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Wykaz skrotow

7-AAD
ACD-A
allo-KK
auto-KK

BFU-E

BFU-Meg

BK

BKM

CD

CFU-Baso

CFU-E

CFU-Eo

CFU-G

CFU-GEMM

CFU-GM

- 7-aminoaktynomycyna D

- cytrynian dekstrozy (ang. citrate dextrose A)

- transplantacja allogenicznych komorek krwiotworczych

- transplantacja autologicznych komorek krwiotwoérczych

- wczesna ukierunkowana komorka uktadu czerwonokrwinkowego
(ang. Burst Forming Unit-Erythroid)

- wezesna ukierunkowana komodrka megakariopoezy (ang. Burst Forming

Unit-Megakaryocyte)

- bank komorek

- Bank Komorek Macierzystych

- antygen roznicowania komorkowego (ang. cluster of differentiation)
- prekursor granulocytow zasadochtonnych

(ang. Colony Forming Unit-Basophil)

- p6zna ukierunkowana komorka erytroidalna

(ang. Colony Forming Unit-Erythroid)

- prekursor granulocytow kwasochtonnych

(ang. Colony Forming Unit-Eosinophil)

- ukierunkowana komorka uktadu granulocytarnego (ang. Colony Forming

Unit-Granulocyte)

- wielopotencjalna komoérka tworzaca kolonie dla szeregu

granulocytarnego, erytroidalnego, monocytowego, megakariocytowego
(ang. Erythroid,
Megakaryocyte)

Colony Forming Unit-Granulocyte, Monocyte,

- ukierunkowana komorka uktadu granulocytarnego i monocytowego

(ang. Colony Forming Unit-Granulocyte, Monocyte)



CFU-L

CFU-M

CFU-Meg

cMNC

CXCR-4
DMSO

EBMT

G-CSF

GM-CSF

GVHD

HD
HSA

JACIE

KCBTIiK
KK
MM

MNC

- wielopotencjalna komorka limfoidalna (ang. Colony Forming Unit-

Lymphocyte)
- prekursor uktadu monocytowego (ang. Colony Forming Unit- Monocyte)

- p6zna ukierunkowana komodrka megakariopoezy (ang. Colony Forming

Unit-Megakaryocyte)

- ciggla zbiorka komorek jednojadrowych (ang. continuous mononuclear

cell collection)
- (ang. C-X-C chemokine receptor type-4)
- dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

- Europejska Grupa Przeszczepiania Krwi i Szpiku Kostnego;

ang. European Society for Blood and Marrow Transplantation;).

- czynnik stymulujagcy wytwarzanie granulocytow (ang. Granulocyte-

Colony Stimulating Factor)

- czynnik stymulujacy wytwarzanie granulocytow 1 makrofagow;

ang. granulocyte-macrophage-CSF)

- choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host

disease)
- chloniak Hodgkina (ang. Hodgkin disease)
- ludzka albumina; ang. human serum albumin).

- Wspodlna Komisja Akredytacyjna (ang. Joint Accreditation Committee-
ISCT)

- Krajowe Centrum Bankowania Tkanek i Komorek

- komorka krwiotworcza

- szpiczak plazmocytowy (ang. Multiple Myeloma)

- zbidrka komorek jednojadrowych (ang. mononuclear cell

collection)
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NHL

PBSC

SDF-1

SOP

SZ]

TNC

TPV

WMDA

- chloniak nieziarniczy (ang. Non-Hodgkin Lymphoma)

- komorki macierzyste pozyskane z mobilizowanej krwi obwodowej; (ang.

peripheral blood stem cells)

- stromalny czynnik wzrostu- 1 (ang. stroma-derived factor-1)

- standardowe procedury operacyjne

- system zapewnienia jakosci

- catkowita liczba komorek jednojadrowych (ang. total nuclear cells)

- catkowita objetos¢ krwi przetworzonej (ang. total processed blood

volume)

- Swiatowe Stowarzyszenie Dawcoéw Szpiku (ang. World Marrow Donor

Association)
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1. Wstep

1.1 Hematopoeza

Stosunkowo najlepiej poznang komodrka o charakterze multipotencjalnym jest
komorka krwiotworcza, ktora bierze udziat w krwiotworzeniu. Hematopoeza to proces
polegajacy na wytwarzaniu dojrzatych elementéw morfotycznych krwi w konsekwencji
proliferacji i dojrzewania krwiotworczych komoérek macierzystych. Tworzenie catego
uktadu krwiotworczego rozpoczyna si¢ we wczesnych etapach zarodkowych. Sam uktad
krwiotworczy pochodzi z mezodermy, czyli jednego z trzech listkow zarodkowych.
Komorki krwiotwoércze miedzy 6. a 12. tygodniem cigzy migruja do watroby i $ledziony,
gdzie powstaja wszystkie rodzaje krwinek. W 16. tygodniu cigzy powstaje szpik kostny,
ktory przejmuje funkcje krwiotworcze. Dojrzate komorki zostaja uwolnione do krazenia
ogodlnego, a W szpiku pozostaje niewielka pula komorek niezroznicowanych. Unikalng
cechg uktadu krwiotworczego jest migracja komorek w trakcie rozwoju. Wszystkie inne
narzady w ludzkim organizmie pozostaja w miejscu wytworzenia. Hematopoeza jest
zorganizowanym, hierarchicznym uktadem komorkowym, w ktérym na samym szczycie
znajduje si¢ komorka krwiotworcza (KK) zdolna do samoodnowy i rdéznicowania
w komorki potomne. Samoodnowa, czyli zdolno$¢ do wytwarzania w wyniku podziatlow
komorek identycznych jak dzielaca si¢ komorka, sprawia, ze moze ona funkcjonowac
w ludzkim organizmie przez wiele lat. Druga cecha charakteryzujaca KK to zdolnos¢
do réznicowania, czyli wytworzenia bardziej dojrzatych komorek, zdolnych do petnienia
okreslonych funkcji w organizmie. Aby organizm mogt prawidlowo funkcjonowac,
wazne jest zachowanie rownowagi mi¢dzy procesem samoodnawiania i roznicowania [1,

2].
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Rycina 1. Uproszczony schemat hematopoezy (schemat wtasny)

CFU-GEMM - wiclopotencjalna komoérka tworzgca kolonie dla szeregu granulocytarnego,
erytrocytarnego, monocytarnego i ptytkowego, CFU-L - wielopotencjalna komodrka limfoidalna,
BFU-Meg - wczesna ukierunkowana komorka megakariopoezy, CFU-Meg - pozna
ukierunkowana komorka megakariopoezy, CFU-GM - ukierunkowana komoérka uktadu
granulocytarnego i monocytowego, CFU-G - ukierunkowana komoérka uktadu granulocytarnego,
CFU-Eo - prekursor granulocytoéw kwasochtonnych, CFU-Baso - prekursor granulocytow
zasadochtonnych, CFU-M - prekursor uktadu monocytowego, BFU-E - wczesna ukierunkowana

komorka erytroidalna, CFU-E - p6zna ukierunkowana komorka erytroidalna
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W  pierwszym etapie hematopoezy powstaja komoérki wielopotencjalne
dla mielopoezy i limfopoezy. Wielopotencjalna komérka macierzysta dla mielopoezy
CFU-GEMM (colony forming unit- granulocyte, erythrocyte, macrophage,
megakaryocyte) daje poczatek m.in. komorkom = progenitorowym  ukladu
granulocytarnego i monocytowego CFU-GM (colony forming unit- granulocyte,
monocyte), ktore nastgpnie dojrzewajg. W efekcie powstaja komorki prekursorowe
dla uktadu granulocytarnego CFU-G (colony forming unit-granulocyte), monocytowego
CFU-M (colony forming unit-monocyte) oraz prekursory dla granulocytow
kwasochtonnych CFU-Eo (colony forming unit-eosinophil) i zasadochtonnych CFU-
Baso (colony forming unit-basophil). Wielopotencjalna komoérka macierzysta
dla mielopoezy daje réwniez poczatek ukladowi czerwonokrwinkowemu, w ktérym
w kolejnych etapach powstaja komorki wezesne BFU-E (burst forming unit- erythroid)
nastepnie po6zne CFU-E (colony forming unit-erythroid). Z CFU-GEMM tworza si¢
rowniez komorki ukierunkowane dla uktadu ptytkotworczego BFU-Meg (burst forming
unit-megakaryocyte). W koncowym etapie roéznicowania i dojrzewania powstajg
komorki dojrzate, morfologicznie rozpoznawalne, pelnigce okreslone funkcje
W organizmie czyli erytrocyty, ptytki krwi, granulocyty zasadochtonne, kwasochtonne
i obojetnochtonne  oraz  monocyty. Wielopotencjalna komodrka  macierzysta
dla limfopoezy CFU-L (colony forming unit-lymphocyte) roznicuje si¢ w limfocyty T, B
I komorki NK (natural killer) [3; 4, 5].

Proces krwiotworzenia jest warunkowany genetycznie oraz przez wzajemne
oddziatywania migdzy komorkami. W sktad mikrosrodowiska szpiku wchodza komorki
hematopoetyczne [ niehematopoetyczne, ktore biosyntetyzuja
produkty zewnatrzkomoérkowe oraz cytokiny. Mikrosrodowisko szpiku tworzy
osteoblastyczna i okotonaczyniowa nisza szpikowa. Komorki krwiotworcze w niszy
osteoblastycznej pozostajg w spoczynku natomiast w niszy okolonaczyniowe] w fazie
aktywacji. Wzajemne interakcje opieraja si¢ na reakcji ligand-receptor. Gtoéwna role
W procesie krwiotworzenia odgrywaja czasteczki adhezyjne i cytokiny [6, 7]. Cytokiny
warunkujg przezycie komorek, a w wigkszych stezeniach sg dla nich czynnikami wzrostu.
Czynnik Steel jest odpowiedzialny za regulacj¢ natezenia proliferacji roznicujacych si¢
komorek. FLT3 ligand pobudza komoérki macierzyste; nalezy do kinaz tyrozynowych.
Interleukina 3 jest cytoking odpowiedzialng za wzrost komorek na kazdym poziomie
zroznicowania. Erytropoetyna to hormon odpowiedzialny za prawidtowy przebieg
erytropoezy, wytwarzany w nerkach. Trombopoetyna jest zwigzkiem wptywajacym

na wytwarzanie ptytek krwi. G-CSF (czynnik stymulujacy wytwarzanie granulocytow;,
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ang. granulocyte colony stimulating factor;) jest odpowiedzialny za wytwarzanie
granulocytow, GM-CSF (czynnik stymulujagcy  wytwarzanie  granulocytow
I makrofagéw; ang. granulocyte-macrophage-CSF;) bierze udzial w wytwarzaniu
granulocytow obojetnochtonnych i makrofagow. Czynniki te znalazly zastosowanie
w praktyce klinicznej. Obecnie G-CSF jest wykorzystywany przy mobilizacji KK w celu
przemieszczenia tych komorek ze szpiku kostnego do krwi obwodowej. Inne czynniki
wspomagajace dojrzewanie uktadu krwiotwoérczego to IL-2, IL-4, IL-5. Do grupy
czasteczek adhezyjnych zwanych integrynami, zaliczamy VLA (Very Late Antigen),
ktore sa odpowiedzialne za przyleganie KK do podscieliska. Proces hematopoezy jest
niezwykle ztozony i jego funkcjonowanie zalezy od wzajemnej wspotpracy wielu
czynnikéw. [8] Nalezy tu wspomnie¢ o istotnej dla procesu zasiedlania osi funkcjonalnej
SDF-1 - CXCR-4. SDF-1 jest hemoking wytwarzang przez podscielisko szpiku kostnego
0 najsilniejszej ekspresji w osteoblastach oraz komorkach $rédbtonka. Natomiast CXCR-
4 jest receptorem obecnym na KK. Im mlodsza komorka tym wigksza ekspresja receptora
CXCR-4. O$ funkcjonalna SDF-1-CXCR-4 jest istotna dla KK, ich réznicowania,
dojrzewania i uwalniania do krwioobiegu. Poznanie mechanizmow osi jest wazne
w transplantologii hematologicznej. Istota mobilizacji krwiotworczych komorek
macierzystych polega na proteolizie SDF-1, co w konsekwencji prowadzi
do zmniejszenia jego stezenia i uwolnienia KK do krwi obwodowej. Natomiast w wyniku
procesu transplantacji dochodzi do reakcji odwrotnej niz w mobilizacji. Komorki
krwiotworcze musza przedosta¢ si¢ przez barier¢ krew-Szpik z krwi obwodowej
do szpiku kostnego. W szpiku kostnym dochodzi do ,,zasiedlenia” (tzw. homing) oraz
»zakotwiczenia” (tzw. lodgement). Dzigki ,,zasiedleniu” jest mozliwe skuteczne
przeprowadzenie transplantacji, gdyz komorki biorcy, po ich podaniu dawcy, migruja
w krwioobiegu do miejsca docelowego - nisz szpikowych. Proces ,,zasiedlenia” polega
na wzajemnej interakcji i sygnalizacji miedzy chemokinami, receptorami chemokin,
czasteczkami adhezyjnymi i proteazami, dazac w konsekwencji do adhezji KK w niszach

szpikowych [9,10].

1.2 Transplantacja komorek krwiotworczych

Historia transplantacji komorek krwiotworczych siega lat 50 XX wieku, kiedy to
poraz pierwszy przeszczepiono wilasne komorki myszy poddanej wcze$niej

napromienianiu. Pierwsza transplantacja polaczona z kondycjonowaniem chorego zostata

15



przeprowadzona w 1957 roku przez Edwarda Donnell’a Thomasa w Nowym Jorku.
Kondycjonowanie ma na celu przygotowanie miejsca w szpiku dla przeszczepionych
komorek. Smiertelno$é w pierwszych latach byta dos¢ wysoka, zmniejszata sie wraz ze
zdobywaniem wiedzy i doskonaleniem technik przygotowania pacjenta do procedury
oraz opieki potransplantacyjnej. Obecnie na catym $wiecie przeprowadzono juz ponad
milion przeszczepien komorek krwiotworczych. Liczba zarejestrowanych w Polsce
potencjalnych dawcow szpiku dynamicznie ro$nie, na koniec grudnia 2020 roku wynosita
prawie dwa miliony [11]. Instytucja zajmujg si¢ koordynacja pobran oraz przeszczepien
komoérek krwiotworczych w Polsce jest Poltransplant. Natomiast WMDA (Swiatowe
Stowarzyszenie Dawcoéw Szpiku; ang. World Marrow Donor Association)  jest
organizacja o miedzynarodowym zasiegu zajmujaca si¢ globalng wspotpracag w zakresie
transplantacji komorek krwiotworczych. Procedura transplantacji z roku na rok jest coraz
czesciej wykorzystywana. Na przestrzeni lat, co nalezy podkresli¢, zmienial si¢ profil
dawcow. W Polsce w 2019 roku wykonano 1162 transplantacje. Wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia rocznie na $wiecie wykonuje si¢ okoto 50 000 transplantacji
komorek krwiotworczych i liczba ta z roku na rok ros$nie [12]. Organizacja, ktora zajmuje
si¢ gromadzeniem i analizg pozyskanych informacji odno$nie przeprowadzonych
transplantacji w Europie jest EBMT (Europejskie Towarzystwo Przeszczepow Krwi
i Szpiku Kostnego; ang. European Society for Blood and Marrow Transplantation;).
Poczawszy od roku 1990 liczba przeszczepien na caltym $wiecie stale rosnie. W roku 2018
liczba transplantacji w Europie wynosita ponad 47000. Obecnie wyrazniejszy wzrost
mozna dostrzec w przypadku transplantacji komorek allogenicznych. Najczestszym
wskazaniem do przeprowadzenia transplantacji komorek allogenicznych jest ostra
bialaczka szpikowa, natomiast w przypadku transplantacji komorek autologicznych sg to

dysfunkcje komorek plazmatycznych [13].

1.2.1 Rodzaje transplantacji komorek krwiotwérczych

Istotg transplantacji KK jest trwate odtworzenie hematopoezy. W intencji tego
leczenia jest uzyskanie u chorego rekonstytucji prawidtowego krwiotworzenia. Proces
ten jest poprzedzony podaniem pacjentowi wysokodawkowej chemioterapii majace;j
na celu ,,przygotowanie miejsca” dla przeszczepianych komorek.

