwencji do stanu nadkrzepliwosci i zwigkszonego ryzyka powiktan zakrzepowo-
zatorowych. Harper 1 wsp. badajac aktywnos¢ dwoch gloéwnych antykoagulantow,

tj. antytrombiny I (AT 1) i PC, zwrdcili uwage na fakt, iz w okresie po HSCT, poza
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obnizonym poziomem antytrombiny, spostrzega si¢ obnizong aktywnos¢ PC, co
powoduje, ze tym okresie ryzyko powiktan zakrzepowych jest zwickszone [108].

W badanej przez nas grupie wykazano rowniez, ze aktywnos¢ PC u biorcow
HSC kondycjonowanych przy uzyciu FTBI w dobie +5 byla znamiennie nizsza w
stosunku do aktywnos$ci PC u dzieci po terapii kondycjonujacej z Bu. Tymczasem w
grupie badanej przez Pihusch i wsp. zastosowane kondycjonowanie mieloablacyjne, tj. z
uzyciem FTBI lub Bu, nie miato wptywu na aktywnos$¢ PC [107]. Jednak dodanie ATG
W tej grupie pacjentOow znamiennie obnizalo aktywnos¢ PC [107]. W pracy
opublikowanej przez Brandao 1 wsp. aktywno$¢ PC byta znamiennie nizsza u pacjentow
po FTBI [109]. ATG nie miata wpltywu na aktywno$¢ PC, zar6wno w badanej przez nas
grupie, jak i w populacji badanej przez Inbal i wsp. [110]. Jednak przeprowadzona
przez nas analiza wieloczynnikowa wykazata znamiennie nizsze aktywnosci PC w
dobach +5 oraz +11 u dzieci kondycjonowanych z uzyciem ATG, dla ktérych Zrodtem
komorek krwiotwodrczych byta krew obwodowa (PB). Zmniejszenie aktywnosci PC u
pacjentow po ATG mozna tlumaczy¢ zuzyciem tego antykoagulantu w przebiegu
przewlektego DIC indukowanego ATG [111].

Fakt nizszych aktywno$ci PC w dobie +5 ws$rod dzieci, u ktorych
przeszczepiono >3 x 10%kg komoérek CD34+ w poréwnaniu z dzie¢mi, u ktorych
podano <3 X 106/kg CD34+ moze sugerowac, iz biorcy HSC z krwi obwodowe;,
rownocze$nie z wyzszg dawka komorek CD34 otrzymali wyzszag dawke komorek
CD3+, co w potaczeniu z ATG powoduje uwalnianie szczegdlnie duzej ilosci cytokin
prozapalnych, co moze w konsekwencji prowadzi¢ do obnizenia aktywnosci PC.
Pozostale zmienne, tj. rodzaj HSCT w zaleznosci od typu dawcy HSC oraz zrodto

komorek HSC nie miaty wplywu na aktywnos¢ PC.
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Ostra GvHD stanowi nadal jedno z najczestszych powiktan HSCT. Jednym z
narzagdow, ktéry moze by¢ zajety w przebiegu tej choroby jest watroba. Objawy aGvHD
watroby spostrzega si¢ nawet u 70% biorcow HSC, u ktorych wystapita aGvHD skory
i/lub przewodu pokarmowego. Izolowane zajecie watroby natomiast jest niczwykle
rzadkie [12, 13]. W badanej grupie aGvHD watroby (I°) wystgpito u 1 pacjenta
1 towarzyszyto aGvHD skory (II°). W zwiagzku z tym nie analizowano aktywno$ci PC
u pacjentow z aGvHD w zalezno$ci od narzadu zajgtego procesem chorobowym.
Natomiast poddano analizie poréwnawczej aktywnos¢ PC w dwoch grupach pacjentow:
aGvHD (0-I°) vs. aGvHD (II°-11I°). Nie wykazano istotnych réznic statystycznych w
aktywnos$ciach PC w tych grupach. Natomiast Pihusch i wsp. [107] zaobserwowal, iz
aktywnos$¢ PC jest tym nizsza im wyzszy stopien kliniczny aGvHD, jednak bez zwiazku

z zajetym narzgdem docelowym aGvHD.

Biorcy HSC s3 szczegdlnie narazeni na zagrazajace zyciu powiklania
mieloablacyjnego kondycjonowania, u podstaw ktorych lezy uszkodzenie $rodbtonka
naczyn krwiono$nych z nastgpowa aktywacja procesow krzepnigcia. Wystepowaniu
opisanych zaburzenh u biorcow HSC sprzyja szczegdlne narazenie $rodblonka
naczyniowego na czg¢sto réwnoczesne dziatanie kilku czynnikdéw uszkadzajacych, w
tym cytostatykow uzytych w kondycjonowaniu, promieniowania jonizujacego (FTBI),
lekéw stosowanych w profilaktyce GVHD (cyklosporyna A, takrolimus) oraz wysokich
stezen cytokin prozapalnych uwalnianych w zwigzku z kondycjonowaniem, zakazeniem
i/lub GvHD. Klinicznie opisany proces uszkodzenia srodblonkéw moze przebiega¢ pod
postaciag VOD, TAM, CLS 1 innych wczesnych powiktan [19, 112]. W analizowane;j
przez nas grupie, wczesne powiklania zwigzane z uszkodzeniem komorek srodbtonka

wystapity u 6 pacjentow, z czego u 3 dzieci rozpoznano TAM, a u kolejnych 3 dzieci
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CLS. W badanej grupie nie stwierdzono VOD, by¢ moze dzigki postgpowaniu
zapobiegawczemu prowadzonemu u wszystkich dzieci, u ktorych zastosowano
kondycjonowanie mieloablacyjne. W przeprowadzonej analizie wykazana zostala
znamiennie nizsza aktywno$¢ PC w dobie +5 u biorcow HSC z wczesnymi
powiktaniami (CLS, TAM) w poréwnaniu z grupa kontrolna. Srednia aktywnosé PC w
dniu wystgpienia powiktania byla statystycznie istotnie nizsza (77,4+40,8%) w
porownaniu do dnia poprawy klinicznej (122,8+42,9%). Podobne wyniki uzyskali
Pihusch 1 wsp. [107], tj. aktywno$¢ PC u pacjentow z TAM wynosita 68,6%, a u
pacjentow bez powiktan 96,3%.

Ze wzgledu na brak chorych z VOD, nie dokonano oznaczen aktywnosci PC w
tej grupie pacjentdw. Jednak z pismiennictwa wynika, ze w przebiegu VOD spostrzega
si¢ obnizong aktywnos$¢ PC [113, 114]. Aktywno$¢ PC ponizej 34,5% jest czynnikiem
predykcyjnym VOD (czuto$¢ 100% oraz swoistos¢ 83,3%). Co wigcej aktywnos¢ PC
ponizej 34,5% wyprzedza pojawienie si¢ objawow klinicznych VOD, a powrot
aktywno$ci PC do warto$ci normalnych wyprzedza ustapienie tych objawoéw [114].
Podobnie jak PC, takze inne czynniki, takie jak: AT Ill, PS, TM, VWF, inhibitor t-PA,
aminopropeptydaza typu III, prokolagen III, byly badane pod katem petnienia roli
czynnikow predykcyjnych i prognostycznych VOD, jednak ich rola w tym zakresie nie
zostala jednoznacznie i ostatecznie okre$lona [115-119].

Spadek aktywnosci PC w przebiegu powiktan zwigzanych z uszkodzeniem
srodbtonkow jest najprawdopodobniej wypadkowa wielu réoznych mechanizmow. Po
pierwsze konsekwencja uszkodzenia $§rédbtonkéw jest aktywacja uktadu krzepniecia, a
spadek aktywnosci PC wynika z jego zuzycia (koagulopatia ze zuzycia). Poza tym

przemieszczeniu ptyndw z przestrzeni wewnatrz — do pozanaczyniowej, w przebiegu
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powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonkow (VOD, CLS), moze towarzyszyc
przemieszczenie biatka C [107].

Jak juz wspomniano PC ma dziatanie cytoprotekcyjne: reguluje ekspresje
gendéw, dziala przeciwzapalnie, antyapoptotycznie oraz stabilizuje s$rodbtonki.
Stabilizacja $srodbtonkow przez PC odbywa si¢ na drodze EPCR-zaleznej aktywacji
receptora aktywowanego przez proteaze 1 (ang. protease activated receptor-1, PAR-1).
Aktywowany PAR-1 za posrednictwem biatka G; jest odpowiedzialny za aktywacje¢
kinazy sfingozyny 1, ktéra przeksztalca sfingozyne 1 w fosforan sfingozyny 1. Ten
natomiast za posrednictwem swojego receptora stabilizuje cytoszkielet na drodze
zaleznej od kinazy aktywowanej mitogenem (ang. mitogen-actvated protein kinase,
MAPKS). PAR-1 stanowi rowniez receptor dla trombiny. Potgczenie trombiny z PAR-1

prowadzi do destabilizacji srodbtonkow — Ryc. 5.1.a. [101-104].
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Ryec. 5.1.a. Mechanizm stabilizacji endotelium przy udziale biatka C (Laurent OM,
Berislav VZ, Griffin JH. The cytoprotecive protein C pathway. Blood 2007; 109:

3161-3172)
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Udzial PC w powiktaniach infekcyjnych jest bezsprzeczny. Dziatanie
przeciwzapalne PC, odbywa si¢ zarowno przy udziale komorek s$rodbtonka, jak
1 leukocytow. Polaczenie PC z jego receptorem EPCR, z nastepowg aktywacja PAR-1
na endothelium w mechanizmie ,, down regulation” zmniejsza ekspresje genow
czynnikow zapalnych (mig¢dzy innymi interleukiny 1) oraz zmniejsza ekspresj¢
czgsteczek adhezyjnych (ang. intracellular adhesion molecule, ICAM-1, ang. vascular
cell adhesion molecule 1, VCAM-1 i E-selektyny) na powierzchni $rodbtonka,
redukujac mozliwo$¢ adhezji leukocytéw 1 infiltracji tkanek przez leukocyty. Efekt
przeciwzapalny PC, ktory odbywa si¢ za posrednictwem leukocytow jest niejasny. PC
faczac si¢ z EPCR na powierzchni monocytow, komodrek NK, neutrofili oraz eozynofili
zmniejsza wydzielanie cytokin prozaplanych (IL-1, TNFa). Poza tym PC po potaczeniu
z kompleksem utworzonym przez rozpuszczalny EPCR — proteinaze 3 — CD11b/CD18
na leukocytach moze regulowa¢ wydzielanie cytokin prozapalnych oraz adhezjg

leukocytow do komorek srodbtonka — Ryc. 5.1.b. [101-104].
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Ryc. 5.1.b. Udzial bialka C w procesach przeciwzapalnych (Laurent OM, Berislav

VZ, Griffin JH. The cytoprotecive protein C pathway. Blood 2007; 109: 3161-3172)