Wyrdzniamy transplantacje autologicznych komoérek krwiotworczych (auto-KK)
I allogenicznych komorek krwiotworczych (allo-KK). W przypadku auto-KK komorki

krwiotworcze pochodza od chorego. Po pobraniu materiat jest poddany ocenie ilosciowo-
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jakosciowej, a nastgpnie krioprezerwacji. Po zamrozeniu materialu, u pacjenta
przeprowadza si¢ mieloablacje, a nastgpnie przeszczepia si¢ wczesnie] przygotowane
komorki krwiotwoércze. Zaletg tego typu transplantacji jest brak ryzyka wystgpienia
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi, jednak pozyskany materiat moze by¢
zanieczyszczony komoérkami nowotworowymi, ktére w poOzniejszym czasie moga
spowodowa¢ wznowe u pacjenta. Dzialanie przeciwnowotworowe przeszczepu jest
zwigzane w tym przypadku wytacznie z odpowiedzig na leczenie wysokodawkowa
chemioterapig. W przypadku allo-KK komorki krwiotworcze pozyskiwane sg od drugie;j
osoby. W tym zakresie wyrozniamy transplantacje od dawcy niespokrewnionego, gdy
komorki pozyskuje sie od obcej osoby, zgodnej w zakresie HLA (antygeny zgodno$ci
tkankowej; ang. human leukocyte antygen) oraz transplantacje od dawcy rodzinnego,
wtedy komorki pozyskuje si¢ od osoby z rodziny. Alternatywg, ostatnio
rozpowszechniong ~w  o$rodkach  transplantacyjnych, jest przeszczepienie
haploidentyczne. Wtedy dawca jest rodzic lub rodzefistwo, w potowie zgodni w zakresie
HLA. Wybdr rodzaju transplantacji zalezy od wielu czynnikéw, przede wszystkim
od rozpoznania, stopnia zaawansowania choroby oraz stanu biologicznego pacjenta
[14,15].

1.2.2 Zrédia komoérek krwiotwoérczych przeznaczonych
do transplantacji

Pierwszym etapem leczenia chorych przy uzyciu komoérek krwiotwdrczych jest ich
pozyskanie. Obecnie dostepne sa trzy zrodta KK przeznaczonych do transplantacji: szpik
kostny, mobilizowana krew obwodowa oraz krew pgpowinowa. Kazde z tych Zrdédet ma
wady 1 zalety. W przypadku dawcow allogenicznych komorek krwiotworczych czgsciej
1 chetniej wybierana metoda pobrania to mobilizowana krew obwodowa. Czgstsze
pobieranie komorek krwiotworczych z mobilizowanej krwi obwodowej anizeli ze szpiku

jest trendem wystepujacym obecnie na calym $wiecie [16].
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. Krew
Cechy Szpik kostny Krew obwodowa ;
pepowinowa
Srednia zawarto$é
komorek CD34+ w 2,8x10%kg m.c. 7x10%/kg m.c. 1,7x10°/kg m.c.
materiale
Ryzyko dla dawcy
zwigzane z pobraniem wystepuja wystepuja brak
komorek
. . . mata liczba
Czynniki dopasowanie dopasowanie ]
. L. L. komorek w
ograniczajace odnowe | uktadu zgodnosci | ukfadu zgodnosci | . -
. . . . jednej jednostce
Krwiotworzenia tkankowej tkankowej .
Krwi
Ryzyko wystapienia
choroby przeszczep
przeciwko wysokie wysokie niskie
gospodarzowi
(GVHD)
Mozliwosd infugii
roz IWO,SC il obecna obecna brak
limfocytow dawcy
Odnowa . . : .
. . ok. 21 dni ok. 10 dni powyzej 21 dni
krwiotworzenia
Znieczulenie ogdlne .
t brak brak
dawcy wyskpie
Konieczno$¢
przyjmowania brak wystepuje brak
czynnika wzrostu

Tabela 1. Charakterystyka zrodet komorek krwiotworczych (Mascotti K., McCullough J., Burger SR. HPC viability
measurement: trypan blue versus acridine orange and propidium iodide. Transfusion 2000 Jun; 40(6):693-6)

W przypadku szpiku kostnego materiat pozyskiwany jest w znieczuleniu ogoélnym
Z tylnych goérnych kolcow talerza kosci biodrowych. W szpiku liczba KK wynosi 0,1%
calkowitej liczby komorek. Pobranie polega na wielokrotnej aspiracji Szpiku igta
punkcyjna i wstrzyknieciu materialu do worka kolekcyjnego, w ktorym znajduje si¢
antykoagulant. Uznaje si¢, ze materiat do transplantacji pozyskany ze szpiku powinien
zawieraé 2-5x108 komorek jadrowych/kg m.c. biorcy. W przypadku przeszczepienia
materiatu pozyskanego ze szpiku czas od podania do rekonstytucji wynosi okoto 21 dni,
natomiast w przypadku komorek krwiotworczych pochodzacych z mobilizowanej krwi

obwodowej jest to okoto 10 dni. Niekiedy dawcy szpiku skarzg si¢ na bol w miejscu
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wktucia nawet do roku od przeprowadzenia procedury. Jednakze pobranie komorek
krwiotworczych ze szpiku nie wymaga przeprowadzenia procedury mobilizacji [16].

Obecnie czesciej wykorzystuje si¢ mobilizowang krew obwodowg jako zrodto
komorek krwiotworczych. Do zalet tej metody mozemy zaliczy¢é mniejszg inwazyjnosé
zabiegu, szybsza rekonstytucje uktadu krwiotworczego i odpornosci swoistej, & co za tym
idzie krotszy okres hospitalizacji po transplantacji oraz mniejsze ryzyko infekcji
W okresie cytopenii, bezposrednio po transplantacji. Procedura pobrania komorek
krwiotworczych z mobilizowanej krwi obwodowej nie wymaga pobytu w szpitalu oraz
pobrania krwi do autotransfuzji, co jest zazwyczaj konieczne w przypadku pobrania
ze szpiku kostnego [17]. Aby moc pozyskaé komorki krwiotworcze z mobilizowanej krwi
obwodowej konieczne jest przeprowadzenie tzw. mobilizacji. W piatym dniu
przyjmowania czynnika wzrostu dokonuje si¢ oceny morfologii krwi pacjenta oraz
odsetka prekursoréw CD34+ we krwi obwodowej metoda cytometrii przeptywowe;.
W przypadku dawcéw niespokrewnionych pobranie komoérek krwiotwdrczych odbywa
si¢ zawsze w pigtym dniu przyjmowania czynnika wzrostu. Natomiast u pacjentéw,
w celu rozpoczgcia zabiegu leukaferezy, iloczyn otrzymanych wartosci liczby
leukocytow 1 odsetka prekursorow CD34+ powinien wynosi¢ powyzej 10 komorek
CD34+/ul [18].

Tak naprawde trudno okreslic minimalng liczb¢ komorek potrzebng
do przeszczepienia. Na podstawie posiadanej wiedzy i do$wiadczen os$rodkow
transplantacyjnych przyjmuje sie, ze jest to 2x10% CD34+/kg m.c. biorcy. Z danych
literaturowych wynika, Ze rekonstytucje uzyskano rowniez w przypadku podania
pacjentowi 0,75x10°CD34+/kg m.c. biorcy. Jezeli w wyniku pierwszej aferezy nie
uzyska si¢ wymaganej liczby komorek zabieg nalezy powtorzy¢. Optymalnie material
transplantacyjny powinien zawiera¢ 4-4,5x10°CD34+/kg m.c. biorcy [19, 20]. Niestety,
sg sytuacje, w ktorych w wyniku dwoch lub nawet trzech leukaferez nie mozna uzyskac
liczby komoérek >2x10% CD34+/kg m.c.. Wtedy mamy do czynienia z osoba ,,stabo
mobilizujaca” (ang. ,,poor mobilizer”). Do czynnikow wplywajacych na wydajnos¢
zbiorki naleza niewatpliwie: wiek pacjenta, w tym im starszy pacjent, tym gorsza zbidrka,
ple¢ zenska, a takze ogdlny stan zdrowia i wskaznik masy ciata (Body Mass Index, BMI).
Komorki krwiotworcze pozyskane z krwi obwodowe] szybciej migruja do szpiku
I w krétszym czasie prowadza do odtworzenia hematopoezy niz w przypadku komorek
pozyskanych  ze  szpiku. Jest to  zwigzane  zobecnoscia na  ich
powierzchni mikrofragmentow blonowych pochodzenia ptytkowego PMP. Wadg KK

pochodzacych z krwi obwodowej jest duzo wigksze ryzyko wystapienia przewlektej
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GVHD (choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi; ang. graft versus host disease) niz
w przypadku szpiku kostnego, ze wzgledu na wyzszg liczbe limfocytow T w materiale
[16, 21].

Alternatywnym zrédlem krwiotworczych komodrek macierzystych jest krew
pepowinowa pozyskiwana podczas porodu po przecieciu pgpowiny. Komorki te cechuje
wysoka zdolno$¢ repopulacyjna i niskie ryzyko wystapienia GVHD. Do zalet krwi
pepowinowej mozemy zaliczy¢ takze brak ryzyka wystgpienia powiktan u dawcy oraz
mniejsze ryzyko przeniesienia infekcji wirusowych. Jednakze liczba komodrek pozyskana
jednorazowo zwykle nie wystarcza do przeszczepienia ich dorostej osobie. W takiej
sytuacji konieczne jest taczenie kilku jednostek Krwi. Nie ma rowniez mozliwosci
pozniejszej infuzji limfocytéw dawcy oraz wystgpuje wigksza liczba niepowodzen
transplantacji. Czas rekonstytucji jest znacznie dtuzszy niz po transplantacji komorek
krwiotworczych ze szpiku lub mobilizowanej krwi obwodowej. Wydluzony czas

hospitalizacji taczy si¢ tez z wigkszym ryzykiem powiktan infekcyjnych [22].

1.3 System Zapewnienia Jakosci w banku komérek

Obecnie wszelkie procedury zwigzane z przygotowaniem materiatu
transplantacyjnego odbywaja si¢ w bankach komorek (BK), ktore moga funkcjonowac
dopiero po uzyskaniu zgody Ministra Zdrowia. Pozwolenie takie wydawane jest na okres
5 lat. Wszelkie czynno$ci wykonywane w BK czyli pobieranie, testowanie, gromadzenie,
przechowywanie i przetwarzanie muszg by¢ przeprowadzane w mys$l Ustawy
Transplantacyjnej z dnia 1 lipca 2005 roku. Jednostka nadzorujaca wszystkie banki
tkanek i komorek pod wzgledem merytorycznym jest Krajowe Centrum Bankowania
Tkanek 1 Komorek (KCBTiK). Personel pracujacy w bankach komoérek powinien co
najmniej raz na dwa lata uczestniczy¢ w szkoleniach organizowanych przez KCBTIK.
Oprécz tego na poczatku kazdego roku ustalany jest harmonogram szkolen
wewnetrznych  oraz  zewnetrznych organizowanych  wspdlnie z  jednostkami
wspotpracujagcymi z bankiem komorek. Organizacja szkolen wewnetrznych nalezy
do BK. Aby zachowa¢ jak najwyzsze bezpieczenstwo przygotowywanego materialu
w banku funkcjonuje System Zapewnienia Jakosci (SZJ), ktory obejmuje standardowe
procedury operacyjne (SOP), instrukcje, formularze i protokoty. Praca banku komorek
powinna by¢ dokumentowana. W trakcie wykonywania czynnosci preparatywnych
wszystkie etapy pracy banku muszg by¢ odnotowywane, dzigki temu begdzie mozliwe

odtworzenie wszystkich procesow zwigzanych z pobieraniem, testowaniem,
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gromadzeniem, przechowywaniem i przetwarzaniem materialu komoérkowego. System
Zapewnienia Jakosci w bankach komoérek ma na celu zagwarantowanie, ze przygotowany
W banku materiat jest zgodny z krajowymi wymogami oraz procedurami obowigzujacymi
w danym banku oraz spetnia okreslone kryteria jakosciowe. Kontrola jakosci w bankach
jest nieodzownym elementem ich funkcjonowania i zmniejsza ryzyko wydania materiatu
niezgodnego z kryteriami SZJ, a w razie wystgpienia nieprawidlowosci pozwala
na wprowadzenie dzialan korygujacych 1 zapobiegawczych. Osobg nadzorujaca
funkcjonowanie banku w mysl ustawy jest ,,Osoba Odpowiedzialna”. W celu
zapewnienia najwyzszej jakos$ci materiatu przygotowywanego w banku bardzo istotne
jest przeprowadzanie walidacji procesow, kwalifikacji 1 kalibracji sprzetu oraz
terminowe, coroczne przeprowadzanie przegladéw. Procedura kwalifikacji i walidacji
oraz przeglady sa przeprowadzane raz w roku, zgodnie z przyjetym harmonogramem [23,
24]. Wskazane jest, aby za jako$¢ w banku odpowiedzialna byta ,,Osoba do spraw
Jako$ci”. Osoba na takim stanowisku prowadzi nadzor nad dokumentacjg prowadzong
w BK, weryfikuje stany magazynowe i zamowienia, kontroluje waznos$¢ przegladow
sprzgtu znajdujacego si¢ w BK. Ponadto Osoba ds. Jakosci wykonuje badz zleca
przeprowadzenie walidacji sprzetow oraz kwalifikacji proceséw przeprowadzanych
w banku komorek.

Wszystkie te procesy przeprowadzane w banku komorek sg Scisle
zwigzane z pracg oddziatu transplantacyjnego. W Poznaniu jest to Oddziat Hematologii
I Transplantacji Szpiku. Po przeprowadzeniu zabiegu leukaferezy badz pobrania szpiku
kostnego pozyskany materiat trafia do BK. Zgodnie z mapa proceséw funkcjonujaca
W SZJ banku komorek material transplantacyjny badz limfocyty dawcy sa przyjmowane
do banku komoérek. Kolejnym etapem jest przetwarzanie i przechowywanie komorek,
aw konsekwencji ich dystrybucja do os$rodka macierzystego badZz innego niz

macierzysty.
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(Ocena ilosciowo-jakosciowa,
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do BKM

Krioprezerwacja)

l b Dopuszczenie do obiegu

N,

Rycina 2. Zakres dziatalnosci Banku Komoérek Macierzystych w Poznaniu (Schemat wiasny)

1.4 Czynniki wplywajace na jako$¢ pozyskanego
materialu - przed etapem bankowania

Na parametry iloSciowo-jakosciowe komorek krwiotwdrczych ma wpltyw wiele
czynnikow, ktore decyduja o koncowym powodzeniu procedury transplantacji i maja
podstawowe znaczenie dla przebiegu i wyniku leczenia pacjenta. Juz
przed dostarczeniem materiatu do BK, na etapie mobilizacji wydajnos$¢ zbiorki zalezy
od czynnikow osobniczych, sposobu mobilizacji a takze rodzaju uzytego separatora.
Niewatpliwie istotne s warunki transportu w tym temperatura oraz czas jego trwania.
Na jako$¢ materiatu po dostarczeniu do BK ma wptyw sposob i czas przechowywania
do momentu krioprezerwacji, liczba komoérek CD34+, a takze stezenie komorek
jednojadrowych w materiale. Wszystkie wymienione wyzej aspekty maja wplyw

na pozniejsze powodzenie transplantacji.
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/I;rzed dostarczeniem materiatu do Banku Komorek: \
- czynniki osobnicze (wiek, pteé, masa ciata)
- mobilizacja pacjenta
- odsetek komarek CD34+ we krwi obwodowe]
- morfologia pacjenta

- rodzaj uiytego separatora komorkowego

\—czas trwania aferezy /

4 )

Po dostarczeniu materiatu do Banku Komarek:
- objetoic preparatu
- stezenie komorek jednojgdrowych
- odsetek komdrek CD34+
- czas przechowywania

- temperatura przechowywania

. J

. v

Rycina 3. Czynniki wptywajace na parametry ilo§ciowo-jako$ciowe komorek krwiotworczych (schemat wiasny)

1.4.1 Czynniki osobnicze

Istotne znaczenie dla wydajnosci kolekcji ma wiek pacjenta. Osoby starsze
zreguly maja nizsze wartosci odsetka komorek CD34+ w materiale pozyskanym
w wyniku leukaferezy niz osoby mtodsze. Moze to wynika¢ z naturalnego zjawiska
starzenia 1 Smierci komorek CD34+ wraz z wiekiem. U osob starszych zdolnos¢
do samoodnawiania komorek krwiotworczych jest duzo nizsza, niz u oséb mtodszych.
Wraz z wiekiem dochodzi do erozji telomerdw, mutacji w pojedynczych genach,
uszkodzen DNA oraz uposledzenia procesu autofagii komorek. Proces skrdcenia
telomeréw wigze si¢ z powaznymi nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu komorek
krwiotworczych [25]. Zgodnie z danymi literaturowymi wiek dawcy jest najwazniejszym
czynnikiem determinujagcym wybor potencjalnego dawcy w przypadku transplantacji

komorek allogenicznych.  Zgodnie z literaturg liczba komoérek macierzystych
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w organizmie ludzkim zmniejsza si¢ wraz z wiekiem [26]. Na koncowy efekt aferezy ma
wptyw réwniez pte¢ dawcy. Estrogen i1 testosteron sg hormonami, ktore wplywaja
na proliferacj¢ i roznicowanie komorek macierzystych. Testosteron powoduje wzrost
proliferacji komoérek krwiotworczych. Poziom estrogenu u kobiet w wieku rozrodczym
jest wysoki, co wptywa na lepsza wydajnos¢ zbiorki niz u kobiet starszych. Ple¢ zenska
niekorzystnie wpltywa na wydajnos¢ kolekcji. Duze znaczenie ma réwniez stan
biologiczny pacjenta, stopien zaawansowania choroby, intensywnos$¢ dotychczasowego
leczenia, a takze wystgpowanie choréb wspoétistniejacych. Nalezy takze wspomnied
0 roznicach plynacych z pobierania komoérek od pacjentdéw chorujacych na choroby
hematologiczne oraz od zdrowych dawcow. W przypadku chorych mozemy
zaobserwowac ujemng korelacj¢ migdzy catkowita objetoscig krwi przetworzonej (TPV
ang. total processed blood volume) a wydajnoscig zbiorki. Sytuacja wyglada odwrotnie
jesli mamy do czynienia ze zdrowym dawcg. W przypadku pacjentéw ze schorzeniami
hematologicznymi przebyte leczenie moze réwniez istotnie wptyna¢ na koncowy efekt
mobilizacji oraz efektywno$¢ zbiorki. Czgsto chemioterapia badz radioterapia
nieodwracalnie uszkadzaja komorki krwiotworcze [27]. Przyktadowo, cukrzyca jest
jednostka chorobowa zmniejszajaca ilo§¢ prekursorow CD34+ krazacych we krwi
obwodowej po mobilizacji. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z zaburzeniem krazenia [28,
29]. Oprocz wspomnianych wyzej czynnikéw rowniez masa ciata wptywa na wydajnosé
leukaferezy. Osoby z wyzszym BMI wykazuja lepsza odpowiedz na czynnik wzrostu,
a tym samym wydajnos¢ leukaferezy jest wyzsza. Osrodki dawcow szpiku jako graniczng

minimalng mas¢ ciata dawcy przyjety 50 kg [30].

1.4.2 Mobilizacja komorek krwiotworczych z krwi obwodowej

W stanie fizjologicznym liczba KK we krwi obwodowej jest bardzo mata, dlatego
przed pobraniem konieczna jest mobilizacja, ktora pozwoli na krotkotrwale
przemieszczenie tych komoérek ze szpiku do krwi obwodowej. Niewatpliwie jednymi
z kluczowych momentow w procesie leczenia transplantacyjnego KK jest mobilizacja
I kolekcja. Wyrézniamy trzy metody mobilizacji: podanie czynnika wzrostu, potaczenie
czynnika wzrostu z chemioterapig tzw. chemomobilizacja oraz podanie Prelixaforu.
Mobilizacja bez stosowania chemioterapii jest mniej kosztowna, moze by¢
przeprowadzana w warunkach ambulatoryjnych, jednakze jest mozliwa tylko

w przypadku stabilnej remisji choroby podstawowej, a takze u zdrowych dawcow.
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Natomiast mobilizacja po wczesniejszej chemioterapii cechuje si¢ wigksza wydajnoscia
zbiorki, ale takze wigkszg toksycznoscig. Podanie pacjentowi chemioterapii niszczy
potencjalne,  przetrwale  komoérki  nowotworowe oraz  stwarza  miejsce
dla przeszczepionych komorek krwiotworczych, Czynnik wzrostu G-CSF oraz Prelixafor
wprowadzaja zmiany w mikrosrodowisku szpiku, dochodzi do zaburzenia osi
funkcjonalnej CXCR-4 - SDF-1, co w konsekwencji prowadzi do krotkotrwatego
przejscia KK ze szpiku do krwi obwodowej. W przypadku zdrowych dawcow najwigkszy
wyrzut komorek nastepuje po okoto 5 dniach przyjmowania czynnika wzrostu. Natomiast
w przypadku mobilizacji czynnikiem wzrostu w skojarzeniu z chemioterapia
U pacjentow, pobranie nastepuje po OSiggnieciu we krwi obwodowej 5-20 komorek
CD34+/ul. Liczba komorek CD34+ we krwi obwodowej jest oceniana jako iloczyn
odsetka prekursoréw CD34+ oraz liczby leukocytow we krwi obwodowe] pacjenta.
Moment osiggnigcia wymaganej do przeprowadzenia leukaferezy wartosci okreslajacej
liczbe komorek zalezy od rozpoznania, stanu ogdlnego pacjenta, stopnia wyniszczenia

szpiku, jednakze jest to zwykle okoto 5-10 doby od rozpoczecia mobilizacji [18, 20].

1.4.3 Sposéb pozyskania komorek krwiotworczych - rodzaj
separatora komorkowego

Istotng kwestig majaca kluczowe znaczenie dla jakosci materialu komorkowego
jest sposob pozyskania komoérek krwiotworczych. Procedure leukaferezy przeprowadza
pielegniarka badz pielggniarz posiadajacy uprawnienia, pod nadzorem lekarza. Obecnie
najczesciej stosowanym zrodtem komorek krwiotworczych jest mobilizowana krew
obwodowa. Material pozyskuje si¢ przy uzyciu separatoréw komorkowych. Obecnie
narynku wyrozniamy ich kilka rodzajéw. Do niedawna najczesciej stosowany byt
separator COBE Spectra. Jest to urzadzenie potautomatyczne, ktore nie posiada sensora
optycznego i wymaga recznego wprowadzania danych. Drugie urzadzenie, obecnie
najczesciej uzywane to Spectra Optia, ktoéra posiada optyCzny, zautomatyzowany
interfejs. Spectra Optia pozwala na modyfikacj¢ pobrania w celu zwigekszenia wydajnosci
zbiorki. Urzadzenie posiada dwa programy stuzace do kolekcji komorek jednojadrowych;
MNC (ang. mononuclear cell collection; zbiorka komorek jednojadrowych;) i program
do ciagtej kolekcji CMNC (ang. continuous mononuclear cell collection ciagla zbiorka
komorek jednojagdrowych;). Program CMNC pozwala na ciaggla zbiorke, bez cyklicznych
wyrzutow i jest zblizony do programu separatora COBE Spectra [31, 32].
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Na jako$¢ pozyskanego materiatu w przypadku kolekcji komoérek wptywa wiele
czynnikow. Jednym z nich jest objeto$¢ okreslana w mililitrach, ktora ma istotne
znaczenie dla bankowania komorek krwiotworczych. Zbyt duza powoduje konieczno$é
redukcji osocza w celu krioprezerwacji. W przypadku pozyskiwania materiatu
od dawcoéw do allogenicznej transplantacji istotny jest stopien zanieczyszczenia
materiatu  krwinkami czerwonymi [33]. Wysoka warto$¢ hematokrytu i duza
niezgodno$¢ grupowa krwi migdzy dawcg a biorcg stwarza konieczno$¢ przeprowadzenia
preparatyki pozwalajacej przygotowac¢ produkt bezpieczny do podania pacjentowi.
Zgodnie z literatura, w przypadku preparatu zawierajagcego powyzej 20 ml erytrocytow
konieczne jest przeprowadzenie ich redukcji. Przetoczenie wigkszej objgtosci
erytrocytow moze skutkowa¢ hemolizg, ostrg niewydolnosciag nerek, a w konsekwencji
$miercig pacjenta [34]. Kolejnym waznym aspektem jest zanieczyszczenie materiatu
ptytkami krwi. Wysoka zawarto$¢ ptytek krwi w preparacie stwarza ryzyko tworzenia
skrzepow i zwykle koreluje z nizszg zawartoscig komorek CD34+. Czas trwania aferezy
nie powinien przekracza¢ 5 godzin i nie zaleca si¢, aby byl powtarzany dituzej niz
przez 4 kolejne dni. Zar6wno wydluzanie czasu aferezy jak i liczby kolekcji nie przynosi
zazwyczaj korzystnych efektow. Pionierskim i bardzo uzytecznym rozwigzaniem
ostatnich lat jest badanie proby materiatu w trakcie trwania leukaferezy. Pozwala ona
na skrocenie czasu kolekcji w przypadku pozyskania odpowiedniej liczby komorek
przed zaprogramowanym czasem zakonczenia zbiorki, badz wydluzenia jej w celu
uniknigcia koniecznosci przeprowadzenia leukaferezy kolejnego dnia.

Przed podjeciem decyzji o rozpoczeciu kolekcji komorek konieczne jest
sprawdzenie liczby leukocytéw 1 odsetka prekursorow CD34+ we krwi obwodowej
pacjenta. Z literatury wynika, Ze, jezeli iloczyn liczby leukocytéw i odsetka prekursorow
CD34+ wynosi mniej niz 10 komorek/ul zbiorka jest zazwyczaj nieefektywna. Wtedy
sprawdzenie liczby prekursorow jest przeprowadzane kolejnego dnia, az do osiggniecia
odpowiedniej liczby komorek. W momencie, gdy przez kolejnych kilka dni nie osiggnie
si¢ poziomu 10 komorek/ul wtedy najczesciej lekarz podejmuje decyzje o zastosowaniu

Prelixaforu w celu uzyskania skutecznej mobilizacji [18].

1.4.4 Warunki transportu

Proces dostarczenia materialu z osrodka pobierajacego do transplantujgcego jest

bardzo istotnym elementem majacym wplyw na jakos$¢ materialu, a w konsekwencji
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powodzenie przeszczepienia. Po pozyskaniu komorek krwiotwérczych powinny by¢ one
dostarczone do banku komoérek w mozliwie jak najkrotszym czasie. Materiat
przeznaczony do przeszczepienia powinien zawsze trafi¢ do banku komorek skad dalej
przekazywany jest do transplantacji choremu. Obecnie przyjmuje sig, iz czas od pobrania
do przeszczepienia w przypadku mobilizowanej krwi obwodowej, nie powinien
przekracza¢ 72h, a w przypadku szpiku 48h. Maksymalny czas od pozyskania komorek
do krioprezerwacji, w celu zachowania wysokich parametrow ilosciowo-jako$ciowych
powinien wynosi¢ 48h [35, 36, 37]. Natomiast zalecana temperatura transportu zazwyczaj
zawiera si¢ w zakresie 2-8°C, niektore osrodki transplantacyjne transportuja szpik kostny
w temperaturze pokojowej [38]. Oprocz czasu i temperatury znaczenie ma réwniez
sposob transportu. Transport lotniczy i1 zwigzane z nim rodznice ci$nieh moga
niekorzystnie wplyna¢ na jakos¢ produktu. Podczas transportu wymagana jest kontrola
I monitorowanie temperatury. Istotne sg réwniez dokumenty potwierdzajgce zachowanie
wymaganych warunkow transportu.

Jesli osrodek pobierajacy 1 przeszczepiajacy znajduja si¢ w innych budynkach
badz nawet krajach transport musi odbywac si¢ na $cisle okreslonych zasadach. Kurier
zajmujacy si¢ transportem jest odpowiednio przeszkolony. Fakt przeszkolenia powinien
by¢ udokumentowany. W momencie odbioru materiatu z o$rodka pobierajacego kurier
rozpoczyna monitorowanie temperatury i wprowadza niezbe¢dne informacje do karty
transportu, ktorg wypelnia regularnie, wpisujac aktualng temperature¢ w pojemniku
transportowym. Przy odbiorze materialu musi by¢ obecna réwniez osoba z banku
komorek badz inny pracownik z tego osrodka upowazniony do odbioru, ktory sprawdzi
tozsamos¢ kuriera i razem z nim dokona weryfikacji danych widniejacych na pojemniku
z materialem transplantacyjnym. Warunki transportu, zar6wno czas jak i temperature,
okresla os$rodek przeszczepiajacy i kurier powinien ich $ci§le przestrzega¢. Pojemnik
transportowy powinien by¢ wczesniej zwalidowany, wazne jest, by nie byl on zbyt duzy
1 cigzki. Materiat tranplantacyjny powinien by¢ przez caly czas z kurierem, ktory
odpowiada za jego kontrolg. Po dostarczeniu materiatu do o$rodka przeszczepiajacego
dane na pojemniku i dokumentach zostaja zweryfikowane przez pracownika tego
osrodka. Obecnie, dzigki rozwinigtej bazie dawcdw na calym Swiecie, transport odbywa
si¢ nie tylko migdzy krajami, ale roéwniez mi¢dzy kontynentami i jest nieodtagcznym
elementem allogenicznej transplantacji [39]. Wszystkie etapy transportu, procesy objete
systemem zapewnienia jakosci i dotyczace warunkéw transportu sg dokumentowane.
Umozliwia to Sledzenie losow preparatow komorkowych od pobrania do przeszczepienia

choremu.
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1.5 Czynniki wplywajace na jakos¢ pozyskanego
materialu komoérkowego — po dostarczeniu do
banku komorek

Po pozyskaniu i przekazaniu materialu do banku komoérek zostaje on poddany
ocenie. Praca wigkszosci bankow odbywa si¢ w systemie zamknigtym przy uzyciu
zgrzewarek do jatowego taczenia drenow w pomieszczeniach o podwyzszonym rezimie
sanitarnym. Praca w systemie otwartym jest mozliwa tylko w przypadku pomieszczen
posiadajacych klas¢ czystosci ,,A”. Utrzymanie takiej jednostki jest bardzo kosztowne.
Personel banku po odpowiednim przygotowaniu do pracy, zalozeniu czepka, fartucha
ochronnego oraz maski, sprawdza wzrokowo jako$¢ materiatu, szczelno$¢ drenow.
Nastgpnie oceniana jest objeto$¢ preparatu oraz komorkowosé. Liczbe komorek
jednojadrowych ocenia si¢ zwykle przy uzyciu analizatora hematologicznego.
Najwazniejszym parametrem pozwalajacym na oceng ilosciowa jest liczba komorek
zawierajgcych antygen CD34+. Jest to antygen powierzchniowy obecny na najmtodszych
komorkach, réwniez komorkach krwiotworczych. Ocena prowadzona jest
z wykorzystaniem techniki cytometrii przeplywowej. Ekspresja antygenu CD34+
zmniejsza si¢ wraz z dojrzewaniem komorek czyli za najmtodsze uwaza si¢ komorki,
ktore wykazuja najsilniejsza ekspresje. Cytometria przeptywowa pozwala na oceng
komorek pod wzgledem cech morfologicznych, ich wielko$ci 1 ziarnisto$ci, a takze
na ocen¢ fenotypu przy wykorzystaniu zjawiska fluorescencji. Jest metoda laserowsg

stuzaca do szybkiej analizy ekspresji antygenu na powierzchni komorki [40, 41, 42].

1.5.1 Objetos¢ preparatu komorek krwiotworczych

W zaleznos$ci od rodzaju uzytego separatora komorkowego oraz zastosowanej
procedury pozyskania komoérek mamy do czynienia z preparatami o réznej objetosci.
Mozna zastosowaé protokot standardowy badz wysokoobjetosciowa leukafereze, ktéra
jest szansg na zwigkszenie wydajnosci zbiorki, a tym samym zmniejszenie liczby kolekcji
I obnizenie narazenia pacjenta na konieczno$¢ przyjmowania czynnika wzrostu
w kolejnych dniach. Minusem tej metody jest ryzyko wystapienia hipokalcemii
U pacjenta zwigzanej z zastosowaniem wigkszej niz zwykle objetosci antykoagulanta

koniecznego do przeprowadzenia zabiegu leukaferezy, zazwyczaj jest to ACD-A
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(cytrynian dekstrozy; ang. citrate dextrose A). Dlatego bardzo istotne jest, aby podczas
catlego zabiegu pacjent byt pod statg kontrolg wykwalifikowanej kadry medyczne;,
przeszkolonej w zakresie przeprowadzania leukaferezy [43].

Postepowanie z materiatem przekazanym do banku komorek zalezy od jego
objetosci. W przypadku zastosowania leukaferezy wysokoobjetosciowej ilosé¢
uzyskanego materialu jest wieksza niz przy wykorzystaniu standardowej procedury.
W przypadku duzej objetosci pozyskanego preparatu liczba krioprezerwowanych
pojemnikow bytaby duza, a co za tym idzie wzrasta rowniez objeto$¢ krioprotektanta
podanego pacjentowi. DMSO (dimetylosulfotlenek; ang. dimethyl sulfoxide), najczesciej
stosowany krioprotektant, nie jest oboj¢tny dla organizmu. Dlatego, aby zminimalizowac
ilos$¢ krioprotektanta, ktory bedzie w pozniejszym czasie podawany pacjentowi wraz

z przeszczepem, preparat musi by¢ poddany redukcji 0socza przed krioprezerwacija [44].