Obserwacja pacjentow dorostych w neutropenii z rozwinigta posocznicg
wskazuje na spadek aktywnosci PC, juz nawet 12-24 godziny przed rozwinigciem
objawow posocznicy lub wstrzasu septycznego. Aktywnos¢ PC ponizej wartosci
referencyjnych moze stanowi¢ niekorzystny czynnik rokowniczy. Co wigcej ocena
aktywnosci PC podczas pierwszego epizodu gorgczki neutropenicznej moze
wyodrebni¢ pacjentow wysokiego ryzyka rozwoju posocznicy oraz wstrzasu
septycznego. Stwierdzono, iz wsrdd pacjentdow z rozwinigtym wstrzagsem septycznym
srednia aktywno$¢ PC jest nizsza i utrzymuje si¢ ponizej normy przez dtuzszy okres w
porownaniu z aktywno$cig PC u pacjentdw z posocznicg [120]. Dane w literaturze na
temat aktywnosci PC wsrod dzieci z goraczka neutropeniczng sa skape. Przedstawione
przez Kassam A i1 wsp; wyniki analizy 73 pacjentdow z goraczka neutropeniczna,

(sposrod ktorych u 10 potwierdzono bakteriemie) sugeruja, iz aktywno$¢ PC w czasie
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gorgczki neutropenicznej nie rozni si¢ wsrod dzieci bez i1 z bakteriemig [121].
W badanej przez nas grupie aktywnos¢ PC w pierwszej dobie posocznicy, byta
znamiennie nizsza w poréwnaniu z aktywnoscig PC w pierwszym dniu FUO 1 byla
ponizej warto$ci referencyjnych. Po ustapieniu objawoéw klinicznych FUO i posocznicy
aktywnos$¢ PC nie tylko wracata do wartosci wyjsciowych, ale w kolejnych dniach
obserwacji byla znamiennie wyzsza od aktywnos$ci PC spostrzeganej w pierwszej dobie
tych powiklan. Analiza profili aktywnosci PC wykazata, iz po zakonczeniu
mieloablacyjnej terapii kondycjonujacej, w dniu zabiegu allogenicznej transplantacji
komorek krwiotwoérczych aktywnos$¢ PC byla istotnie nizsza wsérdd dzieci, u ktorych
wystgpita posocznica w okresie potransplantacyjnym. Aktywnos¢ PC wsrod dzieci z
posocznicg poczawszy od doby O utrzymywatla si¢ ponizej wartosci referencyjnych
i wrocita do normy dopiero w dobie +18. Natomiast aktywno$¢ PC u pacjentow z FUO
pozostawala przez caty okres okototransplantacyjny w granicach normy.

Podobnie jak w powiktaniach zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonkéw, tak
1 w powiktaniach infekcyjnych, ktore w konsekwencji moga prowadzi¢ do uszkodzenia
endotelium, spadek aktywno$ci PC w przebiegu tych powiktan jest wypadkowa wielu
mechanizméw. Jednym z nich jest zwigkszenie ,.konsumpcji” PC po stymulacji przez
kompleks trombina-trombomodulina w odpowiedzi na generowany przez cytokiny
prozapalne stan nadkrzepliwosci. Potgczenie PC ze swoim receptorem EPCR moze by¢
roOwniez przyczyng obserwowanej w przebiegu powiktan infekcyjnych obnizonej
aktywnosci PC w osoczu. W przypadku dotaczenia si¢ objawdéw niewydolnosci
watroby, obnizona produkcja PC przez watrobe moze sprzyja¢ nabytemu niedoborowi

PC [120].
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W zwigzku z tym, ze MODS stwierdzono tylko u 2 dzieci, nie
przeprowadzono analizy statystycznej w tej grupie pacjentow. Aktywno$¢ PC w chwili
rozpoznania MODS wynosita 49% u jednego i1 34,2% u drugiego dziecka, 1 ulegla
obnizeniu w dniu pogorszenia stanu klinicznego obu pacjentow i wynosita odpowiednio
25,8% i 22,8%.

Badania nad aktywnoscig biatka C u pacjentow po allo-HSCT z rozwinigtym
MODS przeprowadzone przez innych autorow wykazaly wyrazny spadek aktywnosci
tego biatka w osoczu, z przyczyn podobnych do tych, ktore zostalty omoéwione przeze
mnie wczesniej. Obnizona aktywno$¢ PC (<40%) pogarszata przebieg MODS i byta
ztym czynnikiem rokowniczym. Ryzyko rozwoju MODS 1 zgonu byto tym wigksze, im

nizsza aktywno$¢ PC w okresie przedtransplantacyjnym [122, 123].

Wprowadzenie do leczenia rekombinowanego aktywowanego biatka C
(Xigris, Eli Lilly) rozpoczeto nowa ere leczenia pacjentdéw z posocznicg oraz wstrzgsem
septycznym. PROWESS (Protein C Worldwide Evaluation in Severe Sepsis)
stanowiace wieloosrodkowe badanie, do ktérego wlaczono 2280 dorostych pacjentow,
potwierdzito redukcje $miertelnoSci w grupie pacjentow z posocznicg o wysokim
ryzyku zgonu (25 punktoéw i wigcej zgodnie ze skalg Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation, APACHE 1II) o 6,1% w stosunku do pacjentow otrzymujacych
placebo (30,8% vs. 24,7%, p=0,005) [123]. W kolejnym badaniu ADDRESS
(Administration of Drotrecogin Alfa (activated) in Early Stage Severe Sepsis), w
ktorym poddano analizie 2640 pacjentéw, $Smiertelnos¢ w grupie otrzymujacej lek byta
porownywalna do grupy otrzymujacej placebo (18,5% vs 17%, p=ns). Uwzgledniajac
pacjentow z najwyzszym ryzykiem zgonu (APACHE II powyzej 25 punktéw) nie

wykazano redukcji $miertelnosci u pacjentéw otrzymujacych drotrecogin alfa,
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aczkolwiek grupa badana byta mniej liczna niz w PROWESS 1 sktadata si¢ tylko z 321
pacjentow [124]. Chorzy pediatryczni zostali poddani analizie w badaniu RESOLVE
(Researching Severe Sepsis and Organ Dysfunction in Children: A Global Perspective).
Badanie obejmowato 477 pacjentdw 1 zostalo zakonczone przed czasem, ze wzgledu na
nieistotng redukcje¢ $miertelnosci w grupie otrzymujacej biatko C w poréwnaniu z grupg
placebo (17,5% vs. 17,2%, p=ns) 1 zwigkszone ryzyko krwawien do os$rodkowego
uktadu nerwowego (4,6% vs. 2,1%, p=ns) [125]. Ze wzgledu na brak dowodow
wystepowania korzysci z zastosowania biatka C u pacjentdw z posocznica, Europejska
Agencja Lekow rozpoczela kolejne badanie PROWESS-SHOCK, ktérego wyniki
zostang przedstawione w sierpniu 2011 roku [126]. Inne badanie APROCCHS
(Activated Protein C and Corticosteroids for Human Septic Shock), w ktérym zostanie
oceniona skutecznosci leczenia pacjentow biatkiem C w potaczeniu z matymi dawkami
sterydow, jest rowniez w trakcie realizacji [127]. W badaniu XPRESS (Xigris and
Prohylactic Heparin Evaluation in Severe Sepsis) wykazano natomiast redukcje
$miertelnosci u pacjentow leczonych rekombinowanym biatkiem C w polaczeniu z
heparyng w stosunku do chorych leczonych samym biatkiem C ( 26,9% vs. 35,6%,
p=0,005) [128].

Nalezy wspomnieé, iz bezpieczenstwo i1 skuteczno$¢ rekombinowanego biatka
C (drotrecoginu alfa) byla oceniana réwniez w grupie pacjentow po allo-HSCT.
Pacjenci poddani allo-HSCT zostali wykluczeni z powyzej wspomnianych badan,
przede wszystkim ze wzgledu na zwigkszone ryzyko krwawien zwigzane z
trombocytopenig oraz wysokie ryzyko zgonu w pierwszych 28 dniach po allo-HSCT z
innych powodow niz infekcje. Wyniki bezpieczenstwa 1 skuteczno$ci zastosowania
drotrecoginu alfa przedstawit Pastores SM i wsp. [129]. Pierwotnie zaktadano, iz do

badania zostanie wilaczonych 250 pacjentow z 20 osrodkéw transplantacyjnych od
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marca 2003 roku do marca 2005 roku. Z analizy wylaczono: pacjentéw ponizej 18 roku
zycia, pacjentow ktorzy byli 60 dni lub wiecej po allo-HSCT, pacjentow nalezacych do
grupy wysokiego ryzyka krwawien, w tym pacjentdw wymagajacych przetoczen
koncentratu krwinek plytkowych. Badanie przerwano jednak juz po 10 miesigcach,
przede wszystkim ze wzgledu na restrykcyjne kryteria wigczenia pacjentow 1 w zwigzku
z tym trudnosci z zakwalifikowaniem 250 pacjentow do badania. W okresie 10
miesiecy do badania wlaczono 7 pacjentow, z ktorych 2 zgineto z powodu posocznicy, a
2 zgingto z powodu cigzkich powiktan krwotocznych [129]. Sukcesem natomiast
zostata zakonczona terapia VOD koncentratem biatka C (Ceprotin), u 6 dzieci po allo-

HSCT [60].

PC jako jeden z czynnikow antykoagulacyjnych ma za zadanie, jak juz
wspomniano, inaktywowa¢ czynnik V. Defekt polegajacy na zastgpieniu argininy w
pozycji 506 tancucha cigzkiego czynnika V glutaming (mutacja Leiden) jest przyczyna
wystepowania opornosci czynnika V na proteolityczne dzialanie aktywnego PC
1 zachowania przez czynnik V aktywnosci prokoagulacyjnej. Okoto 10% przypadkéw
ze stwierdzong APCr, nie jest nosicielami mutacji genu czynnika V Leiden, tylko
innego defektu: mutacji genu protrombiny, czynnika VV Cambridge, Liverpool i innego.
APCr stanowi gtdéwny czynnik ryzyka powiktan zakrzepowo-zatorowych [56, 57].

Wsrod dorostych pacjentow z chorobg nowotworowa, takg jak: chtoniaki, rak
phuc, rak piersi, raki przewodu pokarmowego, APCr jest obserwowana wsrod 10% do
37% chorych, co w poréwnaniu z populacja 0s6b zdrowych, swiadczy o czgstszym jej
wystepowaniu w grupie dorostych pacjentéw onkologicznych [130-134]. Czestos¢
wystepowania mutacji Leiden natomiast jest porOwnywalna w obu tych grupach

pacjentow [131, 135]. APCr wsrod pacjentdow onkologicznych to najczesciej postacé
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nabyta, ktora moze wynika¢ miedzy innymi z interferowania produktow komorek
nowotworowych lub produktow innych komorek wytwarzanych w odpowiedzi na
proces rozrostowy ze sktadowymi uktadu biatka C. APCr moze by¢ rowniez wtérna do
niskiego stezenia PS, wysokich poziomow czynnika V, VIII i fibrynogenu. Udzial PS w
patogenezie nabytej APCr jest dyskusyjny. Nadekspresja receptora dla PS (C4bP) na
niektorych liniach komoérek nowotworowych, migdzy innymi na mieloblastach, moze
skutkowa¢ zwigkszonym wychywtem PS przez C4b, co zmniejsza stgzenie wolnego PS
1 aktywnos¢ PS jako kofaktora reakcji aktywacji PC 1 proteolizy PC. APCr moze
rowniez wynika¢ z obecno$¢ przeciwciat kardiolipinowych 1 antyfosfolipidowych
wsrod pacjentow onkologicznych, a zwlaszcza z rozpoznaniem szpiczaka mnogiego.
APCr wraca do wartosci normalnych u pacjentow, ktérzy odpowiedzieli na leczenie
onkologiczne. Nabyta posta¢ APCr rowniez zwigksza ryzyko wystapienia powiktan
zakrzepowo-zatorowych [136,137]. Wrodzone postaci APCr (mutacja genu czynnika V
Leiden, mutacja genu protrombiny) zostaly uznane za istotny czynnik ryzyka powiktan
zakrzepowo-zatorowych u dzieci z ALL leczonych preparatami L-asparginazy [138-
140].