1.5.2 Stezenie komorek jednojadrowych

Na jako$§¢ materiatu transplantacyjnego wplywa réwniez stezenie komorek
W przeszczepie. Nie powinno by¢ ono wyzsze niz 200x10%1. Wyzsze stezenie komorek
moze skutkowaé zmniejszeniem ich zywotno$ci. Im nizsze st¢zenie komorek w materiale,
tym wyzsza ich zywotnos¢. Nalezy przestrzega¢ zasady, ze nie powinno si¢ jednak
zbytnio rozciencza¢ materialu, gdyz stwarza to konieczno$¢ redukcji objetosci
w przypadku krioprezerwacji, aby zminimalizowac¢ objetos¢ uzytego krioprotektanta.
Stezenie komorek powyzej 300x10%1 skutkuje znacznym spadkiem ich zywotnosci,
szczegolnie jesli konieczne jest jego przechowywanie. Dotyczy to przede wszystkim
preparatdow pochodzacych od dawcow niespokrewnionych, ktére sg transportowane
z innych os$rodkéw [43]. Do rozcienczenia materialu o wysokim stezeniu komorek
stosuje si¢ osocze autologiczne, badZ osocze dawcy w przypadku pobrania od dawcy
niespokrewnionego. Osocze jest naturalnym $rodowiskiem wystgpowania komorek
krwiotworczych 1 zawiera wszystkie niezbedne substancje zapewniajace ich prawidtowe
funkcjonowanie i odzywienie. Niekorzystna jest wysoka zawarto$¢ granulocytow, czyli
dojrzaltych komorek, ktéra skutkuje  wystgpieniem zjawiska ,.clumpingu” czyli
spontanicznej agregacji komorek, ktoéra znacznie obniza zawarto$¢ komodrek CD34+
i CFU-GM w materiale. Zjawisko spontanicznej agregacji komoérek w materiale
po rozmrozeniu jest znacznie bardziej nasilone niz w $wiezym produkcie. Jest rowniez

bardziej widoczne w preparatach, w ktorych stg¢zenie komodrek przewyzsza wartos$¢
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500x10%1 [45]. Dodatkowo wysoka zawarto$¢ dojrzatych  granulocytow
W krioprezerwowanym materiale moze by¢ przyczyna wystapienia reakcji
niepozadanych podczas infuzji u pacjenta, sg to m.in. reakcje alergiczne, zaburzenia

oddychania, zaburzenia rytmu serca [46, 47].

1.5.3 Warunki krétkoterminowego przechowywania komorek
krwiotwoérczych

Material zawierajacy krwiotwoércze komorki macierzyste po wstepnej ocenie jest
przechowywany do czasu transplantacji.  Wyrozniamy  krotkoterminowe
i dlugoterminowe przechowywanie KK. Mianem krotkoterminowego przechowywania
okresla sie czas od momentu pozyskania krwiotworczych komoérek do przeszczepienia
materialu pacjentowi, bez krioprezerwacji. Zgodnie z pi$miennictwem czas od momentu
pozyskania do podania nie powinien by¢ dluzszy niz 72h w przypadku komorek
krwiotworczych pozyskanych z mobilizowanej krwi obwodowej. Jednakze, aby
zachowaé jak najwyzsze parametry ilosciowo-jakosciowe material przeznaczony
do krioprezerwacji powinien by¢ zamrozony w ciggu 48h od pozyskania [37].
Krotkoterminowe przechowywanie jest bardzo istotne zaréwno w przypadku komorek
autologicznych jak 1 allogenicznych, szczegdlnie, gdy os$rodki, pobierajacy
| przeszczepiajacy, sa od siebie znacznie oddalone. Na jako$¢ KK ma wptyw wiele
czynnikéw, rowniez to w jaki sposdb materiat bedzie transportowany. Istotna jest takze
temperatura  przechowywania materialu po pobraniu. Zazwycza] materiat
transplantacyjny przechowuje si¢ w temperaturze od 2°C do 8°C. Oprocz
przechowywania material po dostarczeniu do banku jest poddawany preparatyce
W temperaturze pokojowej, ktora réwniez moze spowodowac zmiany ilosciowo-
jakosciowe w produkcie. Niektore badania méwig o tym, iz przechowywanie szpiku
kostnego w temperaturze pokojowej nie spowodowato obnizenia zywotnosci ani
komoérkowosci  materiatu. Dodatkowo, przechowywanie szpiku w temperaturze
pokojowej po pozyskaniu pozwala na eliminacj¢ drobnoustrojéw skoérnych, ktore
stanowig czeste zanieczyszczenie po pobraniu [48]. W przypadku PBSC (komorki
macierzyste pozyskane z mobilizowanej krwi obwodowej; ang. peripheral blood stem
cells) komorki sg bardziej wrazliwe i wiele doniesien mowi, iz najbardziej odpowiednia
jest temperatura przechowywania w zakresie od 2°C do 8°C. Natomiast komorki
pozyskane z krwi pepowinowej sg bardziej odporne na dtugos¢ czasu przechowywania

po pozyskaniu do momentu zamrozenia, mniejsze roznice w zywotnosci stwierdza si¢
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réwniez porownujac rozne temperatury przechowywania [49]. Parametrem, ktory jest
najbardziej wrazliwy 1 ulega najwickszemu spadkowi podczas przechowywania jest
potencjal  proliferacyjny komoérek  krwiotworczych [39, 50]. Diugotrwate
przechowywanie, szczegolnie w wyzszej temperaturze (20°C), skutkuje spadkiem pH, co
moze doprowadzi¢ do uszkodzenia organelli komorkowych [35, 51]. Na jako$§¢ materiatu
transplantacyjnego ma wpltyw wiele czynnikdéw, natomiast warunki przechowywania,
czyli czas i temperatura od momentu pozyskania do krioprezerwacji, sg w tym aspekcie
kluczowe i majg ogromny wpltyw na powodzenie transplantacji [52, 53]. JACIE (ang.
Joint Accreditation Committee-ISCT; Wspdlna Komisja Akredytacyjna) oraz WMDA,
czyli organizacje ustalajagce wytyczne odnos$nie zasad funkcjonowania bankéw komoérek
zalecaja, by kazdy o$rodek zajmujacy si¢ przetwarzaniem krwiotwoérczych komoérek
macierzystych przeznaczonych do transplantacji stworzyl i zwalidowal wewngtrzny
system przechowywania materiatu opierajac si¢ na wlasnym do$wiadczeniu [54, 55].
WMDA w 2015 roku wydato zalecenie dotyczace przechowywania produktow PBSC
i szpiku, ktore mowig o tym, iz jezeli przechowywanie nie przekracza 12 h moze si¢
odbywac w zakresie temperatur 2-24°C. Powyzej 12h zalecana jest temperatura ponizej
12°C. Warunki przechowywania mogg istotnie wptywac na sktad ilosciowy oraz jakos¢
produktu, co ma swoje odzwierciedlenie w obrazie klinicznym. Przeszczepienie
materialu o nizszej zZywotno$ci wigze si¢ z wyzsza $miertelnosScig oraz wigkszym

ryzykiem wystapienia GVHD u pacjenta [43].

1.5.4 Rodzaj uzytego krioprotektanta

Aby komorki krwiotwdrcze mogly by¢ zamrozone i przechowywane przez
dtuzszy okres (kilka miesigcy badz lat) konieczne jest uzycie krioprotektanta. Zapobiega
on uszkodzeniu komoérki w trakcie zamrazania i pozwala na zachowanie jej
funkcjonalnos$ci po rozmrozeniu. Do powszechnie stosowanych krioprotektantow
zaliczamy dimetylosulfotlenek, ktory jest stosowany w stezeniu 5% lub 10% [44].
Rzadziej stosowane srodki krioprotekcyjne to glicerol i HSA (ludzka albumina; ang.
human serum albumin). Dimetylosulfotlenek to organiczny zwigzek chemiczny z grupy
sulfotlenkow, w ludzkim organizmie powoduje rozpad erytrocytéw 1 ulega
metabolizmowi do sulfidu dimetylowego [56]. DMSO w stezeniu 10% jest najczesciej
stosowanym krioprotektantem, wnika do wne¢trza komorki, wigze wodg zard6wno

wewnatrz jak 1 na zewnatrz komorki, ogranicza wzrost ci$nienia osmotycznego
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I spowalnia tworzenie krysztatdbw lodu, ktore uszkadzaja organelle komorkowe.
Krioprotektanty wewnatrzkomorkowe powodujg przeksztatcenie ptynu
wewnatrzkomorkowego z postaci ptynnej do szklistej, bez tworzenia krysztatow. DMSO
wplywa toksycznie na komorki, dlatego dazy si¢ do zminimalizowania jego st¢zenia
W mieszaninie krioochronnej. Szkodliwe dziatanie DMSO na komorki wynika gléwnie
Z wywotywania przez niego szoku osmotycznego [57]. DMSO dziata rowniez toksycznie
na pacjentéw. Do efektow ubocznych mozemy zaliczy¢ nudnos$ci wymioty, dzialanie
kardiotoksyczne, problemy z oddychaniem. Dlatego podejmowano proby jego eliminacji
przed transplantacjg. Materiat przeptukiwano, odwirowywano i ponownie zawieszano
w soli fizjologicznej. Niestety te dzialania zmniejszaja zywotno$¢ KK. Procedura
odmycia DMSO moze by¢ przeprowadzona tylko w przypadku dysponowania
odpowiednig liczbg komoérek CD34+/kg m.c. pacjenta oraz wickszg liczbg
krioprezerwowanych pojemnikéw. W niektorych osrodkach stosuje si¢ nizsze stgzenia
DMSO np. 5% lub 7,5%, jednakze kazda metoda stosowana w danym o$rodku musi by¢
poparta praktyka 1 przeprowadzong procedurg walidacji procesu z uzyciem
krioprotektanta 0 okreslonym st¢zeniu. Dobrym rozwigzaniem jest rowniez lgczenie
DMSO z krioprotektantami niepenetrujagcymi. Aby przygotowaé mieszaning
krioochronng zwykle 100% DMSO zawiesza si¢ w osoczu autologicznym do uzyskania
stezenia 20%, a nastepnie taczy z rowng objetoscig zawiesiny komorek i ostatecznie
otrzymuje si¢ roztwor zawierajacy 10% DMSO. Poniewaz podczas dodawania DMSO
zachodzi reakcja egzotermiczna proces ten nalezy przeprowadza¢ w tazni lodowej.
Po dodaniu roztworu krioprotekcyjnego material umieszcza si¢ w komorze
do zamrazania. Oprocz osocza autologicznego do przygotowania mieszaniny
krioochronnej mozna uzy¢ albuminy [58]. Wazne jest, aby krioprezerwacja odbywata si¢
stopniowo. Zapobiega to uszkodzeniu komorek i zapewnia wysokg zywotnos¢ KK [59,

67].

1.5.5 Sposob krioprezerwacji

Jesli material ma by¢ przechowywany przez dluzszy okres (kilka miesigcy badz
lat) musi zosta¢ poddany krioprezerwacji. Proces ten ma na celu zamrozenie komorek
z zachowaniem integralnosci strukturalnej i1 funkcjonalnej komoérki. Wyrdzniamy dwie
metody zamrazania, kontrolowane 1 niekontrolowane. Proces programowanego,
kontrolowanego zamrazania odbywa si¢ stopniowo. Obnizanie temperatury nastgpuje

z szybko$cig 1-2°C/min. i trwa okoto godziny. Powolne schladzanie materiatu umozliwia
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usuni¢cie wody wewnatrzkomorkowej przed jej przejsciem w stan staty, co pozwala
zapobiec uszkodzeniu komorek poprzez tworzenie lodu wewnatrzkomérkowego.
Zgodnie z literaturg, po osiggnieciu temperatury -40°C komoérki krwiotworcze sg juz
znacznie bardziej odporne na uszkodzenia, natomiast po uzyskaniu temperatury -100°C
material umieszcza si¢ w zbiorniku, w parach cieklego azotu. Metoda ta jest kosztowna
I czasochtonna, ale pozwala zachowa¢ najwyzsza jako$¢ materiatu transplantacyjnego.
[37] Drugi sposob polega na umieszczeniu materiatu W zamrazarce W temperaturze -80°C
bezposrednio po dodaniu do niego mieszaniny krioprotekcyjnej. Nastepnie po uptywie
24 godzin, ustabilizowaniu temperatury, materiat moze by¢ przeniesiony do par cieklego
azotu. Zgodnie z literaturg jest to metoda bezpieczna i akceptowana, jednakze nie
pozwala na zachowanie tak dobrych parametrow iloSciowo-jakosciowych materiatu jak
programowane zamrazanie. Przechowywanie KK w -80°C powoduje utrate integralnosci
blony komorkowej i zdolnosci do proliferacji juz po kilku miesigcach [60, 61, 62].

Rekomendowang metoda Krioprezerwacji jest metoda kontrolowanego zamrazania [67].

1.5.6 Warunki przechowywania dlugoterminowego

Po zamrozeniu komoérek umieszcza si¢ je w przeznaczonych do tego celu
zbiornikach. Najczesciej, dtugoterminowo, KK przechowuje si¢ w parach cieklego azotu
w temperaturze okoto -160°C. Przechowywanie preparatbw w zbiornikach
magazynowych zasilanych w ciekly azot jest kosztowne, wymaga cigglej kontroli
poziomu ciektego azotu w zbiorniku zasilajagcym. Dodatkowo pomieszczenie w ktorym
znajdujg si¢ zbiorniki musi by¢ odpowiednio wentylowane oraz zaopatrzone w czujniki
poziomu tlenu, gdyz zbyt duZe st¢zenie azotu W powietrzu stwarza bezposrednie
zagrozenie dla zdrowia i1 Zycia oséb przebywajacych w tym pomieszczeniu. Plusem
przechowywania materiatu w zbiornikach zasilanych cieklym azotem jest dtugotrwate
utrzymywanie temperatury, nawet w przypadku awarii zasilania. Bez dostepu do ciektego
azotu wysokiej jako$ci zbiornik utrzymuje prawidtowa temperature przez kilka dni co
pozwala na usuniecie usterki i zapewnia bezpieczenstwo przechowywanych preparatow
nawet w dni wolne od pracy. Krwiotworcze komoérki macierzyste mogg by¢ rowniez
przechowywane bezposrednio w cieklym azocie. Niestety istnieje wtedy ryzyko
kontaminacji materiatlu. Moze doj§¢ do rozprzestrzenienia si¢ wirusOw migdzy
preparatami znajdujagcymi si¢ w jednym zbiorniku. Obecnie stosuje si¢ praktyke

gromadzenia KK na dwie lub wigcej transplantacji, dlatego tak wazne jest wlasciwe
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przechowywanie materiatu, gdyz moze by¢ on uzywany po wielu latach. Obecnie nie
znamy maksymalnego czasu przechowywania z zachowaniem parametrow ilosciowo-
jakosciowych materialu pozwalajagcych na przeprowadzenie przeszczepienia. Niektore
badania donosza, iz jest to nawet 19 lat [63]. Czas, po uplywie ktorego material
przeszczepowy mozna zutylizowac jest kwestig dyskusyjna. Sa osrodki, ktére utylizuja
materiat po 6 miesigcach od pozyskania, inne przechowuja go nawet 20 lat. Wiele
osrodkoéw przechowuje przeszczepy do $mierci pacjenta [47]. Preparaty mogg by¢
poddane utylizacji rowniez w przypadku zbyt niskiej liczby komérek krwiotwodrczych
badz zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Wtedy zespot banku komoérek po konsultacji
z lekarzem podejmuje decyzj¢ o usunigciu takiego preparatu.

Rzadziej stosowany sposob to przechowywanie przeszczepu w zamrazarce
w temperaturze -80°C. Mowi sie, iz maksymalny czas przechowywania w takich
warunkach wynosi 6 miesigcy. Duzym minusem jest to, ze w przypadku awarii
zamrazarki niskotemperaturowej do wzrostu temperatury dochodzi w ciagu
kilkudziesieciu minut. Wtedy zabezpieczeniem jest system awaryjnego zasilania COs,

ktory pozwala na utrzymanie wymaganej temperatury [37,44, 64,].

1.5.7 Sposob rozmrazania

Kolejnym  newralgicznym  punktem  procesu  przetwarzania  materialu
transplantacyjnego jest rozmrazanie. Liczne badania eksperymentalne wskazuja, iz
dimetylosulfotlenek, mimo, iz jest krioprotektantem, po rozmrozeniu dziata toksycznie
na komorki. Dlatego tak wazne jest, by czas od rozmrozenia materiatu do podania go
pacjentowi byt mozliwie jak najkrotszy [58].

Obecnie materiat rozmraza si¢ najczgsciej w tazni wodnej w temperaturze 37°C az
do otrzymania jednorodnej zawiesiny. Niewatpliwie pewnym zabezpieczeniem KK
w przypadku rozmrazania materialu w tazni wodnej jest zastosowanie jalowego
pojemnika zewngtrznego, wtedy material nie ma bezposredniego Kkontaktu
ze srodowiskiem zewnetrznym 1 jest zabezpieczony w przypadku uszkodzenia.
Ogranicza takze zagrozenie przeniesienia ewentualnego  zanieczyszczenia
mikrobiologicznego. Druga rowniez stosowang opcja jest rozmrazanie na sucho
Z zastosowaniem urzadzenia z wkladami grzewczymi.. Rozmrazanie ,,na sucho” jest
procesem przebiegajagcym jednostajnie, w sposob kontrolowany, a preparat jest mieszany

przez caly czas do momentu calkowitego rozmrozenia. Sredni czas rozmrazania
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w przypadku zastosowania tazni wodnej jest krotszy niz metoda ,,na sucho”. Procedura
rozmrazania moze si¢ odbywa¢ w bankach komorek, badZ bezposrednio przy 16zku
pacjenta. Rozmrazanie w bankach komorek umozliwia szybkg reakcje w przypadku
nieszczelnoSci  pojemnika z materiatem, badz jego uszkodzenia, natomiast

przeprowadzenie tej procedury przy 16zku pacjenta pozwala na szybka infuzj¢ [65, 66].

1.6. Ilosciowo-jako$ciowa ocena materialu
transplantacyjnego

Aby materiat transplantacyjny mogt by¢ wykorzystany do przeszczepienia konieczna
jest jego kompleksowa ocena. Kazdorazowo, przed rozpoczeciem preparatyki w banku
komorek ocenia si¢ status mikrobiologiczny materiatu. Nastepnie dokonuje si¢ oceny
wizualnej, jednorodnos$ci mieszaniny, braku skrzepéw. Kolejnym etapem jest obliczenie
objetosci, ktora jest iloczynem wagi i ggstosci preparatu komorek krwiotworczych, liczby
komorek jednojadrowych oraz CD34+ i ich Zywotnos$ci ocenianej z uzyciem 7-AAD.
Po zakonczeniu czynnoS$ci preparatywnych ponownie ocenia si¢ status mikrobiologiczny
materiatu. Nastgpnie preparaty przeznaczone do dlugoterminowego przechowywania
poddaje si¢ procesowi krioprezerwacji.

Przed podjg¢ciem decyzji o podaniu zamrozonego materiatu pacjentowi konieczne
jest sprawdzenie jego jakosci. W tym celu nalezy rozmrozi¢ pilotkg, czyli
reprezentatywng probke KK poddang tym samym manipulacjom i przechowywana
w tych samych warunkach co materiat transplantacyjny. Po rozmrozeniu analizuje si¢
zywotnos$¢ komorek metoda mikroskopowa z biekitem trypanu oraz zywotnos¢ komorek
CD34+ przy uzyciu cytometrii przeplywowej z 7-AAD. W sytuacjach watpliwych,
przy niskiej zywotnosci komorek, mozna zalozy¢ hodowle komorkowsa, aby ocenic¢
potencjat proliferacyjny. Dopiero po takiej ocenie material transplantacyjny moze zostac

zakwalifikowany do podania pacjentowi.

1.6.1 Liczba i zywotno$¢ komérek jednojadrowych

Podstawowymi parametrami pozwalajacymi na ocen¢ ilosciowg materiatu
transplantacyjnego jest liczba komorek jednojadrowych. Do tej analizy stuzy analizator
hematologiczny. Wiedza na temat liczby komorek jednojadrowych jest podstawowa
informacja, wyj$ciowa do koncowego obliczenia liczby komérek CD34+ w materiale.

Natomiast catkowita liczba komoérek CD34+ jest najwazniejszym czynnikiem
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predykcyjnym wplywajacym na szybkos¢ rekonstytucji u pacjenta [67]. Bardzo istotna
jest rbwniez ocena jakosciowa preparatu, do ktorej zaliczamy m.in. zywotno$¢ komoérek
jednojadrowych. Do oceny zywotnosci komoérek mozemy wykorzystaé metode
mikroskopowa, w ktorej stosuje si¢ najczgsciej bigkit trypanu. Analiza ta wykorzystuje
do oceny mikroskop $wietlny niskiej rozdzielczos$ci oraz hemocytometr, ktory shuzy
do zliczenia odsetka komorek zywych [68]. Do rzadziej uzywanych barwnikow
zaliczamy oranz akrydyny, jodek propidyny i czerwien obojetng. Ocena zywotnosci
komoérek krwiotworczych z uzyciem biekitu trypanu jest uznana za zioty standard.
Metoda mikroskopowa wykorzystuje zjawisko utraty integralnosci btony komorkowej
w wyniku $mierci komorki, wtedy barwnik moze wnikna¢ do jej wnetrza i zabarwic
cytoplazme organelle komorkowe 1 jadro. Ocena zywotnosci z bigkitem trypanu jest
stosunkowo szybka i prosta w wykonaniu, jednakze posiada wiele wad. Jest to metoda
subiektywna i niewalidowana, nie pozwala rowniez na ocen¢ rodzaju $mierci komorki,
apoptozy, czy nekrozy, nie umozliwia identyfikacji komoérek, w ktérych apoptoza jest
na wczesnym etapie. W probce barwnik chiong rowniez komorki bezjadrowe oraz
artefakty, ktore moga zaniza¢ wynik zywotnosci. Jednakze ocena zywotno$ci przy uzyciu
biekitu trypanu nadal pozostaje najlepsza | szybkg metoda oceny materiatu

transplantacyjnego [69, 70]. Jest uzupetnieniem oceny za pomocg metody cytometrii

przeptywowe;j.

1.6.2 Odsetek i zywotno$¢ komorek CD34+

Komorki macierzyste cechuje wystgpowanie na ich powierzchni specyficznych
bialek CD (antygen réznicowania komorkowego ang. cluster of differentiation].
Komorka krwiotwodrcza morfologicznie przypomina maty limfocyt. KK, nie wykazujaca
charakterystycznych  cech  cytomorfologicznych byla nie do odrdznienia
pod mikroskopem od innych niedojrzatych komorek, dlatego przelomowym momentem
w jej identyfikacji bylo zastosowanie cytometrii przeptlywowej. Metoda ta polega
nareakcji przeciwcial monoklonalnych, skoniugowanych z fluorochromami,
z okreslonymi determinantami antygenowymi obecnymi na komoérkach. KK wykazuje
obecnos¢ antygenu CD34, CD59 CD117 oraz CD113. Antygen CD34 pozwala odr6znié
komorki hematopoetyczne od niehematopoetycznych [5, 71]. Ekspresja antygenu CD34
zmniejsza si¢ wraz z dojrzewaniem komorek. KK jest multipotencjalna, co 0znacza, ze

moze roznicowaé si¢ w Wigcej niz jedng lini¢ rozwojowa [3, 40]. Najwazniejszym
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parametrem pozwalajgcym oceni¢ przydatnos¢ materiatu transplantacyjnego
do odtworzenia hematopoezy jest liczba komorek CD34+ na kilogram masy ciata biorcy.
Warto$¢ ta jest wyrazona jako iloczyn odsetka komoérek CD34+ i catkowitej liczby
komorek jadrowych w produkcie leukaferezy podzielonej na mase ciata biorcy. Uznaje
sie, iz wymagana liczba komérek to 2x10°CD34+/kg m.c. Stwierdzono $cista korelacje
mi¢dzy liczbg komérek CD34+ w preparacie, a szybkoscia rekonstytucji granulopoezy

I tombopoezy u pacjenta [37].

Oproécz oceny liczby komorek CD34+ sprawdzana jest rowniez ich zywotno$¢.
Metoda oceny zywotnosci polega na reakcji antygenow powierzchniowych z dodanymi
do zawiesiny przeciwciatami monoklonalnymi sprzezonymi z fluorochromami. Odczyt
nastepuje po inkubacji, w cytometrze przeptywowym. Najczesciej wykorzystywanym
barwnikiem jest 7- aminoaktynomycyna-D, ktora wigze si¢ pomigdzy guaning i cytozyng
w podwdjnej nici DNA. Dotoczy to komorek nekrotycznych oraz bedacych
W zaawansowanym stadium apoptozy. Do innych barwnikéw fluorescencyjnych
wykorzystywanych do oceny zywotno$ci komorek zaliczamy SYTO oraz oranz
akrydyny. Barwnik SYTO wykazuje wysoka czulo$¢ dotyczaca zmian w strukturze
chromatyny, jako jeden z objawow apoptozy. W miare postepu apoptozy fluorescencja
SYTO zanika. Metoda ta jest obiecktywna, szybka, cechuje si¢ duzg doktadno$cig
| powtarzalnoscig. Wazng cechg cytometrii  jest jej standaryzacja, ktora pozwala
na uzyskanie zblizonych wynikow we wszystkich laboratoriach wykonujacych analizy.
Jej wada jest wysoki koszt badania. Cytometria przeplywowa pozwala na ocen¢ rodzaju
smierci komorki, apoptozy czy nekrozy oraz stadium, w jakim si¢ znajduje. Ocena
zywotno$ci jest podstawowa metoda pozwalajaca na okreslenie jakosci materiatu
transplantacyjnego. Niewlasciwa analiza zywotno$ci moze prowadzi¢ do braku
rekonstytucji, a w konsekwencji do $mierci pacjenta. Dodatkowo wysoka zawarto$¢

martwych komoérek w przeszczepie prowadzi do wielu reakcji niepozadanych u pacjenta
[20, 72, 73].

1.6.3 Potencjal proliferacyjny komoérek krwiotworczych

Ocena iloSciowa zawartos$ci komorek CD34+ w materiale transplantacyjnym ma
kluczowe znaczenie jednakze nie pozwala na analize rzeczywistej funkcjonalno$ci
komorek. Do tego celu stosuje si¢ hodowle komorkowa prekursorow CFU-GM. Po okoto

7 dniach inkubacji materiatu w pozywce zawierajacej odpowiednie cytokiny i czynniki
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wzrostu ocenia si¢ pod mikroskopem liczb¢ kolonii granulocytarnych, ktore
odzwierciedlajg ilos¢ CFU-GM zawartg w materiale transplantacyjnym. Udowodniono,
ze liczba CFU-GM Kkoreluje z szybkoscia rekonstytucji hematopoezy. Nawet
w przypadku matej liczby komoérek CD34+ w materiale przy wysokiej liczbie CFU-GM
dochodzito do szybkiej odnowy krwiotworzenia. Metoda ta jako jedyna pozwala na ocen¢
funkcjonalng przeszczepu. Jednakze dilugi czas oczekiwania i brak standaryzacji
powoduja, iz nie jest rutynowo stosowana. Hodowla komoérkowa pozwala na oceng
potencjatu proliferacyjnego komorek, czyli iloSciowa ocen¢ funkcji biologiczne;.
Przyjmuje sie, Ze material powinien zawiera¢ >1x10°CFU-GM/kg m.c. biorcy. Taka
ilo$¢ wiaze si¢ z pomys$lnym wynikiem transpantacji, cho¢ jak wiadomo, im wyzszy
potencjal proliferacyjny, tym szybsza rekonstytucja [74, 75].

Czas szerzenia si¢ pandemii SARS-CoV-2 wprowadzil wiele zmian w kazdej
dziedzinie zycia. Problem z dostgpnoscia dawcow, trudnos$ci z przemieszczaniem si¢ oraz
zamknigte granice spowodowaly znaczne utrudnienia w skoordynowaniu pobrania
komorek krwiotworczych i ich podania pacjentowi. NMDP w marcu 2020 roku wydato
zalecenie poddawania krioprezerwacji komorek krwiotworczych —pozyskanych
od dawcow allogenicznych. W przypadku produktéw pozyskiwanych w Europie
dla biorcéw leczonych w Australii badz Ameryce Potnocnej materiat byt pozyskiwany
i poddawany krioprezerwacji w Europie. Obecnie NMDP zaleca w przypadku
pozyskiwania materialu od zaszczepionych dawcow przeprowadzenie procedury
z uzyciem swiezego produktu. Sugeruje jednak koniecznos$¢ posiadania alternatywnego
dawcy w przypadku wystapienia jakichkolwiek komplikacji. Przed okresem pandemii
krioprezerwacja obejmowata gtownie produkty autologiczne. Konieczno$¢ zamrazania
roéwniez materialdow pochodzacych od dawcow allogenicznych, spowodowalo znaczne
obcigzenie bankow komorek [76, 77, 78]. Bardzo istotny dla jako$ci produktu jest
transport komorek, szczegdlnie jesli material ma by¢ poddany zamrozeniu. Poznanie
zmian jakie zachodza w zakresie ilosciowym oraz jakosciowym preparatu komoérek
krwiotwdrczych w zaleznosci od czasu transportu jest niestychanie wazne. Jednakze
w przypadku preparatow allogenicznych niemozliwe do oceny, gdyz produkt
otrzymujemy najczescie] po 24 lub 48 h od pozyskania. Niniejsza praca doktorska
pozwolila przesledzi¢ zmiany jakie zachodza w produkcie podczas przechowywania
w zalezno$ci od czasu i temperatury.

Transplantacja krwiotworczych komoérek macierzystych jest nieodlgcznym
elementem leczenia chorob hematoonkologicznych z uzyciem wysokodawkowe;j

chemioterapii. Bardzo wazne jest, by material transplantacyjny byl jak najwyzszej
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jakosci. Ocena ilosciowo-jakosciowa KK przed podaniem pacjentowi zapewnia
bezpieczenstwo przeprowadzanej procedury. Na jako$¢ materiatu transplantacyjnego ma
wptyw wiele czynnikow. Proces pozyskania komorek, ich stg¢zenie w preparacie
przeznaczonym do krioprezerwacji, rodzaj uzytego antykoagulanta, a takze czas
i temperatura przechowywania po pozyskaniu. Swiatowe organizacje, zajmujace sie
ustalaniem zasad postgpowania z KK moéwia, iz kazdy osrodek powinien sam ustali¢
zarOwno czas jak 1 temperatur¢ przechowywania przeszczepu. Niniejsza rozprawa
doktorska ma na celu okresli¢ optymalne warunki krotkoterminowego przechowywania
materiatu transplantacyjnego z zachowaniem najwyzszych parametréw iloSciowo-
jakosciowych. Tylko najwyzsza jako$¢ KK zapewni bezpieczenstwo przeprowadzanych

transplantacji.
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2. Cel pracy

Praca ma na celu optymalizacj¢ warunkéw pozyskiwania, przechowywania
| przetwarzania od momentu pozyskania komorek krwiotworczych do momentu ich
krioprezerwacji 1 przechowywania po zamrozeniu. Wysoka jako§¢ materiatu
transplantacyjnego ma istotne znaczenie w catej procedurze transplantacji. Wyznaczono

nastepujace cele do realizacji:

1. Okreslenie wpltywu rodzaju uzytego separatora komorkowego na jakos¢
pozyskanych komoérek krwiotworczych przyjmowanych przez bank komorek.
W tym celu oznaczono:

a) objetosc preparatu
b) bezwzgledna liczbg komorek jednojadrowych
c) bezwzgledna liczbe komorek CD34+
d) zywotnos¢ komorek CD34+ po rozmrozeniu
Poréwnano wyniki uzyskane przy uzyciu separatorow komorkowych: Cobe

Spectra oraz Spectra Optia.

2. Ocena wptywu preparatyki na materiat przeszczepowy. W tym celu poréwnano:
a) bezwzgledng liczbe komorek jednojadrowych przed i po redukcji osocza
b) bezwzgledng liczbg komodrek CD34+ przed i po redukcji osocza
c) odsetek komorek CD34+ przed i po redukcji osocza

d) zywotnos¢ komorek CD34+ przed i po redukcji osocza

3. Okreslenie wptywu czasu 1 temperatury przechowywania preparatow komorek
krwiotworczych na:
a) odsetek komorek CD34+
b) zywotnos¢ komorek CD34+
) liczbg komorek jednojadrowych
d) zywotnos¢ komorek jednojadrowych
e) liczbe  prekursorow  granulocytarno-monocytowych  ocenianych
przy uzyciu hodowli in vitro
Oceny powyzszych parametréw dokonano przed zamrozeniem materiatu oraz

po jego rozmrozeniu.
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3.