Rola wrodzonych trombofilii w powiktaniach zakrzepowo-zatorowych po
allo-HSCT jest niejasna. Przedstawione przez Duggan i wsp; wyniki analizy 22
pacjentow z VOD 1 51 bez VOD sugerowaty istotng role¢ mutacji genu protrombiny, a
nie mutacji genu czynnika V Leiden w patogenezie VOD [141]. Opublikowane przez
Ertem 1 wsp. wyniki wskazywaly natomiast na istotng role mutacji Leiden w rozwoju
VOD u pacjentow po allo-HSCT [142]. Pihusch 1 wsp. przedstawil wyniki analizy
wptywu nastepujacych wrodzonych zaburzen genetycznych (mutacja genu czynnika V
G1691A, mutacja genu protrombiny G20210A, mutacja genu reduktazy 5,10-

metylenotetrahydrofolianowej C677T, polimorfizm PLA1/PLA2 genu glikoproteiny
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IIIa, polimorfizm genu tancucha B fibrynogenu 455G/A, polimorfizm genu PAI-1 — 675
4G/5G, polimorfizm intronu 161/D enzymu konwertujgcego angiotensyne) u 89 biorcoOw
allo-HSCT, ktére moglyby mie¢ wplyw na wyst¢powanic powiklan zakrzepowo-
zatorowych w okresie potransplantacyjnym. Potwierdzono, iz tylko polimorfizm genu
PAI-1 — 675 4G/5G moze stanowi¢ czynnik ryzyka VOD. Pozostate wrodzone
trombofilie nic mialy wptywu na rozwdj powiktan zakrzepowo-zatorowych po allo-
HSCT [143].

APCr w naszym badaniu byla analizowana pod katem udziatu tej patologii w
etiopatogenezie wczesnych powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rodblonkéw. APCr
w badanej grupie stwierdzono u 7 dzieci. U kazdego pacjenta potwierdzono mutacje
genu czynnika V Leiden. Nalezy podkresli¢, ze u wszystkich pacjentow w badanej
grupie potwierdzono remisj¢ choroby rozrostowej przed allo-HSCT, a nabyta APCr
zwigzana z chorobg nowotworow3 jest opisywana w piSmiennictwie przede wszytskim
na poczatku leczenia. Co wigcej stezenie wolnego PS przed allo-HSCT u kazdego
pacjenta z APCr bylo w granicach warto$ci referenyjnych (Srednia 79,6+22,1%), w
zwigzku z tym nie mozna ttumaczy¢ stwierdzonej APCr obnizonym stezeniem wolnego
PS. Z przedstawionych przez nas podczas 7th Meeting of the EBMT Paediatric Diseases
Working Party w czerwcu 2010 roku w Helsinkach wstgpnych analiz wynikato, iz APCr
zwigzana z mutacja genu czynnika V Leiden moze odgrywaé istotng role w
etiopatogenezie TAM. Wowczas grupge badang stanowito 21 pacjentéw, wsrdd ktorych
stwierdzono 4 pacjentow z APCr. U 3 z nich zdiagnozowano TAM (streszczenie
doniesienia jest dostepne na str. 196). W zaprezentowanej w pracy doktorskiej grupie 7
pacjentow z APCr, TAM rozpoznano u 3 dzieci. Nalezy podkresli¢, ze przedstawione

wyniki majg charakter wstepny, natomiast wnioski wskazujace na APCr jako wazny
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czynnik ryzyka rozwoju TAM nie byty dotychczas przez nikogo sformutowane

1 wymagaja poparcia dalszymi badaniami.

5.2. BIALKO S

Biatko S podobnie jak PC produkowane jest przez watrobe. Narazenie
biorcow komodrek krwiotwdrczych na szereg czynnikdw o potencjalnym dziataniu
hepatotoksycznym, miedzy innymi: FTBI, cytostatyki i ich metabolity uzyte w
kondycjonowaniu oraz inne leki stosowane w postgpowaniu wspomagajacym po allo-
HSCT, a takze zakazenia, aGVHD mogtyby sugerowa¢ istotny spadek stgzenia wolnego
PS u pacjentéw po allo-HSCT. Z obserwacji dokonanych w grupie kontrolnej wynika,
iz nie istniejg istotne roznice Srednich stezen wolnego PS we wczesnym okresie
potransplantacyjnym w stosunku do $redniego stezenia wolnego PS spostrzeganego
przed HSCT. Srednie stezenie wolnego PS poczawszy od doby 0 do doby +39 po
zabiegu systematycznie wzrastato, jednak bez znamiennosci statystycznej. Natomiast w
badanej grupie dzieci z powiktaniami allo-HSCT w dniu transplantacji wprawdzie
spostrzegano statystycznie nieistotne, ale jednak obnizenie stezenia wolnego PS, ktore
utrzymywato si¢ az do doby +11, po czym stezenie PS zaczglto wzrastaé osiggajac
najwyzsza wartos¢ w dobie +53. Nalezy jednak podkresli¢, ze stezenie wolnego PS w
obydwu badanych grupach pozostawato w granicach warto$ci normalnych przez caty
okres obserwacji. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze nizsze stezenie wolnego PS w
badanej grupie dzieci bezposrednio po zakonczeniu mieloablacyjno-immunosupresyjnej
terapii kondycjonujacej w stosunku do czasu przed allo-HSCT moglto by¢ zwigzane,
podobnie jak w przypadku aktywnosci PC, z przejSciowym uposledzeniem czynnosci
watroby. Jednak nalezy zauwazy¢, ze po allo-HSCT aktywno§¢ PC u pacjentow z

powiklanym okresem potransplantacyjnym spadia ponizej wartosci referencyjnych.
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Mogloby to wskazywac, ze istotng role w spadku aktywnosci PC u pacjentow z
powiklaniami odgrywa nie tylko uszkodzenie watroby, ale takze uszkodzenie
pozostatych zrodet PC, przede wszystkim komorek s$rodbtonka. W pisSmiennictwie
mozna znalez¢ dane mowigce zarOwno o znamiennym obnizeniu si¢ ste¢zenia wolnego
PS po allo-HSCT [108], jak i braku roznic w jego stezeniu poréwnujac okres przed-
i potransplantacyjny [105, 106].

Podobnie jak w przypadku PC, stezenie wolnego PS bylo nizsze w dobie +5
oraz + 11 u biorcow HSC z rozpoznaniem choroby rozrostowej. Najprawdopodobniej
mozna to tlumaczy¢ tym, iz pacjenci z chorobg nowotworowa poddani byli wczedniej
intensywnej chemioterapii oraz kondycjonowaniu mieloablacyjnemu o dzialaniu
hepatotoksycznym (migdzy innymi: wysokimi dawkami metotreksatu w ALL,
cytarabiny w AML), co nie pozostaje bez wptywu na produkcje¢ czynnikow krzepnigcia
przez ten narzad. Poza tym uszkodzenie S$luzéwki przewodu pokarmowego
towarzyszace leczeniu chemio- i radioterapia, moze uposledza¢ wchtanianie witaminy
K, ktora jest niezbedna do produkcji PS 1 PC. W piSmiennictwie wspomina si¢ takze, ze
niedobor witaminy K towarzyszy pacjentom kondycjonowanym busulfanem, ale u
ktérych w profilaktyce przeciwdrgawkowej podczas podawania tego cytostatyku
zastosowano fenytoing (antagonista witaminy K) [144]. Nalezy wspomnie¢, iz w
Dziecigcym Oddziale Transplantacji Szpiku Kostnego w Poznaniu w profilaktyce
przeciwdrgawkowej w trakcie kondycjonowania z Bu stosuje si¢ klonazepam, ktory nie
ma wplywu na stezenie PS. Stezenie wolnego PS u biorcow MSD-HSC w poroéwnaniu
ze stezeniem u biorcow MUD-HSC bylo nizsze w dobie +5 oraz +11. Nie ma to
zwiazku ze zrodtem komorek, bowiem poréwnujgc stezenie wolnego PS u pacjentow po
MSD-HSCT i po MUD-HSCT, uwzgledniajgc to samo zrodto komorek, potwierdzono,

iz jest ono nizsze wérod biorcow MSD-HSC. Inbal i wsp. oraz Harper i wsp. nie
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wykazali r6znic stezen wolnego PS pomiedzy biorcami MSD-HSC a MUD-HSC [105,
108]. W analizowanej przez nas grupie wykazano roéwniez, ze zastosowanie ATG
skutkuje wyzszymi stezeniami wolnego PS w +5 dobie po przeszczepieniu. Co wigcej
stezenie to bylo znamiennie wyzsze u pacjentéw kondycjonowanych z ATG, ale dla
ktorych zrodtem komorek byt szpik kostny. Spostrzezenie to nie ma potwierdzenia w
pismiennictwie. W pracy przedstawionej przez Inbal i wsp. nie wykazano istotnych
réznic pomiedzy stezeniem wolnego PS w dniu trasnplantacji u pacjentow
przygotowywanych do allo-HSCT z i bez ATG (115,1£23,8% vs 99,9+31,8%) [110].
Mogloby si¢ wydawad, iz u pacjentow, u ktorych zastosowano ATG, stezenie wolnego
PS obnizy si¢ w stosunku do okresu przedtransplantacyjnego, przede wszystkim z
powodu zuzycia w przebiegu DIC. W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie dlaczego w
badanej przez nas grupie biorcow kondycjonowanych z uzyciem ATG obserwowano
wyzsze stezenie wolnego PS we wczesnym okresie po allo-HSCT? Odpowiedzi na to
pytanie nie znalezliSmy. Podobnie jak trudno wytlumaczy¢ fakt wyzszych stezen
wolnego PS u biorcow BM w poréwnaniu do biorcow PBSC, u ktorych w
przygotowaniu do allo-HSCT zastosowano ATG. Nie wykazano réznic stezen wolnego
PS u dzieci z chorobami rozrostowymi, ktore kondycjonowano z i bez ATG. Rodzaj
kondycjonowania (FTBI, Bu, Trs) oraz liczba przeszczepionych komorek CD34+ nie

miata wplywu na st¢zenie wolnego PS po allo-HSCT.