Material i metoda

3.1 Material

3.1.1 Pozyskanie materialu

Dokonano poréwnania materiatu pochodzacego z leukaferez przeprowadzonych
u 293 pacjentow oraz dawcow z Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku. Analizg
objeto parametry ilosciowe i1 jako$ciowe materiatu przeznaczonego do transplantacji.
Srednia wieku wszystkich badanych wynosita 43 lata (tabela 1). Materiat pozyskano
od chorych naszpiczaka plazmocytowego (MM - Multiple Myeloma), chloniaka
nieziarniczego (NHL - non Hodgkin Lymphoma) oraz chtoniaka Hodgkina (HD -
Hodgkin disease). Leukafereze przeprowadzono przy uzyciu separatoréw komorkowych:
Cobe Spectra (S) oraz Spectra Optia (O). Oba separatory byty uzywane w Klinice losowo,
przy czym kazda leukafereza byla przeprowadzana z zastosowaniem jednego separatora.
COBE Spectra jest separatorem potautomatycznym, nie posiadajacym sensora
optycznego, wymagajacy rgcznego wprowadzania danych. Spectra Optia natomiast
posiada optyczny, zautomatyzowany interfejs, pozwala na modyfikacje pobrania w celu
zwigkszenia wydajnosci zbiorki. W tabeli 1 przedstawiono zestawienie dotyczace

pozyskania materiatu w zaleznos$ci od uzytego separatora koméorkowego.

cechy Charakterystyka grupy badanej
pleé kobiety mezczyzni
125 167
wiek [lata] 48 (25-73) 46 (23-73)
rodzaj COBE Spectra Spectra Optia
separatora
pleé kobiety mezczyzni kobiety mezcezyzni
81 87 44 80
rodzaj autologiczny | allogeniczny | autologiczny | allogeniczny
dawcy
118 50 48 76

Tabela 2. Charakterystyka grupy badanej- podziat w zalezno$ci od uzytego separatora komorkowego
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3.1.2 Material poddawany redukcji osocza

Procedura redukcji osocza polega na wirowaniu preparatow komorek
krwiotworczych przy uzyciu wirdwki preparatywnej, a nastgpnie usuni¢ciu odpowiednie;j
objetosci osocza z zastosowaniem recznego ekstraktora osocza. Procedura wykonywana
jest w zaleznosci od potrzeb. Analizie poddano proby autologicznych komorek
krwiotworczych pozyskanych metodg leukaferezy z mobilizowanej krwi obwodowej.

Materiat pochodzit od 360 pacjentow (146 kobiet 1 214 me¢zczyzn). Redukeji osocza

poddano 224 preparaty.
Cechy grupy badanej Wartosci
liczebnos¢ 360
wiek [lata] 57 (21-74)
ple¢ KIM 146/214
tak nie
redukcja osocza
224 136

Tabela 3. Charakterystyka grupy badanej z uwzglednieniem preparatywnej redukcji osocza

3.1.3 Przechowywanie materialu po przeprowadzonej leukaferezie
W roznych warunkach

Po przeprowadzonej leukaferezie materiat byt przyjmowany przez Bank Komorek
Macierzystych SKPP UM w Poznaniu. Jednym z gléwnych celow badania jest analiza
parametréw ilosciowo-jakosciowych materiatu pozyskanego w wyniku aferezy
| przechowywanego w r6znym czasie (24 1 48 godzin) i temperaturze (4°C 120°C). Ocenie
poddano 31 prob autologicznych komorek krwiotwdrczych pozyskanych przy uzyciu
separatora komorkowego po uprzedniej mobilizacji, pochodzgcych od pacjentow
leczonych w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w latach 2015-2020. Materiat

pochodzit od 8 kobiet i 23 mezczyzn (tabela 3). W czesci badawczej wykonano ponad
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300 analiz parametréw ilosciowo-jakosciowych oraz zatozono ponad 300 hodowli

komorkowych in vitro.

Ponizsza tabela dotyczy charakterystyki grupy badanej w cze$ci III, dotyczacej

przechowywania materiatu.

Cechy Wartosci
liczebno$¢ 31
wiek 61 (77-43)
kobiety mezczyzni
pleé
8 22
NHL MM LGM
rozpoznanie
4 25 2

Tabela 4. Charakterystyka grupy badanej- r6zne warunki przechowywania komérek krwiotwdrczych

Warianty badania wigzaly si¢ z wykonaniem oznaczen parametréw ilo§ciowo-
jakosciowych w materiale bezposrednio przyjetym do banku oraz po 24 i 48 godzinach
przechowywania. Waznym elementem badania byla rowniez rdézna temperatura
przechowywania: 4°C i 20°C. Za kazdym razem parametry ilosciowe i jakosciowe (liczba
komoérek CD34+ 1 jednojadrowych, odsetek komorek CD34+, Zywotnos¢ komorek
CD34+ i jednojadrowych oraz potencjat klonogenny) okreslano na kolejnych etapach, co
0znaczono na rycinie 5 jako ,, Testowanie”. Badania przeprowadzono na podstawie zgody
Komisji Bioetycznej- Uchwata nr 46/15 z dnia 08 stycznia 2015r. Proby materiatu

komorkowego do badan byty przechowywane zgodnie z ponizszym schematem.
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SCHEMAT BADANIA
Priba KK |r:'>| Krioprezerwacja || Rozmratanie
51011 ﬂ
Testowanie Testowanie
4°C >
L/ / NES
/ S 24h * \
D/ N r\Q\ N
Krioprezerwacja [—] Proba KK Priba KK ):,‘: Krioprezerwacja
Rozmrazanie Testowanie Testowanie Rozmraianie
I | !
Testowanie 48h 20°C | Testowanie
Krioprezerwacja |"— Proba KK P[uba KK ,::> Krioprezerwacja
Rozmrazanie Testowanie Testowanie Rozmratanie
| Jl
Testowanie Testowanie
—

Rycina 4. Schemat badania

Legenda:

Préba KK

27
” O

Testowanie

jednojadrowych ocenianych z bigkitem trypanu,

jednojadrzastych,

- préba komérek krwiotworczych pozyskanych przy uzyciu separatora

komorkowego przeznaczonych do analizy
- doba 0, czyli material analizowany bezposrednio po pozyskaniu

- badanie materialu polegajace na ocenie

liczby komorek CD34+,

liczby komorek
zywotnosci  komorek

zywotnosci komorek CD34+ ocenie

przy uzyciu separatora komorkowego, ocena liczby prekursorow CFU-GM- hodowla

komorkowa.
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Krioprezerwacja | ~ zamrazanie materiatu z zastosowaniem 10% DMSO przy uzyciu

programowanego systemu zamrazania kontrolowanego
komputerowo. Caty proces trwa ok. 1h, szybko$¢ zamrazania wynosi $rednio 1°C/min.
Nastepnie probki umieszcza si¢ w zbiornikach z parami cieklego azotu w temperaturze -

156°C.

Rozmrazanie - probki umieszczane sa w fazni wodnej w temperaturze 37°C w celu

doprowadzenia do catkowitego rozpuszczenia materiatu.

3.2 Metody

3.2.1 Pozyskanie materiatu

Material KK byl pozyskiwany na Oddziale Transplantacji Szpiku Szpitala
Klinicznego Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Po uprzedniej terapii mobilizujacej, czyli po przeprowadzeniu wlasciwej do rozpoznania
chemioterapii i po podaniu czynnika wzrostu wykonywano zabieg leukaferezy. Aferezy
przeprowadzal zespot lekarsko-pielegniarski pracujacy na oddziale. Wykorzystano
zamiennie posiadane przez Klinike separatory komorkowe dwoch typow: COBE Spectra
oraz Spectra Optia. Po zabiegu material przekazywano do Banku Komorek

Macierzystych (BKM).
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Rycina 5. Separator komorkowy- Cobe Spectra (zdjecie wiasne)

Rycina 6. Separator komérkowy- Spectra Optia (zdjgcie wiasne)
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Po zakonczonej aferezie material byt odbierany przez pracownika BKM
w Pracowni Aferezy. Data, godzina i temperatura odbioru preparatu byta zapisywana
na odpowiednim formularzu. Po dostarczeniu materialtu do Banku Komorek
Macierzystych produkt byt umieszczany w $luzie podawczej na czas przygotowania
pracownika do preparatyki. Po przyjeciu do BKM, material przeznaczony do testowania
pobrany z gtownego worka kolekcyjnego poddawano analizie w Pracowni PreparatyKi
Szpiku. Praca w BKM odbywata si¢ w systemie zamknietym przy uzyciu zgrzewarki
do jalowego laczenia drendw z zachowaniem zasad zwigkszonego rezimu sanitarnego.
Pracownik byl ubrany w czepek, maseczk¢ i fartuch ochronny, przed wejsciem

do pracowni zmienia obuwie.

3.2.2 Ocena liczby komorek
Okreslono liczbg komorek jadrowych, komorek zawierajacych antygen CD34

oraz prekursorow uktadu granulocytarno-monocytowego w badanym materiale

3.2.2.1 Ocena liczby leukocytow
Bezposrednio po pozyskaniu, oraz w okreslonych punktach czasowych (po

24h i48h przechowywania prob w temperaturze 4°C i 20°C) materiat rozcienczono
przy uzyciu roztworu PBS (Aqua-Med., £6dZ) w stosunku 1:9, nast¢gpnie material
poddawano analizie przy uzyciu analizatora hematologicznego Micros 60 (ABX,
Francja). Do badan wzigto rowniez pod uwage uzyskany na analizatorze wynik odsetka

granulocytow 1 limfocytow.

Rycina 7. Analizator hematologiczny ABX Micros 60 (zdjecie wiasne)
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3.2.3 Ocena odsetka komorek CD34+

Oceny dokonano z wykorzystaniem cytometru przeplywowego (Becton
Dickinson FACS Canto oraz Becton Dickinson Kalibur) przy uzyciu zestawu Stem-Kit
Reagents (Beckman Coulter, USA). Zestaw do oznaczania komorek CD34 jest
produktem komercyjnym 1 standaryzowanym. Post¢powano zgodnie z zaleceniem
producenta. Do trzech probowek (kontrola, badana 1 i badana 2) rozporcjowano 100ul
badanej proby. Do probowki kontrolnej dodano 20 pl odczynnika CD45 FITC/ Control/7-
AAD, natomiast do probéwek ,,badana 1 i ,,badana 2" dodano 20 pl odczynnika CD45
FITC/CD34 PE/7-AAD. Probki 5 sekund zmieszano z uzyciem wstrzgsarki a nastepnie
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut bez dostepu $wiatla. Nastepnie
do kazdej probowki dodawano 2 ml roztworu lizujacego, ponownie zmieszano przez 5
sekund i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut bez dostepu $wiatla.
Podczas przygotowywania prob do analizy zwracano uwagg, by w probkach nie byty
obecne pecherzyki powietrza, ktore mogltyby zafalszowaé wynik koncowy. Po tym
Czasie proby analizowano na cytometrze przeptywowym. Analizie poddano 75 000
zdarzen. Proby przechowywane w ciemnos$ci w tazni lodowej nadajg si¢ do oceny
przez godzing. Koncowy wynik podawano jako odsetek komoérek CD34+ w obrebie
komorek CD45+. Podczas analizy prob przestrzegano serii 8 histograméw i schematu
bramkowania. Pierwsze 4 histogramy ustawiano zgodnie z wytycznymi ISHAGE
dotyczacymi oznaczania komorek CD34+ metodg cytometrii przeptywowej, natomiast
histogramy 5-7 byly przeznaczone do monitorowania parametréw majacych znaczenie
na etapie akwizycji. Histogram 8 stuzyt do rozréznienia komorek zywych i martwych.
W pierwszym etapie bramkowano wszystkie leukocyty CD45+ i eliminowano phlytki
krwi, resztki krwinek czerwonych i agregaty. Nastepnie selekcjonowano wszystkie
zdarzenia CD34+. Wynik podawano jako warto$¢ odsetkowa komorek CD34+ w obrebie
komoérek CD45+. Analizg liczby komodrek CD34+ przeprowadzono w systemie

dwuplatformowym.
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Rycina 8. Przyktadowy obraz cytometryczny (zdjecie wlasne)
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3.2.4 Ocena liczby prekursorow granulocytarno-monocytowych (CFU-

GM) za pomoca hodowli komérkowej in vitro

Hodowlg komorek zaktadano w warunkach jalowych w komorze z laminarnym

pionowym przeplywem powietrza Hera safe (Heraeus, USA).
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Rycina 9. Komora laminarna z pionowym przeptywem jalowego powietrza (zdjgcie whasne)

Zawiesing komorek rozcienczano przy uzyciu RPMI 1640 z L-glutaming (Sigma-
Aldrich, USA) w stosunku 1:4. Z otrzymanej zawiesiny pobierano 2 ml, nawarstwiano
na Gradisol L (Aqua-Med, Polska), stuzacy do izolacji, i wirowano 15 minut przy uzyciu
wirowki Sigma 6K 10 (Sigma, Niemcy) z predkoscig 400g. Nastepnie zbierano frakcje
leukocytarng wytworzong na granicy faz. Ptukano dwukrotnie RPMI, wirowano 15 minut
przy predkosci 300g. Nastepnie 100 pl zawiesiny zawierajacej 10° komoérek dodawano
do 900 pl podtoza potptynnego MethoCult H4534 (Stem Cell, Kanada) zawierajgcego:
1% metyloceluloze w podtozu hodowlanym Iscove, bydlegca surowice ptodowa, albuming
bydleca, 2-merkaptoetanol, SCF, IL-3, GM-CSF. Material rozmieszczano na ptytce
nunclon surface (Nunc, Dania) i umieszczano w szklanej, wilgotnej plytce Petriego.
Inkubacje prowadzono w inkubatorze Cellstar (5% CO», 37°C, wilgotnos¢ 100%)f przez
7-10 dni. Kolonie zliczano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (za koloni¢ uznawano

skupisko sktadajace si¢ z ponad 50 komorek).
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Rycina 10. Kolonie utworzone przez prekursory granulocytarno-monocytowe (CFU-GM) - zdjecie uzyskane
z mikroskopu odwrdoconego (zdjgcie wiasne)

3.3 Ocena zywotnosci komorek

3.3.1 Okreslanie zywotnosci komorek jednojadrowych metoda
wchlaniania bl¢kitu trypanu

Do 100ul zawiesiny komorek dodawano 100ul 0,4% roztworu biekitu trypanu
(Sigma-Aldrich, USA). Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 minute.
Nastepnie kilka kropel tak przygotowanej zawiesiny umieszczano w komorze Biirkera,
nakrywano szkielkiem nakrywkowym. W ostatnim etapie przy uzyciu mikroskopu
swietlnego zliczano tgcznie 100 komorek, wsrod nich wyodrgbniano: komorki zywe (nie
chtongce barwnika) i martwe (niebiesko-fioletowe). Wynik podawano jako odsetek
komorek zywych. Rygorystycznie przestrzegano czasu wykonania badania tzn.

niezwlocznie po nalozeniu inkubowanej zawiesiny na kamere.
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Rycina 11. Metoda oceny zywotnosci komorek z biekitem trypanu (zdjecie wlasne)

3.3.2 Oznaczanie odsetka zywych komérek CD34+ przy uzyciu
metody cytometrii przeplywowej z 7-aminoaktynomycyna D (7-AAD)

Do badania zywotnosci komorek uzywano zestawu Stem-Kit™Reagents
(Beckman Coulter, USA). Do kazdej analizy oznaczano trzy probdéwki, do ktoérych
dodano 100l zawiesiny komoérek. Do probowek 112 (badana 1 i badana 2) dodano 201
odczynnika CD45 FITC/CD34 PE/7-AAD, do probowki 3 (kontrola) dodano 20 pl
odczynnika CD45 FITC/Control/7-AAD. Probki zmieszano przez 5 sekund, nastepnie
inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatla. W dalszej
kolejnosci dodawano po 2ml roztworu lizujacego do kazdej proby, zmieszano przez 5
sekund i inkubowano w ciemnosci przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie proby analizowano na cytometrze przeptywowym. Analizie poddano 50 000
zdarzen. Zliczano odsetek komodrek CD34+ o niskiej 1 wysokiej intensywnosci 7-AAD.
Jako wynik podawano odsetek komorek zywych, uzyskanych z roéznicy: 100%- odsetek
komorek martwych.
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Rycina 12. Przyktadowy obraz cytometryczny- ocena zywotnosci komoérek CD34+ z 7-AAD (zdjgcie wlasne)

3.4 Redukcja osocza

W przypadku zbyt duzej objgtosci materiatu, gdy stezenie komodrek bylo znacznie
ponizej wartosci 2x108/ml, preparat poddawano redukcji osocza. Produkt wirowano przy
uzyciu wiréwki Heracus Cryofuge 55001 (parametry wirowania 1200 obr/min.,
temperatura 20°C, 15 minut). Po zakonczonym procesie wirowania usuwano nadmiar
osocza przy uzyciu recznego ekstraktora osocza (Ryc. 15). W koncowym etapie stezenie
komorek jednojadrowych w preparacie przeznaczonym do Krioprezerwacji nie powinno

przekracza¢ 2x108/ml.
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Rycina 14. Redukcja osocza przy uzyciu r¢cznego ekstraktora osocza. (zdjgcie wiasne)
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3.5 Krioprezerwacja prob komorek krwiotworczych