Stezenia wolnego PS zarowno w okresie przed- jak i potransplantacyjnym nie
roznity si¢ pomigdzy dzie¢mi ze rozpoznang aGvHD (0-1°) a aGvHD (II°-111°). Podobne
wnioski zostaty sformulowane przez Kanamoriego 1 wsp; ktorzy poddali analizie
réznicowej stezenia wolnego PS w 14 dobie po allo-HSCT u dorostych pacjentow z

aGVHD 0-I° (80+4%) i aGvHD II°-IV® (68+7%) [105].
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W badaniach wlasnych u biorcow HSC demonstrujgcych powiktania allo-
HSCT zwigzane z uszkodzeniem $roédbtonkéw (CLS, TAM) stwierdzono znamiennie
nizsze stgzenie wolnego PS w dobie +11 w poréwnaniu z dzie¢mi bez tych powiktan.
Stezenie wolnego PS w dniu rozpoznania CLS lub TAM bylo znamiennie nizsze
(53,8+£20,4%) w stosunku do st¢zenia spostrzeganego w dniu, w ktorym odnotowano
ustepowanie objawow i poprawg stanu klinicznego (91,6+24,6%) (p=0,015). Kanamori
I wsp. nie wykazali natomiast réznic stgzen wolnego PS u pacjentéw z (68+11%) i bez
(76+4%) TAM w 14 dobie po przeszczepieniu [105]. W badaniu opublikowanym przez
Lee 1 wsp. obserwowano spadek stezenia catkowitego PS wsrod pacjentow z VOD w 14
dobie po HSCT. Stezenie wolnego PS uleglo istotnemu obnizeniu w stosunku do grupy
kontrolnej w 21 dniu po przeszczepieniu [145]. W zwigzku z tym, ze PS w odrdznieniu
od PC, nie pelni roli cytoprotekcyjnej, stabilizujacej $rodbtonki, udzial PS
najprawdopodobniej w patogenezie powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonkow
jest mniejszy. Spadek stezenia wolnego PS w przebiegu tych powiktah nalezy
najprawdopodobniej ttumaczy¢ jego zuzyciem w procesie aktywowania PC. Mozliwe
jest rowniez przemieszczenie PS z krwi do przestrzeni pozanaczyniowe] przez

uszkodzone endothelium.

W badaniach na zwierzetach zauwazono, ze potaczenie PS z jego receptorem
C4bP skutkuje nadwrazliwo$cig zwierzat na czynniki zakazne (E.coli). Kompleks PS-
C4bP jest nieaktywny w zakresie przeksztalania PC z postaci nieaktywnej do
aktywowanej. Konsekwencjg infuzji E.coli z jednoczasowa inaktywacjag PS przez
potaczenie z C4bP bylo podwyzszone st¢zenie TNFa 1 koagulopatia ze zuzycia [146].
Zjawisko to swiadczy o istotnej roli, jakg PS odgrywa w powiktaniach infekcyjnych. W

badanej grupie nie wykazano roznic stezen wolnego PS w pierwszej dobie FUO w
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porownaniu ze stezeniem wolnego PS w pierwszej dobie posocznicy. W zwigzku z tym
stezenie wolnego PS nie moze stanowi¢ markeru réznicujagcego FUO z posocznicg we
wczesnym okresie tych powiktan. Stgzenie wolnego PS znamiennie wzrastalo po
zakonczeniu leczenia posocznicy w stosunku do czasu przed wilaczeniem leczenia.
Obserwacje natomiast pacjentow z FUO nie pozwalaja wyciggnaé¢ podobnych
wnioskow.

Obserwowany spadek stezenia wolnego PS jest konsekwencja wzrostu
poziomu C4bP w przebiegu powiklan infekcyjnych i w zwiazku z tym zwigkszonym
wychwytem PS przez C4bP, a takze inaktywacja PS przez proteazy produkowane przez

neutrofile [103].

Stezenie wolnego PS w chwili rozpoznania MODS wynosita 56,7% u jednego
1 44,6% u drugiego dziecka, i ulegla obnizeniu w dniu pogorszenia stanu klinicznego
obu pacjentow 1 wynosita odpowiednio 32,7% 1 27,8%. Spadek stezenia wolnego PS w
przebiegu MODS to wypadkowa wielu mechanizméw: zmniejszonej produkcji przez
watrobe, zwiekszonej produkcji C4bP i1 zwigkszonego wychwytu PS przez sktadowa
dopetiacza, inaktywacji PS przez proteazy oraz zuzywania PS w procesie aktywowania
PC. Mozliwe jest rowniez przemieszczenie PS z krwi do przestrzeni pozanaczyniowej

przez uszkodzone $rodbtonki [103, 122, 146].

5.3. Trombomodulina

Srédbtonek moze byé postrzegany jako najwiekszy gruczol endokrynny w
ustroju cztowieka. W organizmie dorostego cztowicka wystepuje okoto 1x10™ komoérek

srodblonka, ktorych powierzchnia wynosi ogolem okoto 400 m?. Komoérki $rodblonka
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stanowig barier¢ migdzy krwig i mi¢sniami gladkimi naczyn i1 s3 odpowiedzialne za
synteze | uwalnianie wielu substancji regulujagcych wazomotoryke, hemostazg,
angiogeneze, procesy zapalne 1 immunologiczne. Uszkodzenie zaburza réwnowage
zapewniang przez te komorki, powodujgc rozwdj wielu zmian patologicznych [147].

TM, o ktorej mowa stanowi integralng glikoproteing komorek $rdédbtonka.Pod
wptywem  wielu roéznych czynnikéw uszkadzajacych endotelium, domena
zewnatrzkomorkowa TM zostaje odtaczona od domeny transbtonowej. Powstaje w ten
sposob sTM, ktéra moze §wiadczy¢ o uszkodzeniu komorek §rodbtonka. Szereg biatek,
w tym TM, VWF, E-selektyna i wiele innych byty i sa przedmiotem badan jako markery
uszkodzenia endotelium w przebiegu réoznych procesow patologicznych [147].

Obserwacje prowadzone przez Kanamori 1 wsp; Luzzato i wsp. wskazuja na
wzrost stezenia TM po allo-HSCT w stosunku do stgzenia TM spostrzeganego przed
rozpoczeciem kondycjonowania [105, 148]. W innych badaniach natomiast nie
potwierdzono wzrostu stezenia TM w okresie potransplantacyjnym, réwniez w grupie z
powiklanym okresem potransplantacyjnym [149, 150]. W badanej przez nas grupie
kontrolnej stwierdzono nieznamienne roéznice stezen STM w kolejnych punktach
czasowych po allo-HSCT w porownaniu do stezenia sTM przed rozpoczgciem
kondycjonowania. Natomiast w grupie pacjentéw z powiklaniami allo-HSCT
obserwowano znamienny spadek st¢zenia sTM w dobach +5 oraz +11 w stosunku do
czasu przed allo-HSCT. Wyniki badan Richarda i wsp. oraz Parka i wsp. wskazuja na
brak istotnego wptywu HSCT na stezenia TM [149, 150].

Nie wykazano zwigzku pomiedzy stezeniem sTM a typem choroby
podstawowej, rodzajem HSCT w zaleznosci od typu dawcy HSC, zastosowanym
kondycjonowaniem, zastosowaniem ATG w kondycjonowaniu, zrédtem komoérek HSC

oraz liczbg przeszczepionych komoérek CD34+.
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Wplyw aGvHD na stezenie TM jest rowniez niejasny. Przeprowadzone analizy
przez Salat i wsp. wykazaly znamienny wzrost st¢zenia TM w stosunku do
spostrzeganego przed rozpoczg¢ciem  mieloablacyjno-immunosupresyjnej  terapii
przygotowujacej u pacjentow z aGvHD. Stezenie bylo tym wyzsze im wyzszy stopien
aGvHD [151]. Podobnie w badaniach Testa i wsp. stezenie TM wrastalo znamiennie u
pacjentow z aGvHD [152]. Kanamori i wsp. natomiast nie wykazali rdznic
statystycznych pomiedzy pacjentami z aGvHD (0-1°) a pacjentami z aGvHD (II°-IV®)
[105]. W analizowanej przez nas grupie stezenie sSTM w poszczegdlnych punktach
czasowych bylo nizsze u dzieci z aGvHD (0-I°) w poréwnaniu ze st¢zeniem sTM u

dzieci z aGvHD (II°-IV®), jednak nie byly to istotne rdznice statystyczne.

Jak juz wspomniano, TM 1 inne biatka byly analizowane pod katem pelnienia
roli jako markery uszkodzenia komorek $rodblonka. Zadna =z dotychczas
rozpatrywanych substancji nie zostala uznana za idealny marker uszkodzenia tych
komorek. Nie znaleziono rowniez dotychczas zadnej substancji, ktorej odchylenia w
stezeniu w okresie przedtransplantacyjnym przewidywatyby wystapienie po allo-HSCT
wczesnych powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rdédbtonka.

Stezenie sTM w badanej grupie nie roéznito si¢ statystycznie w poszczegolnych
punktach czasowych w grupie pacjentow z CLS 1 TAM versus bez tych powiktan. Co
wiegcej nie wykazano rdznic statystycznych pomiedzy stezeniem w pierwszym dniu
wspomnianych powiktan (3,2+3,1 ng/ml) a dniem poprawy klinicznej (2,8+3,6 ng/ml).
W pracy przedstawionej przez Kanamori 1 wsp. stezenie TM bylo znamiennie wyzsze u
pacjentow z TAM w porownaniu ze st¢zeniem TM u oséb bez tych powiktan [105].
Stezenie wzrastalo znamiennie rowniez wsrod pacjentow z CLS [153] i VOD [152,

153]. Catani i wsp. nie potwierdzili wzrostu stezenia TM w przebiegu VOD [154].
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Wynikaloby z tego, ze rola TM w powiklaniach zwigzanych z uszkodzeniem
srodbtonkow jest niejasna, a poziomy TM s3 chimeryczne. W przedstawionych
analizach st¢zenia TM wzrastaja w przebiegu wczesnych powiklan zwigzanych z
uszkodzeniem $rodblonkéw lub nie zmieniajg si¢. W pismiennictwie wskazuje si¢, ze
poziomy TM zalezg od wielu czynnikéw, miedzy innymi od funkcji nerek, bowiem TM
obecna surowicy wydalana jest glownie drogg nerek i kazde zaburzenie ich czynnoS$ci
prowadzi do zwigkszenia stezenia TM w surowicy krwi oraz od upo$ledzonej funkcji
watroby, ktora podobnie jak stosowanie heparyny moze podwyzsza¢ stezenie TM [155].
Nalezy zauwazy¢, ze w Dziecigcym Oddziale Transplantacji Szpiku Kostnego w
Poznaniu heparyna jest rutynowo stosowana w profilaktyce VOD w dawce 100
U/kg/dobe.

O udziale TM w patogenezie wczesnych powiktan po allo-HSCT zwigzanych z
uszkodzeniem $rodbtonkow moze $§wiadczy¢ stabilizacyjny wpltyw wywierany przez
TM na mikrokrazenie na drodze aktywacji prokarboksypeptydazy B, zwanej réwniez
inhibitorem fibrynolizy aktywowanej przez trombing (ang. thrombin activatable
fibrynolysis inhibitor, TAFI). TAFI inaktywuje sktadnik uktadu dopetniacza C5a. C5a
jest anafilatoksyng, ktora stymuluje uwalnianie histaminy przez mastocyty. C5a jest
réwniez chemoatraktantem dla leukocytow. C5a wuczestniczy w uszkodzeniu

mikrokrazenia, prowadzac do przesigkania wtosniczek [103].