Proby komorek krwiotworczych o objgtosci 450 pl umieszczano w pilotkach
(probowkach o pojemnosci 1,8 ml). Nastepnie pilotki umieszczano w tazni lodowej
w celu schtodzenia. Bezposrednio przed zamrozeniem dodawano 450 ul 20% DMSO
(OriGen GmbH) w osoczu autologicznym. Podczas dodawania probe caty czas
mieszano. W ten sposob otrzymywano koncowy roztwor zawierajacy 10% DMSO.
W dalszej kolejnosci materiat zamrazano metoda programowang zgodnie z wykresem
przedstawionym na rycinie 16. Krzywa koloru niebieskiego na wykresie obrazuje
przebieg zmian temperatur, ktore zachodza w badanych probach, zielona w komorze
do zamrazania, natomiast krzywa czerwona wskazuje na zmiany temperatur
W pojemniku z materialem transplantacyjnym. Zamrazanie przebiega w ciggu 56
minut, etapami. W pierwszym etapie nastepuje obnizanie temperatury o 5°C/min.
Az do osiagniecia temperatury 0°C. W drugim etapie nastgpuje szybkie schtadzanie,
obnizanie temperatury o 1°C/min. az do uzyskania temperatury -6,5°C. W tym czasie
temperatura w komorze chwilowo osiaga warto$¢ okoto -55°C. W kolejnym etapie
nastgpuje obnizanie temperatury o 40°C/min, az do osiggnigcia temperatury -40°C.
Nastepnie dochodzi do wzrostu temperatury o 5°C/min, wtedy temperatura w komorze
wynosi -25°C. Nastgpnie szybko$¢ chitodzenia wynosi 1°C/min. itemperatura
w komorze osigga warto$¢ -35°C. W ostatnim etapie obnizanie temperatury nastepuje
z szybkoscig 5°C/min. a temperatura w komorze wynosi -100°C. Po tym czasie pilotki
wraz z materialem transplantacyjnym sa umieszczane w zbiorniku magazynowym

zasilanym w ciekty azot.
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Rycina 15. Krzywa zamrazania- metoda kontrolowana (zdjecie wlasne)

3.6 Przechowywanie prob komorek krwiotworczych

Pilotki zawierajgce zawiesing komoérek po  przeprowadzonym  procesie
krioprezerwacji umieszczano w zbiornikach magazynowych w parach ciektego azotu,
w temperaturze -156°C do czasu ich rozmrozenia. Lokalizacje poszczeg6lnych prob
W zbiorniku odnotowywano kazdorazowo w programie komputerowym. Takie

katalogowanie utatwialo w przysztosci odnalezienie prob przeznaczonych do badan.

Rycina 16. Zbiorniki magazynowe zasilane w ciekly azot (zdjecie whasne)
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3.7 Rozmrazanie prob komorek krwiotworczych

Po okresleniu lokalizacji proby, pilotke z komérkami wyjmowano ze zbiornika
magazynowego i niezwtocznie umieszczano w tazni wodnej o temperaturze 37°C
do czasu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Po uzyskaniu jednorodnej zawiesiny
bez grudek lodu probke rozcienczano przy uzyciu RPMI 1640 z L-glutaming (Sigma-
Aldrich, USA) w stosunku 1:4.

3.8 Testowanie rozmrozonych komorek
krwiotworczych

Testowanie rozmrozonych prob KK odbywato si¢ analogicznie do testowania
$wiezego materialu, metodami przedstawionymi powyzej. Testowanie obejmowato:
ocen¢ liczby komorek jednojadrowych, komorek CD34+, zywotno$¢ komorek
jednojadrowych oraz komoérek CD34+ a takze ocene potencjatu klonogennego metoda
hodowli in vitro. Badania przeprowadzono zgodnie z uproszczonych schematem
przedstawionym na rycinie 18. Schemat wskazuje, ze badania iloSciowo-jakosciowe
wykonywano z  wykorzystaniem  materialu = rozmrozonego, = wcze$niej

przechowywanego w roznych wariantach czasu i temperatury.
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Rycina 17. Uproszczony schemat badania

3.9 Analiza statystyczna

Do przeprowadzenia analizy statystycznej zastosowano programy Statistica
(StatSoft, Polska) oraz PQStat Software (Polska). Dla kazdego ocenianego parametru
obliczono mediang, $rednig, odchylenie standardowe, maksimum i minimum. Ze wzgledu
na brak rozkladu normalnego w ocenie statystycznej zastosowano testy Manna-
Whitney'a, Anova Friedmana oraz test POST-HOC Dunn Bonferroni. We wszystkich

zastosowanych testach za poziom istotno$ci uznano p<0,05. Analiz¢ statystyczng
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przeprowadzono przy wspolpracy z Katedra Informatyki i Statystyki Uniwersytetu

Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

4. Wyniki

4.1 Analiza prob pod wzgledem zastosowanego
do leukaferezy separatora komorkowego

4.1.1 Porownanie objetosci uzyskanego preparatu w zaleznos$ci od
uzytego separatora komorkowego O (Spectra Optia) S (Cobe Spectra)

Przy uzyciu wagi laboratoryjnej oceniono objetos¢ preparatdéw pozyskanych
przy uzyciu dwoch roznych separatoréw komoérkowych O (Spectra Optia) S (Cobe
Spectra). W tabeli 4 i na wykresic 1 poréwnano objgto$¢ preparatow uzyskang
przy uzyciu separator6w Cobe Spectra i  Spectra Optia. Preparaty komorek
krwiotworczych uzyskane za pomoca separatora Spectra Optia charakteryzowaly sig
istotnie statystycznie wigksza objetoscia, niz te uzyskane przy uzyciu separatora Cobe
Spectra (p<0,05). Na wykresie 1 zaobserwowano réwniez duzo wigksza maksymalng

objetos$¢ uzyskang na separatorze Spectra Optia.

Objetos¢ preparatu [ml]
Rodzaj Srodnia + M;(ref:a-
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 182 193+80 34 400
P 0,000000
Spectra 76 92+50 22 206

Tabela 5. Porownanie objetosci preparatow pozyskanych przy uzyciu dwoch rdéznych separatorow

komoérkowych
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Wykres 1. Poréwnanie objetodci preparatdow pozyskanych przy uzyciu dwdch réznych separatorow komorkowych

4.1.2 Porownanie bezwzglednej liczby komérek jednojadrowych
(MNC) w zaleznosci od uzytego separatora komorkowego O (Spectra
Optia) S (Cobe Spectra)

W tabeli 5 1 na wykresie 2 poréwnano bezwzgledng liczbe komorek
jednojadrowych uzyskang przy zastosowaniu separatoréw Cobe Spectra i Spectra Optia.
Na podstawie analizy bezwzglednej liczby komorek jednojadrowych przy uzyciu
analizatora hematologicznego stwierdzono istotnie statystycznie wyzszg liczbe komorek

w przypadku uzycia separatora Spectra Optia niz Cobe Spectra (p<0,05).
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Bezwzgledna liczba komérek jednojadrowych [x10°]
Rodzaj Srodnia + M;isr;[a-
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 33,52 193£80 5,68 86,49
0,000000
Spectra 16,98 92+50 3,22 58,02

Tabela 6 Poréwnanie bezwzglednej liczby komorek jednojadrowych pozyskanych przy uzyciu dwoch

r6znych separatorow komorkowych

o0

ad

Liczta komarek jednojgdrowyeh [x10%

o

3

rodzaj separatora (O-Optia; 5-Specra)

o Mediana
2E%-TE%
T Min-Maks

Wykres 2. Porownanie bezwzglednej liczby komorek jednojadrowych pozyskanych przy uzyciu dwoch réznych

separatorow komorkowych

4.1.3 Porownanie calkowitej liczby komérek CD34+ w zaleznoSci
od uzytego separatora komorkowego O (Spectra Optia) S (Cobe

Spectra)

W tabeli 6 i na wykresie 3 poréwnano catkowita liczbe komorek CD34+

pozyskang przy uzyciu separatorow Cobe Spectra (S) i Spectra Optia (O). Catkowita

liczba komorek CD34+ oceniona metoda cytometrii przeplywowej byla istotnie

statystycznie wyzsza w przypadku uzycia separatora Spectra Optia niz Cobe Spectra
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(p<0,05). Na wykresie 3 widoczne jest roOwniez, iz znacznie wyzsza warto$¢ maksymalng

catkowitej liczby komoérek CD34+ uzyskano na separatorze Cobe Spectra.

Calkowita liczba komérek CD34+ przed zamrozeniem [10°]
Rodzaj Srodnia + lesnta—
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 243,82 296,03+ 223,20 30,9 1129,14
0,000003
Spectra 143,32 203,15+ 234,06 7,05 2204,57

Tabela 7. Porownanie catkowitej liczby komérek CD34+ pozyskanych przy uzyciu dwoch réznych
separatoré6w komorkowych
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Wykres 3. Porownanie catkowitej liczby komorek CD34+ pozyskanych przy uzyciu dwoch réznych separatorow

komorkowych
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4.1.4 Porownanie zywotnosci komorek CD34+ metodg cytometrii
przeplywowej z uzyciem 7-AAD przed zamrozeniem w zaleznoSci
od uzytego separatora komorkowego O (Spectra Optia) S (Cobe
Spectra)

W tabeli 7 i na wykresie 4 dokonano poréwnania zywotnosci komoérek CD34+
przed zamrozeniem w materiale pozyskanym przy uzyciu separatorow Cobe Spectra
i Spectra Optia. Zywotno$é komoérek CD34+ oceniona metoda cytometrii przeptywowe;j
w przypadku obu separatoréw byta na wysokim poziomie, warto$ci minimalne wynosity
97,7%- Spectra Optia oraz 96,4%- Cobe Spectra, istotnie statystycznie wyzsza warto$¢

stwierdzono w przypadku zastosowania separatora Spectra Optia (p<0,05).

Zywotno$é komérek CD34+ przed zamrozeniem [%]
Rodzaj Srodnia + M;(relsr;[a-
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 100 99,81+ 0,39 97,7 100
0,017832
Spectra 99,9 99,63+ 0,65 96,4 100

Tabela 8. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ ocenionych przed zamrozeniem pozyskanych przy
uzyciu dwoch roznych separatorow komorkowych
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Wykres 4. Poréwnanie zywotnoséci komorek CD34+ocenionych przed zamrozeniem pozyskanych przy uzyciu
dwoch réznych separatoréw koméorkowych

4.1.5 Porownanie zywotnosci komorek CD34+ po rozmrozeniu
oceniana metoda cytometrii przeplywowej w zaleznosci od uzytego
separatora komorkowego O (Spectra Optia) S (Cobe Spectra)

W tabeli 8 1 na wykresie 5 przedstawiono pordéwnanie zywotnosci komorek
CD34+ po rozmrozeniu w materiale pozyskanym przy uzyciu separatoréw Cobe Spectra
i Spectra Optia. Zywotno$¢ komoérek CD34+ oceniona po rozmrozeniu metodg cytometrii
przeplywowej byla istotnie statystycznie wyzsza w przypadku zastosowania separatora
Spectra Optia (p<0,05). Jednakze zastosowanie obu separatorow pozwolilo uzyskaé
preparaty o wysokiej zywotnosci komorek CD34+ oscylujacej wokot 97%, co swiadezy

o wysokiej jakos$ci materiatu transplantacyjnego.
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Zywotnos$é komérek CD34+ po rozmrozeniu [%]
Rodzaj Srednia + M;isr;[a-
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 97,79 96,6+ 2,8 87,7 99,8
0,033355
Spectra 96,9 94,65+ 4,94 78,5 99,4

Tabela 9. Poréwnanie zywotnosci komérek CD34+ ocenionych po rozmrozeniu pozyskanych przy uzyciu dwoch
roznych separatoréw koméorkowych
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Fywotnosc komo rek CO344+ [%)

o Mediana
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Wykres 5. Porownanie zywotnosci komoérek CD34+ ocenionych po rozmrozeniu pozyskanych przy uzyciu dwoch
réznych separatorow komorkowych

4.1.6 Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych
PO rozmrozeniu oceniana w teScie z blekitem trypanu w zalezno$ci
od uzytego separatora komorkowego O (Spectra Optia) S (Cobe
Spectra)

W tabeli 9 1 na wykresie 6 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek
jednojadrowych ocenionych po rozmrozeniu w materiale pozyskanym przy uzyciu
separatorow Cobe Spcetra i Spectra Optia. Zywotno$¢ komorek jednojadrowych
oceniona metodg mikroskopowg z zastosowaniem blekitu trypanu byta istotnie

statystycznie wyzsza w przypadku zastosowania separatora Cobe Spectra. Nalezy
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podkresli¢, ze zywotno$ci uzyskane przy uzyciu separatora Spectra Optia byly rowniez

wysokie.
Zywotno$¢ komérek jednojadrowych po rozmrozeniu [%]
Rodzaj Srodnia + lesnta—
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
separatora Whitneya
standardowe
p-value
Optia 85 85+ 4,92 72 95
Spectra 0,025389
88 87+ 5,84 72 97

Tabela 10. Porownanie zywotnos$ci komorek jednojadrowych ocenionych po rozmrozeniu pozyskanych przy uzyciu

dwoch réznych separatoréw koméorkowych
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Wykres 6. Porownanie zywotnosci komoérek jednojadrowych ocenionych po rozmrozeniu pozyskanych przy uzyciu
dwoch roznych separatoréw komdrkowych
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4.1.7. Poréwnanie calkowitej liczby komorek CD34+ w zaleznosci

od rodzaju uzytego separatora oraz wieku

W tabeli 10 przedstawiono poréwnanie catkowitej liczby komorek CD34+

w zalezno$ci od uzytego separatora oraz wieku, w ktorym wykazano istotnosé¢

statystyczng. W tym modelu skladajacym si¢ z dwoch zmiennych istotny jest rodzaj

uzytego separatora, wiek nie zostal wykazany jako istotny statystycznie. Na podstawie

wartosci R2 skorygowane mozemy wnioskowac, iz catkowita liczba komorek CD34+ jest

zalezna W 3% od rodzaju separatora.

Calkowita liczba komérek CD34+ [10°]
Rodzal Srednia + Regresja
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum | wieloraka
separatora
standardowe p-value
Optia 243,82 296,03+ 223,20 30,9 1129,14
Spectra 143,32 203,15+ 234,06 7,05 2204,57
Wiek [lata] 0,003323
Optia 40 41,46+14,94 19 69
Spectra 48 45,77+14,73 19 69
R2
0,032073
skorygowane
Rodzaj
separatora 0.001015
p-value
Wiek
0,970604
p-value

Tabela 11. Poréwnanie catkowitej liczby komérek CD34+ w zaleznosci od rodzaju uzytego separatora oraz wieku-

regresja wieloraka
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4.1.8. Porownanie calkowitej liczby komorek CD34+ w zaleznosci
od rodzaju uzytego separatora oraz plci

W tabeli 11 oraz na wykresie 7 przedstawiono poréwnanie catkowitej liczby
komorek CD34+ w zalezno$ci od uzytego separatora oraz wieku, w ktorym wykazano
istotno$¢ statystyczng. Zaréwno pte¢ jak i rodzaj uzytego separatora wptywajg na liczbe
pozyskanych komorek CD34+. Najwigcksza mediang catkowitej liczby komorek
uzyskano u mezczyzn na separatorze Spectra Optia, natomiast najmniejsza u kobiet na
separatorze Cobe Spectra. Jednakze uzyskane wyniki moga mie¢ zwigzek z uzyta do
analizy, mniejsza grupa kobiet poddanych leukaferezie na separatorze Cobe Spectra,

anizeli Spectra Optia.

Calkowita liczba komorek CD34+ przed zamrozeniem [10°]
. Srednia + Regresja
Rodzaj . . - . .
Mediana odchylenie Minimum | Maksimum | wieloraka
separatora
standardowe p-value
Optia 243,82 296,03+ 223,20 30,9 1129,14
Spectra 143,32 203,15+ 234,06 7,05 2204,57
Pleé
K 150,92 243,74+237,86 30,9 1129,14 0,000051
Optia
M 307,74 307,74+207,71 36,43 1056,51
K 122,64 163,26+148,52 11,32 834,92
Spectra
M 163,67 240,3+285,94 7,05 2204,57
R2
0,059636
skorygowane
Rodzaj
separatora 0.002396
p-value
Pte¢
0,003886
p-value

Tabela 12. Porownanie catkowitej liczby komorek CD34+ w zalezno$ci od rodzaju uzytego separatora oraz plci-
regresja wieloraka
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Wykres 7. Porownanie calkowitej liczby komérek CD34+ pozyskanej przy uzyciu dwoch réznych separatorow

w zaleznosci od plci

4.2 Preparatyka

4.2.1 Porownanie bezwzglednej liczby komérek jednojadrowych w preparacie
przed i po redukcji osocza

W tabeli 10 1 na wykresie 8 przedstawiono porOwnanie bezwzglednej liczby

komorek jednojadrowych przed i po redukcji osocza. Mediana bezwzglednej liczby

komorek jednojadrowych ocenianych przy uzyciu analizatora hematologicznego

w preparacie przed redukcja osocza wynosita 22,88x10° natomiast po redukcji 23,88x10°,

wartosci te nie roznity si¢ istotnie (p>0,05).