TM wywiera dziatanie przeciwzapalne hamujac ekspresje genow cytokin
prozapalnych (interleukiny 1 i 6) oraz TNFa. Odwrotnie, cytokiny prozaplane w
mechanizmie ,,down regulation” wptywajag na aktywnos¢ TM. Czynniki zakazne,
aktywowane neutrofile, produkowana przez nie elastaza, odlaczajga frakcje

zewnatrzblonowa TM, tworzac duzo mniej aktywng posta¢ sTM. Poza tym rodniki
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tlenowe uwalniane przez neutrofile na drodze oksydacji metioniny w obrebie TM,
zmniejszajg jej aktywno$¢ w zakresie aktywacji PC [103, 104]. Domena
lektynopodobna TM warunkuje odpowiedz endotelium na mediatory procesu zapalnego
oraz chroni komoérki srodbtonka przed infiltracja przez leukocyty [156]. Co wigcej
domena ta neutralizuje biatko wysokiej mobilnosci B1 (ang. high mobility group box 1
protein, HMGBL), ktore wigze si¢ z DNA, stabilizuje nukleosomy i utatwia transkrypcje
genoéw. Biatko HMGB 1 wykazuje cechy cytokiny i stymuluje prozapalng odpowiedz
monocytow i makrofagow [157].

Dotychczasowe wyniki badan wskazujg na wzrost stezenia sTM w przebiegu
posocznicy [153, 158, 159]. Stezenie sTM w pierwszym dniu posocznicy stanowi
niezalezny czynnik rozwoju DIC oraz MODS, a takze wskazuje grupg pacjentow
wysokiego ryzyka niepowodzenia leczenia tych powiktan [160].

W analizowanej przez nas grupie nie wykazano roznic w stezeniu sTM w
okresie potransplantacyjnym pomig¢dzy pacjentami z i bez powiklan infekcyjnych.
Natomiast, stg¢zenie sTM natomiast w grupie pacjentow ze stwierdzona w okresie
potransplantacyjnym posocznicag bylo w poréwnaniu z dzie¢mi z FUO znamiennie
wyzsze w dobie +18 oraz +25, co mogloby $wiadczy¢ o wigkszym nasileniu
uszkodzenia komorek §rodbtonka w przebiegu posocznicy. Stezenie sTM w pierwszym
dniu FUO w pordéwnaniu ze st¢zeniem sTM w pierwszej dobie posocznicy nie rdznito
si¢ istotnie, w zwigzku z tym stezenie sTM nie moze stanowi¢ markera rdznicujacego
FUO z posocznica u pacjentow po allo-HSCT. Istotnie wyzsze st¢zenie sTM po
zakonczeniu leczenia FUO oraz posocznicy w pordéwnaniu z jej stezeniem w pierwszym
dniu tych powiktan moze nasuwac hipoteze, ze wzrost stezenia STM jest obserwowany
z opoznieniem w stosunku do pierwszych objawow powiktan infekcyjnych (pozny

marker uszkodzenia $§rodbtonkow) i/lub ze efekty tego uszkodzenia sg dlugotrwate.
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W przebiegu MODS stezenie sTM jest rowniez podwyzszone i koreluje z liczbg
niewydolnych narzadéw. Stezenie sTM bylo wyzsze wsréd pacjentow z
niepowodzeniem leczenia MODS (10.1+0.7 vs. 5.1£0.6 ng/ml) [160]. W pierwszym
dniu MODS u obu analizowanych przez nas pacjentow stezenie STM wynosito 0 ng/ml
(byto nieoznaczalne) i wzrosto do 13,4 i 12,8 ng/ml w dniu pogorszenia stanu
klinicznego dzieci. Stezenie sTM spostrzegane u naszych pacjentow bylo
porownywalne ze stezeniem sTM u pacjentow z niewydolno$cig 6 narzadéow (13,9+0,5
ng/ml) w pracy przedstawionej przez Shu Min Lin 1 wsp. [160]. PodwyZszone stezenie
sTM poza licznymi wymienionymi juz wczesniej mechanizmami moze wynikaé z

uposledzonej wydolnosci nerek w MODS i w efekcie uposledzonego wydalania TM.

- 158 -



6.

WNIOSKI

1. U dzieci z wczesnymi powiklaniami allogenicznej transplantacji komorek
krwiotwdrczych, innymi niz ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi, W
zakresie ukladu biatka C obserwuje si¢ obnizenie aktywnos$ci biatka C, stezenia
wolnego biatka S oraz rozpuszczalnej trombomoduliny. U dzieci bez powiktan

takich zmian w zakresie uktadu biatka C nie spostrzega sig¢.

2. U dzieci rodzaj choroby stanowigcej wskazanie (rozrostowa, nierozrostowa) do
allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych, typ dawcy komorek
krwiotworczych (rodzenstwo, dawca niespokrewniony) i zdeterminowane tymi
dwoma czynnikami  kondycjonowanie  (z napromienianiem calego ciala,
farmakologiczne) poprzedzajace transplantacj¢ moga mie¢ istotny wplyw na
aktywno$¢ biatka C i stgzenie wolnego biatka S, pozostajac bez wplywu na st¢zenie

rozpuszczalnej trombomoduliny.

3. U biorcow komorek krwiotworczych z ostra chorobg przeszczep przeciwko
gospodarzowi II°-III° aktywnos$¢ biatka C, stgzenia wolnego biatka S i stezenia
rozpuszczalnej trombomoduliny byty podobne do spostrzeganych u dzieci bez

objawow tej choroby lub z ostrg chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi 1°.

4. W przebiegu mikroangiopatii zakrzepowej oraz zespotu przesigkania wlosniczek
po allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych wystepuje spadek
aktywnosci biatka C, stezenia wolnego biatka S i rozpuszczalnej trombomoduliny,
jednak podobne zmiany z zakresie uktadu biatka C obserwowane sg takze w innych
wczesnych powiklaniach zabiegu, stad zmiany aktywnosci biatka C, stezenia
wolnego biatka S irozpuszczalnej trombomoduliny nie mogg stanowi¢ markeréw

mikroangiopatii zakrzepowej oraz zespotu przesigkania wtosniczek.
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5. Aktywno$¢ biatka C w pierwszej dobie posocznicy jest znamiennie nizsza od
aktywno$ci biatka C w gorgczce neutropenicznej o nieznanej etiologii i spada
ponizej wartosci referencyjnych, co moze postluzy¢ jako marker rdznicujacy te

powiklania.

6. Oporno$¢ na aktywowane biatko C moze stanowi¢ w  okresie
potransplantacyjnym jeden z czynnikdbw ryzyka rozwoju mikroangiopatii

zakrzepowej.
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7. STRESZCZENIE

We wczesnym okresie po allogenicznej transplantacji komoérek krwiotworczych
(@llo-HSCT) (do 100 doby po transplantacji) w nastgpstwie kondycjonowania,
a dodatkowo takze w nastgpstwie zakazen 1 ostrej choroby przeszczep przeciw
gospodarzowi (aGvHD), dochodzi do uszkodzenia $§rodbtonkow z nastgpowa aktywacija
kaskady krzepnigcia i ukladu dopeiniacza. Na skutek powyzszych zaburzen moga
rozwing¢ si¢ zagrazajace zyciu powiktania, w tym zespot niedroznos$ci zyt watrobowych
(VOD), mikroangiopatia zakrzepowa (TAM), zespot przesigkania wlosniczek (CLS), a
w konsekwencji rowniez zespot niewydolnosci wielonarzagdowej (MODS).

Jednym z czynnikow, ktory po allo-HSCT moze mie¢ istotny wplyw na
wystapienie powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rdédbtonkow jest uklad biatka C,
w sktad ktorego wchodzg biatko C (PC), biatko S (PS) i trombomodulina (TM). Posta¢
wolna PS pelni role¢ kofaktora reakcji przeksztatcenia nieaktywnej postaci PC w
aktywowane PC (APC), natomiast trombina po polgczeniu z trombomoduling traci
powinowactwo do fibrynogenu i staje si¢ aktywatorem biatka C. Do wystepowania
powiktan zakrzepowo-zatorowych u biorcow HSC moze dodatkowo przyczyniaé si¢
réwniez oporno$¢ na aktywowane biatko C (APCr), czyli oporno$¢ czynnika V na
antykoagulacyjne dziatanie APC spowodowana najczg¢sciej punktowa mutacjg genu
tego czynnika (mutacja Leiden). W Polsce APCr jest najczestszg wrodzong trombofilig i
dotyczy az 12% chorych z zakrzepica przed 45 rokiem zycia.

Wystepowanie, charakter i znaczenie zaburzen ukladu biatka C u dzieci we
wczesnym okresie po allo-HSCT nie zostato jak dotad jednoznacznie ustalone.

Cele: 1. Ocena aktywnosci PC, stezenia wolnego PS oraz stezenia sTM przed allo-
HSCT oraz we wczesnym okresie potransplantacyjnym w zalezno$ci od: wskazan do

allo-HSCT, typu dawcy allo-HSC, kondycjonowania do allo-HSCT. 2. Ocena
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aktywnosci PC, stezenia wolnego PS oraz stezenia sTM u biorcow z TAM, CLS,
gorgczkg neutropeniczng o nicustalonej etiologii (FUQO), posocznicag, MODS we
wczesnym okresie po allo-HSCT. 3.0Ocena wystgpowania APCr w okresie
przedtransplantacyjnym 1 jej wptywu na wystepowanie potransplantacyjnych powiktan

zakrzepowo-zatorowych (VOD, TAM).

Material i metody: Do badania prospektywnie wigczono 29 dzieci w wieku od 1,7 lat
do 17,1 lat (mediana 8,9 lat) poddanych allo-HSCT w Oddziale Transplantacji Szpiku,
Kliniki Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w okresie od 1 pazdziernika 2008 do 31 grudnia 2010. U 25
dzieci wskazaniem do allo-HSCT byta choroba rozrostowa uktadu krwiotworczego, u 2
cigzka nabyta niedokrwisto$¢ aplastyczna, a u 2 adrenoleukodystrofia sprz¢zona z
chromosomem X. HSCT od zgodnego w HLA rodzenstwa (MSD) wykonano 13
(44,8%) pacjentow, od zgodnego dawcy niespokrewnionego (MUD) u 14 (48,3%), a od
dawcy haploidentycznego (haplo) u 2 (6,9%). Zrodtem komorek krwiotwérczych u 14
(48,3%) dzieci byt szpik (BM), u 14 (48,3%) krew obwodowa (PB), u 1 (3,4%) krew
pepowinowa (CB). Przeszczepiono 4,6 x 10° (0,6-12 x 10°) komoérek CD34+/kg masy
ciata biorcy. Kondycjonowanie w oparciu 0 napromienianie calego ciata (FTBI)
przeprowadzono u 9 chorych (31%), a farmakologiczne u 20 (69%). Przed MUD- i
przed haplo-HSCT w celu uzyskania deplecji limfocytow T in vivo dodatkowo
podawano ATG (n=14; 48,3%) lub przeciwciato monoklonalne anty-CD52 (Campath)
(n=3; 10,3%) W profilaktyce GVHD po MSD-HSCT stosowano CsA (n=13; 44,8%), a
po MUD-HSCT najczgsciej CsA i MTX (n=13; 44,8%). Po haplo-HSCT nie stosowano
profilaktyki GVHD.

Grupe kontrolng (n=6) stanowili pacjenci, u ktorych nie stwierdzono

klinicznie jawnych wczesnych powiktan allo-HSCT.
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Krew do badan pobierano przed kondycjonowaniem oraz w dniach 0, +5, +11,

+18, +25, +39, +53 oraz dodatkowo w chwili rozpoznania powiktania i po stwierdzeniu

ustepowania lub progresji jego objawow. Aktywnos¢ PC oznaczono metoda

chromogenna, stezenie wolnego PS oraz stg¢zenie sTM przy uzyciu ELISA. Wartosci

referencyjne: PC 70-140%, PS >50%, TM 2,73-4,79 ng/ml. Do oznaczenia APCr krew

pobierano przed rozpoczeciem kondycjonowania. Wartosci referencyjne APCr wynosity

2,0-4,0. U pacjentow, u ktorych stwierdzono APCr <2 wykonano badanie metoda PCR

w kierunku mutacji genu czynnika V (Leiden).

Wyniki:

1.

2.

3.

W odréznieniu od grupy kontrolnej (bez powiktan) wsréd dzieci z wezesnymi
powiktaniami allo-HSCT obserwowano obnizenie aktywnosci PC, spadek
stezenia wolnego PS oraz sTM w stosunku do okresu przed rozpoczeciem terapii
kondycjonujacej z najnizszymi wartosciami odpowiednio w dobach +5, 0 oraz
+5.

Aktywnos¢ PC byta znamiennie nizsza w dobach 0, +5, +11 wsrod dzieci, u
ktérych wskazaniem do allo-HSCT byla choroba rozrostowa, w dobie +5 u
dzieci  kondycjonowanych FTBI oraz u  ktérych  przeszczepiono
>3x10°CD34+/kg masy ciata biorcy. Znamiennie niZsze stezenie wolnego PS
stwierdzono w dobach +5, +11 u dzieci z choroba rozrostowg oraz po MSD-
HSCT. Nie wykazano rdznic statystycznych stezen sTM w zalezno$ci od
wskazania do allo-HSCT, typu dawcy HSC, zastosowanego kondycjonowania,
zrodta oraz liczby komorek HSC.

Aktywnos¢ PC, stezenie wolnego PS, stezenie STM u 6 (35%) chorych zaGvHD

I1°-1I1° byty podobne jak u pacjentow bez aGvHD lub z aGvHD I°.

- 163 -



4. TAM rozpoznano u 3 (10,3%) pacjentow, a CLS u 3 (10,3%) chorych. U
pacjentow z CLS 1 TAM aktywno$¢ PC w dobie +5 (68,3%+29,9%), stezenie
wolnego PS w dobie +11 (65,5%+17,2%) byly znamiennie nizsze w stosunku do
odpowiednio aktywnosci i stezenia tych biatek w grupie kontrolnej (p=0,001;
p=0,041). Aktywnos¢ PC (77,4+40,8%) 1 st¢zenie wolnego PS (53,8+20,4%)
znamiennie wzrastaly po zakonczeniu leczenia CLS i TAM (p=0,049; p=0,015).
Nie stwierdzono natomiast istotnych roznic st¢zen sTM u pacjentow z CLS 1

TAM w poszczeg6lnych punktach czasowych w poréwnaniu z grupg kontrolna.

5. Zaobserwowano 26 powiktan infekcyjnych u 23 (79,3%) biorcow HSC, w tym
14 FUO (53,8%) i 12 posocznic bakteryjnych (46,2%). Srednia aktywnos¢ PC w
pierwszym dniu FUO wynosita 78,5423,6% 1 byla istotnie wyzsza od
aktywnos$ci PC w pierwszej dobie posocznicy 49,5+12,2% (p=0,002), natomiast
stezenia wolnego PS i STM byty podobne. Po zakonczeniu leczenia posocznicy,
zarowno aktywno$¢ PC, jak 1 stezenie wolnego PS oraz stezenie sTM byly
znamiennie wyzsze (PC: p<0,001; PS: p<0,001; sTM: p=0,018). Znamienny
wzrost po zakonczeniu leczenia FUO obserwowano tylko w zakresie aktywnosci

PC (p=0,003) i ste¢zenia sTM (p=0,009).

6. W badanej grupie APCr wynosito od 1,35 do 4,1 (mediana 2,57). Wartosci
ponizej 2 stwierdzono wsérod 7 (24,1%) pacjentow badanej populacji. U
wszystkich potwierdzono obecno$¢ mutacji genu czynnika V (Leiden). U 3
pacjentow, u ktorych rozpoznano TAM, stwierdzono w  okresie

przedtransplantacyjnym APCr ponizej 2 (p<0,001).

Whioski: 1. U dzieci z wczesnymi powiklaniami allogenicznej transplantacji

komorek krwiotwoérczych, innymi niz ostra choroba przeszczep przeciwko
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gospodarzowi, w zakresie uktadu biatka C obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci
biatka C, stezenia wolnego biatka S oraz rozpuszczalnej trombomoduliny. U dzieci
bez powiktan takich zmian w zakresie uktadu biatka C nie spostrzega si¢. 2. U
dzieci rodzaj choroby stanowigcej wskazanie (rozrostowa, nierozrostowa) do
allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych, typ dawcy komorek
krwiotworczych (rodzenstwo, dawca niespokrewniony) i zdeterminowane tymi
dwoma czynnikami  kondycjonowanie  (z napromienianiem calego ciala,
farmakologiczne) poprzedzajace transplantacje moga mie¢ istotny wplyw na
aktywno$¢ biatka C i stezenie wolnego biatka S, pozostajac bez wplywu na stezenie
rozpuszczalnej trombomoduliny. 3. U biorcow komorek krwiotworczych z ostra
chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi II°-III° aktywnos$¢ biatka C, stezenia
wolnego biatka S i stezenia rozpuszczalnej trombomoduliny byly podobne do
spostrzeganych u dzieci bez objawow tej choroby lub z ostra chorobg przeszczep
przeciwko gospodarzowi 1°. 4. W przebiegu mikroangiopatii zakrzepowej oraz
zespotu przesigkania wlosniczek po allogenicznej transplantacji komorek
krwiotworczych wystepuje spadek aktywnosci biatka C, stezenia wolnego biatka S
i rozpuszczalnej trombomoduliny, jednak podobne zmiany z zakresie uktadu biatka
C obserwowane sag takze W innych wczesnych powiktaniach zabiegu, stad zmiany
aktywnos$ci biatka C, stezenia wolnego biatka S i rozpuszczalnej trombomoduliny
nie moga stanowi¢ markeréw mikroangiopatii zakrzepowej oraz zespotu
przesigkania wlosniczek. 5. Aktywnos$¢ biatka C w pierwszej dobie posocznicy jest
znamiennie nizsza od aktywnoS$ci biatka C w gorgCzce neutropenicznej o nieznanej
etiologii 1 spada ponizej wartosci referencyjnych, co moze postuzy¢ jako marker

roznicujacy te powiktania. 6. Oporno$¢ na aktywowane biatko C moze stanowi¢ w
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okresie potransplantacyjnym jeden z czynnikow ryzyka rozwoju mikroangiopatii

zakrzepowej.

8. SUMMARY

In the early period after an allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(allo HSCT) — i.e. up to day 100 after the transplantation, the effects of the preparative
conditioning regimen, additionally aggravated by infections and acute graft versus host
disease (aGvHD), lead to endothelial injury with the resulting activation of the
coagulation cascade and the complement pathway. The consequences of these
disturbances may be the following life-threatening complications: veno-occlusive
disease (VOD), thrombotic microangiopathy (TAM), capillary leak syndrome (CLS),
and multiorgan dysfunction syndrome (MODS).

One of the factors which may have a significant impact on the occurrence of
early allo HSCT complications associated with endothelial injury is the protein C
pathway consisting of: protein C (PC) and its receptor, protein S (PS) and
thrombomodulin (TM). Free protein S acts as a cofactor in the activation of PC while
thrombin-thrombomodulin complex formation causes thrombin to lose its fibrinogen
clotting activity and to become the activator of protein C. Thrombotic complications in
recipients of HSC may also be additionally linked to activated protein C resistance
(APCr), i.e. factor V resistance to anticoagulation activity of activated protein C,
resulting most commonly from the Leiden mutation of the factor V gene. In Poland,
APCr is the most common thrombophilia and is observed in 12% of thrombosis patients
under 45 years of age.
However, the occurrence, character and relevance of protein C pathway disturbances in

children in the early post allo HSCT period have not been confirmed yet.
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Aims: 1. To evaluate and compare PC activity, free PS concentrations and sTM
concentrations before and early after allo HSCT, depending on: indications for allo
HSCT, donor type and preparative conditioning regimen (prep-reg). 2. To evaluate and
compare PC activity, free PS concentrations and sTM concentrations in recipients of
allo-HSC who suffer from TAM, CLS, VOD, FUO, sepsis and MODS in the early
period after allo HSCT. 3. To analyze the occurrence of APCr prior to the transplant and
the impact of APCr on the occurrence of post-transplant thrombotic complications
(VOD, TAM).
Material and methods: Total of 29 children with median age of 8.9 years (range: 1.7
17.1 years) who underwent allo-HSCT at the Department of Pediatric Oncology,
Hematology and Transplantology, Poznan University of Medical Sciences, between 1st
October 2008 and 31st December 2010. Indications for allo-HSCT were as follows: a
malignancy of the hematopoietic system — 25 children; severe acquired aplastic anemia
— 2 children, X-linked adrenoleucodystrophy — 2 children. In 13 cases (44.8%) HSCT
was performed from a matched sibling donor (MSD); in 14 (48.3%) — from a matched
unrelated donor (MUD); in 2 (6.9%) — from a haploidentical donor (haplo). 14 (48.3%)
patients received BM HSC, 14 (48.3%) — PB HSC and 1 (3.4%) — CB HSC. Recipients
of HSC received 4.6 x 106 (0.6-12 x 106) CD34+ cells/kg. The prep-reg was based on
FTBI (n=9; 31%) or pharmacology (n=20; 69%). Prior to MUD-HSCT and haplo-
HSCT, GvHD prophylaxis in vivo included ATG (n=14; 48.3%) or anti-CD52
monoclonal antibody (Campath, n=3; 10.3%). After MSD HSCT, GvHD prophylaxis
included CsA (n=13; 44.8%), and after MUD-HSCT — CsA plus MTX (n=13; 44.8%).
No GvHD prophylaxis was administered after haplo HSCT.

The control group (n=6) comprised patients with no clinically overt evidence

of early complications after allo-HSCT.
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Blood samples were taken at the following time points: before the start of preparatory

regimen and then on days: 0, +5, +11, +18, +25, +39, +53 and, additionally, at the

moment of diagnosing early complications and, subsequently, after detecting an

improvement/deterioration in the patient’s clinical status. PC activity was measured by

chromogenic assay, free PS concentrations and sTM concentrations — by ELISA.

(Normal ranges: PC 70 140%, PS >50%, sTM 2.73-4.79 ng/ml). APCr was evaluated

before the start of preparatory regimen. Normal range for APCr ratio is 2.0 4.0. In

children with APCr ratio below 2, PCR was used to evaluate mutation of factor V gene

(Leiden).

Results:

1.

Compared to the control group (no complications), in children with early
complications after allo-HSCT a decreased PC activity and a decrease in free PS
concentration and STM concentration was observed, relative to the period prior
to the start of the conditioning regimen, with lowest values on days +5, 0 and
+5, respectively.

PC activity was significantly lower on days 0, +5, +11 in children whose
indication for allo-HSCT was a malignancy; and on day +5 in patients
conditioned with FTBI and in those who received >3 x 106CD34+/kg. Free PS
concentrations were significantly lower on days +5 and +11 in children with
malignancies and in patients after MSD HSCT. For sTM concentrations no
statistically significant differences were found in relation to specific indications
for allo-HSCT, donor type, conditioning regimen, and source and number of

transplanted HSC.
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3.

PC activity, free PS concentrations, and sTM concentrations in patients with
aGvHD II°-1TI° (n=6) vs. the respective parameters in patients with aGvHD 0-I°
(n=11) were similar (no statistical differences were found).

According to criteria proposed by Ruutu et al. (2007), TAM was diagnosed in
3 (10.3%) children. CLS, according to Niirnberger et al. criteria (1997), was
observed in 3 patients (10.3%). In patients with CLS and TAM, PC activity on
day +5 (68.3%+29.9%) and free PS concentrations on day +11 (65.5%+17.2%)
were significantly lower, compared to the activity and concentrations of these
proteins in the control group: 118%+47.4% (p=0.001) and 91.8%=+24%
(p=0.041), respectively. PC activity (77.4+40.8%) and free PS concentrations
(53.8+£20.4%) increased significantly after the completion of CLS and TAM
treatment (PC: 122.84+42.9%, PS: 91.6+24.6%). No significant differences with
regard to sTM concentrations in children with CLS and TAM were found,
compared to control group.

In total, 26 cases of infectious complications which occurred in 23 (79.3%)
HSC recipients were diagnosed in the early post-transplant period, including 14
(53.8%) FUO and 12 (46.2%) sepsis cases. The mean PC activity on the first day
of FUO was 78.5+£23.6% and was significantly higher than that found on the
first day of sepsis (49.5+£12.2%; p=0.002). There were no differences in PS and
sTM concentrations. After treatment for sepsis, PC activity, free PS
concentrations and STM concentrations were significantly higher (PC: p<0.001;
PS: p=<0.001; sTM: p=0.018). After treatment for FUO, PC activity (p<0.001)
and sTM concentrations (p=0.009) increased significantly.

Median APCr ratio was 2.57 (range: 1.35 do 4.1). APCr ratio below 2 was

observed in 7 (24.1%) children. Mutation of factor V gene (Leiden) was
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confirmed in all children with APCr ratio below 2. TAM was diagnosed in 3 of

7 children with mutation of factor V gene (Leiden) (p<0.001).
Conclusions: 1. In children with early post-transplant complications after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation other than acute graft versus host disease,
decreased protein C activity and decreased concentrations of free protein S and soluble
thrombomodulin were observed. No disturbances in the C protein pathway have been
found in children without early complications. 2. In children, the type of disease which
represents an indication for allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(malignant, non-malignant), donor type (sibling, unrelated) and the preparative
conditioning regimen (fractionated total body irradiation, pharmacological) determined
by these two factors may have a significant impact on the activity of protein C and the
concentration of free protein S, while having no impact on the concentration of soluble
thrombomodulin. 3. Protein C activity, free protein S concentrations or soluble
thrombomodulin concentrations in children with no acute graft versus host disease or
acute graft versus host disease stage |, show no differences versus children with graft
versus host disease stage Il I1l. 4. In the course of thrombotic microangiopathy and
capillary leak syndrome after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, a
decrease in the activity of protein C, and a decrease in the concentration of free protein
S and soluble thrombomodulin were observed. However, these changes concerning the
activity of protein C and the concentrations of free protein S or soluble thrombomodulin
may not be used as markers of these complications, because similar changes are also
observed in other early complications after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation. 5. The activity of protein C on the first day of sepsis is significantly
lower than on the first day of fever of unknown origin, and falls below normal ranges.

This might be used as a differentiating marker for these two infectious complications
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after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. 6. Activated protein C
resistance might represent a risk factor for the development of thrombotic

microangiopathy in the post-transplant period this conclusion, however, needs further

investigation.
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THE THROMBOTIC MICROANGIOPATHY IN CHILDREN WITH HIGH RISK ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA AFTER ALLO-HSCT: THE REPORT OF 3 CASES.

Dawid Szpecht, Jacek Wachowiak

Klinika Onkologi, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego, Poznan

The 2nd training course on Blood and Marrow Transplantation: a course for  paediatricians and
paediatric nurses on HSCT in children and adolescent, Genoa, Italy.

Background: Thrombotic microangiopathy (TM) is a life-threatening early complication after
hematopoietic stem cells transplantation (HSCT). The incidence of TM is 5% in matched sibling donor
HSCT (MSD-HSCT) and up to 15% in matched unrelated donor allogeneic HSCT (MUD-HSCT). The
vascular endothelium injury by radiation, chemotherapy and CSA/FK506 may predispose to TM.
Mortality is between 15% to 85% and depends on the following risk factors: early onset (before day
+120), use of CSA or FK506 and renal or neurological disturbances.
Material and methods: We report cases of 3 children (2 girls, 1 boy) with high risk acute lymphoblastic
leukemia (HR-ALL) in 1CR treated according to ALL IC BFM 2002, who underwent allo-HSCT in 2008
and 2009. 2 patients were transplanted with bone marrow cells from MSD (1. girl, age: 6 years, 2. boy,
age: 15 years) and 1 patient with peripheral blood stem cells from MUD (girl, age: 10 years). All patients
received myeloablative conditioning based on FTBI and VP16. Prior MUD-HSCT, for T cell depletion in
vivo, antithymoglobulin i.v. was given. As GvHD prophylaxis CsA was administered after MSD-HSCT
and CsA with MTX after MUD-HSCT. Engraftment was achieved in all patients.
TM was diagnosed based on the following clinical manifestations: microangiopathic haemolytic anaemia
(anaemia, fragmented cells >4%, increased level of LDH, decreased level of serum haptoglobin,
hyperbilirubinaemia), thrombocytopenia, fever of non-infectious origin and renal or neurological
disturbances. TM was observed on the following days: +14, +18, +33. In course of TM renal
insufficiency was observed in one patient, neurological symptoms were found in one case, renal
insufficiency and neurological symptoms also in one child. When TM was diagnosed CSA was
discontinued. In two cases administration of mycophenolate mofetil was started. In one patient FK506
was given and was changed into mycophenolate mofetil, when symptoms of TM progressed. In all
patients Defibrotide (10 mg/kg q 6h) was administered. aGvHD was developed in all cases before TM on
days: +10, +14, +24 and were treated with methylprednisolone at a dose of 2 mg/kg/d. Clinical
manifestations of TM receded after CSA/FK506 discontinued and Defibrotide administration started. All
children are living, so far.
Conclusions:

1. TM is a severe complication in paediatric SCT. However early diagnosis of TM reduced

mortality significantly.
2. Treatment is still controversial. The promising role of Defibrotide needs to be confirmed by
prospective studies. Mycophenolate mofetil constitutes forseful prophylaxis of GVHD.
3. Children with ALL might be predisposed to TM.
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UKLAD BIALKA C U DZIECI PODDANYCH ALLOGENICZNEJ TRANSPLANTACJI
KOMOREK KRWIOTWORCZYCH — WYNIKI WSTEPNE

Dawid Szpecht!, Jolanta Kurosz?, Jerzy Jaworski?, Aleksandra Redgos?, Krystyna Zawilska? Jacek
Wachowiak®

! Klinika Onkologi, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego, Poznan,
2 0ddziat Hematologii, Wielospecjalistyczny Szpital Miejski im. J. Strusia, Poznan

V Zjazd Polskiego Towarzystwa Onkologii i Hematologii Dziecigcej, Migdzyzdroje, 26-29 maja 2010

Wprowadzenie:

Jednym z czynnikow, ktory po allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych (allo-HSCT) moze
mie¢ istotny wpltyw na wystapienie powiktan zwigzanych z uszkodzeniem $rodbtonkéw jest uktad biatka
C, w sktad ktérego wchodza: biatko C, trombomodulina (biatko receptorowe $rodbtonka naczyniowego
dla trombiny), §rodbtonkowy receptor dla biatka C i biatko S.

Cel:

Ocena aktywnosci biatka C (PC), stezenia wolnego biatka S (PS) oraz stgzenia trombomoduliny (TR)
u dzieci we wczesnym okresie po allo-HSCT.

Material i metody:

Do badania wiaczono 21 pacjentéw (F, n=12 ; M, n=9 ) w wieku 1-15,5 lat (med. 8 lat) poddanych allo-
HSCT (MSD/MUD/MMSD=10/10/1; BM/PBSC/CB=12/7/1). Kondycjonowanie w oparciu o FTBI
(n=6), przygotowanie farmakologiczne (n=15). Przed MUD-HSCT dodatkowo podawano ATG i.v.
(n=10), MMFD-HSCT Campath i.v. (n=1). W profilaktyce GvHD po MSD-HSCT stosowano CsA
(n=10), po MUD-HSCT CsA+MTX (n=11).

Probki krwi do badan pobierano w nastepujacych punktach czasowych: przed kondycjonowaniem (A)
oraz w dobach 0 (B), +5 (C), +11 (D), +18 (E), 125 (F), +39 (G). Aktywnos$¢ PC oznaczono metoda
chromatogenng, stezenie wolnego PS oraz stezenie TR przy uzyciu ELISA. Wartosci referencyjne: PC
70-140%, PS >50%, TR 2,73-4,79 ng/ml.

Wyniki:

Wykazano istotne réznice w PS, PC oraz TR w poszczegdlnych punktach czasowych (ANOVA test,
p<0,0001). Analiza PC wykazata spadek jego aktywnosci w punkcie czasowym B w stosunku do punktu
A, a nastepnie stopniowy wzrost, z maksimum w punkcie czasowym G (Tukey post hock test, A vs F, A
vs G, Bvs E,Bvs F,Bvs G, Cvs F, Cvs G, D vs F, D vs G p<0,001). Stgzenie wolnego PS osiggneto
minimum w punkcie czasowym C, po czym stopniowo wzrastajac, uzyskato wartosci sprzed allo-HSCT
w punkcie czasowym G (Tukey post hock test, A vs G, B vs G, C vs G, D vs G p<0,001). Dunn’s post
hock test wykazat spadek TR od punktu B do D (p<0,001), a nastgpnie wzrost od punktu E do G
(p<0.001; p<0.05).

Whioski:

Kondycjonowanie ma znaczacy wptyw na uklad biatka C (obnizenie aktywnosci biatka C, stezenia
wolnego biatka S oraz trombomoduliny). Powr6t do wartosci sprzed allo-HSCT nastegpuje do 6 tygodni
po transplantacji.
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ACTIVATED PROTEIN C RESISTANCE IN CHILDREN WITH THROMBOTIC
MICROANGIOPATHY AFTER ALLOGENEIC HAEMATOPOIETIC STEM CELLS
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7th Meeting of the EBMT Paediatric Diseases Working Party, Helsinki, Finlandia, 2-4 czerwiec 2010

Background: Activated protein C resistance (APCR) means inability of protein C to cleave Factor Va
and/or Factor VIlla, which may lead to hypercoagulable state. The best known hereditary form of APCR
is Factor V Leiden.

Objective: Analyze in children undergoing allogeneic HSCT (allo-HSCT) the role of APCR in
occurrence of HSCT-associated microangiopathy (TAM).

Patients and method: 21 children (median age: 8 years), who between 2008-2009 underwent allo-HSCT
(MSD/MUD/MMSD=10/10/1) were included into the study. Diagnosis consisted of ALL (CR1, n=6;
CR2, n=2), AML (n=3), biphenotypic acute leukemia (n=3), SAA (n=3), CML (n=2),
adrenoleukodystrophy (n=2). Children were conditioned with FTBI-based (n=6 ) or pharmacological
(n=15) regimen. For GvHD prophylaxis CsA was given, plus MTX and ATG in children undergoing
MD- or MMSD-HSCT.

Activated protein C (APC) ratio was measured as ratio of activated partial thromboplastin times with and
without protein C. APCR was evaluated before conditioning regimen started. Normal range of APC ratio
is 2-4. APCR was diagnosed when APC ratio was less than 2. TAM was diagnosed according criteria
proposed by Ruutu et al (2007)

Results: Mean APC ratio was 2,61 (range 1.37-3.73). APCR was observed in 4 (19%) patients. TAM was
diagnosed in 3 (14%) patients (MSD/MUD=2/1; ALL in CR1, n=2; ALL in CR2, n=1), including 2 out of
4 patients with APCR (Fisher’s exact test, p-value=0,0286). TAM onset was observed on day + 11, +18,
+33. All patients with TAM were conditioned with FTBI and VP16. In 2 patients symptoms of TAM
receded after CsA cessation. One child died due to multiorgan dysfunction syndrome.

Conclusions: APCR might be factor of high risk of TAM. In patients with APCR the exclusion of FTBI-
based preparative regimen, optimization of GvHD prophylaxis, and TAM prophylaxis should be
considered.
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THROMBOMODULIN IN CHILDREN WITH THROMBOTIC MICROANGIOPATHY AFTER
ALLOGENEIC HAEMATOPOIETIC STEM CELLS TRANSPLANTATION- PRELIMINARY
RESULTS
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Wachowiak®

! Department of Pediatric Oncology, Hematology and Transplantology, Poznan University of Medical
Sciences, Poland
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Background

Thrombomodulin (TM) is an integral membrane protein expressed on surface of endothelial cells, which
acts as cofactor in thrombin-induced activation of protein C anticoagulant pathway. TM is considered as a
marker of endothelium injury, but until now it was not investigated in children with HSCT associated
thrombotic microangiopathy (TAM).

Obijective

Evaluate and compare plasma concentrations of TM in children with and without TAM after allo-HSCT.
Patients and method

Twenty one children (F/M=12/9; median age 8 years, range 1.5-16.5 years), who between 2008-2009
underwent allo-HSCT (MSD/MUD/MMSD=10/10/1; BM/PBSC/CB=12/7/1) were included into the
study. TAM was diagnosed according criteria proposed by Ruutu et al (2007) in 3 patients with HR-ALL
in CR1 (MSD/MUD=2/1). Blood samples were drawn before conditioning regimen, on day 0, +5, +11,
+18, +25, +39, and when TAM was diagnosed. TM-concentration was measured with ELISA (normal
range: 2.73-4.79 ng/ml).

Results

Mean TM-concentration varied significantly at all time points (Friedman test, p<0.0001). Dunn’s post
hock comparisons revealed significant (p<0.001) decrease of TM from day 0 to +11, and its significant
increase (p<0.001; p<0.05) from day +18 to +39, when TM returned to primary value. Mean TM-
concentration in children with TAM, in comparison with that one observed in children without TAM, was
lower before conditioning started and on day 0, whilst not significantly higher on day +5, +11, +18, +25,
and significantly higher on day +39 (Mann-Whitney test, p<0.05).

Conclusions

1. Decreased thrombomodulin concentration in pretransplant period might be factor of high risk of TAM
in children undergoing allo-HSCT. 2. In children demonstrating TAM the thrombomodulin concentration
is increased and might be marker of HSCT-related endothelium injury. Further assessment of
thrombomodulin concentration in children with TAM is warranted to confirm these preliminary
observations.
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THROMBOMODULIN EARLY AFTER ALLOGENEIC HAEMATOPOIETIC STEM CELLS
TRANSPLANTATION IN CHILDREN CONDITONED WITH FTBI- VS BUSULPHAN-BASED
REGIMEN - PRELIMINARY RESULTS
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Background: Thrombomodulin (TM) acts as cofactor in thrombin-induced activation of protein C
anticoagulant pathway. TM is expressed on endothelial cells, and released not only from these last cells,
but also from platelets, monocytes, and neutrophiles.

Objective: Evaluate and compare TM serum concentrations in children conditioned for allo-HSCT with
FTBI or Busulphan (BU) based regimens.

Patients and method: Total of 14 children, who underwent allo-HSCT between 2008-2009 were studied,
including 8 (F/M=3/5; median age 8 years, range 1.5-16.5) conditioned with BU-based regimen
(MSD/MUD/MMSD=5/2/1; BM/PBSC=5/3), and 6 (F/M=4/2; median age 10.5 years, range 6-15)
conditioned with FTBI (MSD/MUD=3/3; BM/PBSC=3/3). As GvHD prophylaxis CsA was given, plus
ATG and MTX in children undergoing MUD- or MMSD-HSCT. TM-concentration in serum was
measured with ELISA (normal range: 2.73-4.79 ng/ml) before conditioning regimen, and then on day 0,
+5, +11, +18, +25, +309.

Results: Before start of preparative regimen both in patients (pts) conditioned with FTBI and BU mean
TM concentration was normal, i.e. 4£1,1 ng/ml and 4,3+1,7 ng/ml, respectively. Then in each of studied
groups the TM concentration decreased significantly from day 0 (FTBI: 2,3+1,5 ng/ml; BU: 1,4+1,1
ng/ml) to day +11 (FTBI: 1,242 ng/ml; BU: 0,45+0,6 ng/ml), when the nadir was observed, and started to
increase significantly from day +18 (FTBI: 3,1£2,8 ng/ml; BU: 3,7+3,6 ng/ml) up to its primary values on
day +39 (FTBI: 6,444 ng/ml; BU: 4,2+2 ng/ml). Mean TM-concentration on day 0 was significantly
lower in pts conditioned with BU-based regimen than in those conditioned with FTBI (p<0.05).
Conclusions: 1. Both in children conditioned for allo-HSCT with FTBI- and with BU-based preparative
regimens significant decrease of TM serum concentration is observed within first 2 weeks after
transplantation with subsequent return to primary TM concentrations within next 3 week. 2. On day 0 the
decrease of TM serum concentration is significantly more pronounced in children conditioned with BU-
based preparative regimens. 3. Significant decrease of TM serum concentration observed within first
2 weeks after allo-HSCT may contribute to impaired activation of protein C anticoagulant pathway, and
thus to pathogenesis of early post-transplant coagulopathy and endothelial complications.
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Decreased of protein C (PC) activity was seen following allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (alloHSCT) creating a hypercoagulable state. PC acts on cells to exert multiple
cytoprotecive effects, including: alteration of gene expression, antiinflammatory and antiapoptotic
activity and endothelial barrier stabilization. Some of early complications (EC) of alloHSCT are
associated with endothelium injury caused by chemo- and radiotherapy.

Objective: Evaluate and compare PC activity in children with EC of alloHSCT and associated with
endothelium injury: thrombotic microangiopathy (TAM), capillary leak syndrome (CLS) and veno-
occlusive disease (VOD).

Patients and method: Total of 35 patients (pts) (female/male=16/19; median age 8.9 years, range 1.7-
17.1 years), who underwent alloHSCT (MSD/MUD/MMFD=15/18/2) between 2008-2010 were included
prospectively study. As GvHD prophylaxis CsA was given, plus ATG and methotrexate in children
undergoing MUD- or MMSD-HSCT.

TAM was diagnosed according criteria proposed by Ruutu et al (2007) in 3 pts with ALL, CLS based on
EBMT Handbook (2008) in 3 pts with AML. VOD was not observed.

Control group (CG) constitutes 6 pts without any complications in postransplant period.

PC activity was measured by chromogenic assays (normal range: 70%-140%) before conditioning
regimen, and then on day 0, +5, +11, +18, +25, +39.

Results: Before start of preparative regimen both in pts with EC and CG mean PC activity was normal,
i.e. 97,4+42.3% and 92,6+£26,6%, respectively. Then in EC group the PC activity decreased from day O
(EC: 78£22,3%; CG: 91,9+£16,2%) with nadir on day +5 (EC: 68,3£29,9%; CG: 118+47,4%) and started
to increase from day +11 (EC: 93,9452,2%; CG: 117,7+49,7%) up to values on day +39 (EC:
129,9+58,7%; CG: 136,8+49,5%). Mean PC activity on day +5 was significantly lower in pts with EC
than in CG (p=0.041).

Conclusions: PC activity below normal ranges is observed in first week after alloHSCT and just in
recipients with CLS and TAM and may be associated with losing PC ability to stabilize endothelium and
may play important role in etiopathogenesis of early complications associated with endothelium injury
after alloHSCT.
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Wprowadzenie:

Uktad biatka C, w sktad ktérego wchodza biatko C (PC), trombomodulina (TM), $rodblonkowy receptor
dla bialka C i bialko S (PS) moze mie¢ istotny wplyw na wystepowanie powiklan zwigzanych z
uszkodzeniem $rodblonkow po allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych (allo-HSCT).

Cel:

Ocena aktywnosci PC, stezenia wolnego PS oraz stgzenia rozpuszczalnej trombomoduliny (sTM) u dzieci
z mikroangiopatia zakrzepowa (TAM), zespotem przesigkania wlosniczek (CLS) oraz choroba okluzyjng
zyt watrobowych (VOD).

Material i metody:

Wsrdd 29 dzieci w wieku 1,7-17,1 lat (mediana 8,9 lat) wlaczonych prospektywnie do badania u 3
(10,3%) rozpoznano TAM pacjentow, a u 3 (10,3%) CLS. VOD nie wystgpita w badanej grupie. Grupg
kontrolng stanowili pacjenci (n=6), u ktérych nie stwierdzono wczesnych powiktan allo-HSCT.

Krew do badan pobierano przed kondycjonowaniem i w dniach 0, +5, +11, +18, +25, +39 oraz
dodatkowo w chwili rozpoznania powiktania i po stwierdzeniu ustgpowania lub progresji jego objawow.
Wartosci referencyjne wynosity: PC 70-140%, PS >50%, sTM 2,73-4,79 ng/ml.

Wyniki:

U pacjentow z CLS i TAM aktywnos$¢ PC w dobie +5 (68,3%+29,9%), stezenie wolnego PS w dobie +11
(65,5%=*17,2%) byly znamiennie nizsze w stosunku do odpowiednich wartosci spostrzeganych w grupie
kontrolnej (p=0,041). Aktywnos¢ PC (77,4+40,8%) i stezenie wolnego PS (53,8+20,4%) znamiennie
wzrastaly po zakonczeniu leczenia CLS i TAM (PC: 122,8+42,9%, PS: 91,6+24,6%). Nie stwierdzono
natomiast istotnych roéznic stezen sTM u pacjentow z CLS i TAM w pordwnaniu z grupg kontrolna.
Whioski:

U dzieci z TAM i CLS po allo-HSCT obserwuje si¢ obnizenie aktywno$ci biatka C, stezenia wolnego
biatka S oraz rozpuszczalnej trombomoduliny. U dzieci bez tych powiklan zmian w zakresie uktadu
biatka C nie spostrzega sig.
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