69



Bezwzgledna liczba komorek jednojadrowych przed i po redukeji
osocza [x10%]
. Test
Redukcja Srednia + Ma(:\ila-
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
0socza Whitneya
standardowe
p-value
Przed redukcja 22,88 26,4+ 13,59 6,85 87,84
0,621891
Po redukcji 23,88 26,43+ 13,77 6,50 88,7

Tabela 13. Poréwnanie bezwzglednej liczby komérek jednojadrowych w materiale prze i po redukeji osocza

100

80 -

70+

60

Liczba komarek jednojgdroveych [}{1091
=

40 |+
30+
O
20 F d
10 L
0 .
przed redukcjy osocza w o Mediana
po redukcii osocza [] 25%-75%
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Wykres 8. Porownanie bezwzglednej liczby komorek jednojadrowych w materiale prze i po redukcji osocza

4.2.2 Poréwnanie bezwzglednej liczby komoérek CD34+ w preparacie
przed i po redukcji osocza

W tabeli 11 i1 na wykresie 9 przedstawiono poréwnanie bezwzglednej liczby
komérek CD34+ przed i po redukcji osocza. Bezwzgledna liczba komérek CD34+x10°

oceniana przy pomocy cytometrii przeptywowej po redukcji osocza ulegta nieznacznemu
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zmniejszeniu, rdznica ta nie byta istotna statystycznie. Wigkszo$¢ wynikéw skupia si¢

wokot wartosci 160x10°, natomiast warto$é maksymalna wynosi 2204,57x10°,

Bezwzgledna liczba komorek CD34+ przed i po redukcji osocza [x10°]

Redukcja
0socza

Mediana

Srednia +
odchylenie
standardowe

Minimum

Maksimum

Test
Manna-
Whitneya
p-value

Przed redukcja

164,06

252,42+ 282,14

32,15

2204,57

0,641216

Po redukcji

161,37

251,04+ 275,14

31,68

2025

Tabela 14. Porownanie bezwzglednej liczby komdrek CD34+ w materiale prze i po redukcji osocza

Luczba koma rek CO34+ [x109

o o

€1 1

przed redukcjg osoczs
po redukci osocza

Wykres 9. Porownanie bezwzglednej liczby komérek CD34+ w materiale prze i po redukcji osocza
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4.2.3 Porownanie odsetka komérek CD34+ w preparacie

przed i po redukcji osocza

W tabeli 12 i na wykresie 10 przedstawiono odsetek komorek CD34+ przed

i po redukcji osocza. Mediana odsetka komorek CD34+ ocenianych metodg cytometrii

przeplywowej w preparacie zarowno przed jak i po redukcji osocza byta taka sama.

Odsetek komoérek CD34+ przed i po redukcji osocza [%]
. ) Test
Redukcja Srednia + Manna
J Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
0socza Whitneya
standardowe
p-value
Przed redukcja 0,74 1+ 0,8 0,15 47
0,432883
Po redukcji 0,74 0,99+ 0,81 0,1 4.7
Tabela 15. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale prze i po redukcji osocza
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Wykres 10. Poréwnanie odsetka komorek CD34+ w materiale przed i po redukcji osocza
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4.2.4 Poréwnanie zywotnosci komorek CD34+ w preparacie
po rozmrozeniu poddanych i niepoddanych redukcji osocza

W tabeli 13 i na wykresie 11 pordwnano zywotno$¢ komoérek CD34+

przed i po redukcji osocza. Mediana zywotnos$ci komoérek CD34+ ocenianych metoda

cytometrii przeptywowej z uzyciem 7-aminoaktynomycyny D po redukcji osocza ulegta

nieznacznemu zmniejszeniu. Roznice nie byty istotne statystycznie.

Zywotnos$¢ komérek CD34+ przed i po redukcji osocza [%]
, ) Test
. Srednia +
Redukcja . . - . Manna-
Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
0socza Whitneya
standardowe
p-value
Przed redukcja 96,8 95,71+ 3.4 78,5 99,8
0,736431
Po redukcji 96,7 95,23+ 4,28 79,4 99,6
Tabela 16. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ w materiale prze i po redukcji osocza
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Wykres 11. Poréwnanie zywotnoéci komorek CD34+ w materiale prze i po redukcji osocza
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4.3 Analiza ilo§ciowo-jakoSciowych parametrow
Z uwzglednieniem warunkow przechowywania materialu
komorkowego

4.3.1 Porownanie odsetka komérek CD34+ w Swiezym materiale

(przed zamrozeniem) w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C
po 24h i 48h

W tabeli 13 i nawykresie 12 przedstawiono porownanie odsetka komorek CD34+
W materiale ocenianym przed zamrozeniem przechowywanym w 4°C po 24h i 48h
przechowywania. Stwierdzono istotne statystycznie roznice odsetka komorek CD34+
ocenionej przy pomocy cytometrii przeptywowej w materiale przechowywanym w 4°C,
oceny dokonano przed zamrozeniem. Mediana odsetka byla najwyzsza w materiale
przechowywanym 48h, natomiast najnizsza w materiale przechowywanym 24h. W tabeli
15 przedstawiono wielokrotne porownanie odsetka komoérek CD34+ (test POST-HOC
Dunn Bonferroni). Stwierdzono istotng statystycznie r6znic¢ odsetka komorek w materiale
przechowywanym przez 24h w 4°C i ocenianym w dniu aferezy oraz przechowywanym

przez 48h w 4°C i ocenianym w dniu aferezy.

Odsetek komorek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w4 °C [%]
Czas
rzechowywania Srednia +
P . W . Sredma. . . test Anova
materiatu w Mediana odchylenie Minimum | Maksimum .
Friedmana
temp. 4°C przed standardowe
zamrozeniem p-value
07 1,36 1,52+ 1,04 0,25 5,07
24h 1,34 1,62+ 1,12 0,3 5,36 0,003061
48h 1,39 1,62+ 1,09 0,26 4,93

Tabela 17. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po
24h 1 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Roznice odsetka komorek CD34+ byty istotne statystycznie we wszystkich
poréwnywanych grupach.
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Wartos¢ p-value

CD34+ [%] czas CD34+ [%] czas CD34+ [%] czas
Uktad badania przechowywania doba | przechowywania 24h w | przechowywania 48h w
,,0” w temp. 4°C temp. 4°C temp. 4°C

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,0” w temp. 4°C

0,018971 0,015618

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 4°C
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w 0,015618

temp. 4°C
Tabela 18. Porownanie wielokrotne odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

0,018971

wn
1
L

o=
1
L

Odsetek komaérek CD34+ [%]
i ra

e
1
!

doba "0" 24h 4°C 48n4C

Wykres 12. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

4.3.2 Porownanie odsetka komérek CD34+ w §wieZym materiale

przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 20°C
po 24h i 48h

W tabeli 16 i na wykresie 13 przedstawiono porownanie odsetka komorek CD34+
W materiale ocenianym przed zamrozeniem przechowywanym w 20°C po 24h i 48h
przechowywania. Stwierdzono istotne statystycznie roznice w wartosci odsetka komorek

CD34+ ocenianych metoda cytometrii przeptywowej w materiale przechowywanym
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w 20°C przed zamrozeniem. Najwyzsza mediana warto$ci odsetka byta w materiale
swiezym, ocenianym w dniu pobrania- doba ,,0” , natomiast najnizsza w materiale
przechowywanym 48h. W tabeli 17 przedstawiono wielokrotne poréwnanie odsetka
komorek CD34+ w materiale w dniu aferezy oraz przechowywanym przez 24h i 48h
w 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni).

Odsetek komorek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 20 °C [%]
. Srednia +
Przechowywanle Mediana odchylenie Minimum | Maksimum tes_t Anova
w20°C Friedmana
standardowe
p-value
,0” 1,36 1,52+ 1,04 0,25 5,07
24h 1,28 1,53 +£1,09 0,25 5,18 0,000021
48h 1,2 1,3+0,92 0,16 4,49

Tabela 19. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po
24h 1 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w medianie odsetka komorek

CD34+ w materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym przez 24h. W pozostatych

przypadkach porownywane wartos$ci byly istotnie rozne.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uklad badania

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,0” w temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
W temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,,0” w temp. 20°C

1

0,00019

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
w temp. 20°C

0,000417

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 20°C

0,00019

0,000417

Tabela 20. Poréwnanie wielokrotne odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Ddsetek komarek CD24+ [%]

doba "0" 24h 20°C 48n 20°C

Wykres 13. Poréwnanie odsetka komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po
24h 1 48h przechowywania w temperaturze 20°C

4.3.3 Porownanie odsetka komorek w §wiezym materiale ,,0” oraz
przechowywanym w 4°C i 20°C po 24h i 48h

W tabeli 18 i na wykresie 14 przedstawiono poréwnanie odsetka komorek CD34+
W materiale w dniu aferezy oraz przechowywanym przez 24h i 48h w 4°C i 20°C.
Mediana odsetka komorek CD34+ byta najnizsza w materiale przechowywanym przez
48h w 20°C, natomiast najwyzsza w materiale przechowywanym przez 48h w 4°C.
Stwierdzono istotne statystycznie roznice mig¢dzy mediang odsetka komorek CD34+
w materiatach w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C przez 24h 1 48h oraz w 20°C
przez 24h i 48h (p<0,05).
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Odsetek komérek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 4 °C i 20 °C [%]
Przecho anie Srednia + tes:t Fnove
. WyW Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C tandard
Stanaaraowe p-value
»0” 1,36 1,52+ 1,04 0,25 5,07
24h 4°C 1,34 1,62+ 1,12 0,3 5,36
48h 4°C 1,39 1,62+ 1,09 0,26 4,93 <0,000001
24h 20°C 1,28 1,53 +£ 1,09 0,25 5,18
48h 20°C 1,2 1,3+0,92 0,16 4,49
Tabela 21. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po
24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
T — Mediana
— Q1,03
S I o T T Min/Max
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48h 20C

Wykres 14. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.4 Porownanie odsetka komorek CD34+ po rozmrozeniu
W materiale ,,0” oraz przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 19 i na wykresie 15 przedstawiono porownanie odsetka komorek CD34+

W dniu aferezy oraz po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Odsetek komoérek CD34+

ocenianym przy uzyciu cytometrii przeptywowej w materiale przechowywanym w 4°C

wzrastal wraz z czasem przechowywania. W tabeli 20 przedstawiono pordéwnanie

wielokrotne odsetka w badanych punktach, nie stwierdzono istotnych statystycznie

roznic (test POST-HOC Dunn Bonferroni).

Odsetek komorek CD34+ w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 4°C [%]

Przecho anie Srednia + tes_t Frove
W :V)éw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
doba ,,0” 1,94 2,41+1,95 0,43 10
24h 1,95 2,55+2,07 0,34 10,1 0,511891
48h 2,20 2,53+£2,12 0,17 10,8

Tabela 22. Poréwnanie odsetka komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w odsetku komérek CD34+ w materiale

ocenianym po rozmrozeniu, przechowywanym w 4°C przez 24h i 48h.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Ukltad badania

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,0” w temp. 4°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
w temp. 4°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 4°C

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,0” w temp. 4°C

0,998765

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
w temp. 4°C

0,998765

0,998765

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 4°C

1

0,998765

Tabela 23. Porownanie wielokrotne odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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Wykres 15. Por6wnanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

4.3.5 Porownanie odsetka komérek CD34+ po rozmrozeniu W

materiale zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 20°C
po 24h i 48h

W tabeli 21 i na wykresie 16 przedstawiono porownanie odsetka komorek CD34+
W materiale ocenianym po rozmrozeniu po 24h i 48h przechowywanym w 20°C. Mediana
odsetka komorek CD34+ ocenianych metodg cytometrii przeptywowej ulega istotnemu
statystycznie zmniejszeniu wraz z uplywem czasu przechowywania w 20°C. Wartos$¢
maksymalna odsetka byta znacznie wyzsza w dniu aferezy w poréwnaniu z kolejnymi
dobami przechowywania materiatu. W tabeli 22 przedstawiono poréwnanie wielokrotne
odsetka komorek CD34+. Istotne statystycznie rdznice stwierdzono w materiale
ocenianym w dniu aferezy i po 24h przechowywania oraz w dniu aferezy i po 48h
przechowywania (test POST-HOC Dunn Bonferroni).
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Odsetek komorek CD34+ w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 20°C [%]
Przecho anie Srodnia + tes_t Jov
" 2‘3’?’2’ Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value
doba ,,0” 1,94 2,41£1,95 0,43 10
24h 1,4 1,52+1,78 0,08 59 0,000001
48h 1,17 1,4+1,19 0,08 6,3

Tabela 24. Porownanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odsetku komorek CD34+ w materiale

przechowywanym przez 24h i 48h w 20°C. W poréwnaniu pozostatych warto$ci réznice sg istotne

statystycznie.

Wartos¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uktad badania

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,0” w temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

CD34+ [%] czas
przechowywania doba
,,0” w temp. 20°C

0,000011

<0,000001

CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

0,000011

0,928887

CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

<0,000001

0,928887

Tabela 25. Porownanie wielokrotne odsetka komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”

oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 16. Poréwnanie odsetka komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

4.3.6 Porownanie odsetka komérek CD34+ po rozmrozeniu W
materiale zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C
1 20°C po 24h i 48h

W tabeli 23 przedstawiono porownanie odsetka komoérek CD34+ w materiale
ocenianym po rozmrozeniu po 24h i 48h przechowywania w 4°C i 20°C. Stwierdzono
istotne statystycznie roznice w odsetku komoérek CD34+ w materiale przechowywanym
przez 24h i 48h w 4°C oraz przez 24h i 48h w 20°C. Odsetek komorek CD34+ ro$nie
wraz z czasem przechowywania materiatu w 4°C, natomiast maleje z czasem w materiale

przechowywanym w 20°C.
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Odsetek komorek CD34+ w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 4 °C i 20 °C [%]
Przecho anie Srdnia + tes_t o
NOWyW: Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C tandard
standardowe p-value
5,07 1,94 2,41+1,95 0,43 10
24h 4°C 1,95 2,55+2,07 0,34 10,1
48h 4°C 2,20 2,53+2,12 0,17 10,8 <0,000001
24h 20°C 14 1,52 +1,78 0,08 59
48h 20°C 1,17 1,4+1,19 0,08 6,3

Tabela 26. Poréwnanie odsetka komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C 1 20°C

4.3.7 Porownanie zywotnoSci komorek jednojadrowych w tescie z
blekitem trypanu w Swiezym materiale w dobie ,,0” oraz
przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 24 i na wykresie 17 przedstawiono zywotno$¢ komorek jednojadrowych
ocenianych w materiale przed zamrozeniem w dniu aferezy oraz po 24h 1 48h
przechowywania w 4°C. Zywotno$¢ komérek jednojadrowych ocenianych w tedcie
z bigkitem trypanu ulegta nieznacznemu zmniejszeniu W materiale przechowywanym
W 4°C przez 24h i 48h, rdznice byly istotne statystycznie. W tabeli 25 przedstawiono
poréwnanie wielokrotne zywotnos$ci komorek jednojadrowych w kolejnych dobach

przechowywania materialu w 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni).

Zywotnoéc’ komorek jednojadrowych w materiale przed
zamrozZeniem przechowywanym w 4°C [%]
Srednia - test Anova
P h i ] . . . i
rzecWo‘\‘/\:)(/jwanle Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
,07 100 100 100 100
24h 99 99.13 1,02 96 100 | <0.000001
48h 96 95,97 £3,11 83 100

Tabela 27. Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w wartosci zywotnosci komorek

jednojadrowych w materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym przez 24h w 4°C.
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Wykres 17. Poréwnanie zywotnos$ci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

jednojadrowych [%]
czas przechowywania
24h w temp. 4°C

Zywotnoéé komoérek
Uktad badania jednojadrowych [%]
doba ,,0”
Zywotnoéé komoérek
jednojadrowych [%]
doba ,,0”
Zywotnoéé komoérek

0,056396

Zywotnoéé komoérek

jednojadrowych [%]

czas przechowywania
24h w temp. 4°C

Zywotnoé¢ komorek

jednojadrowych [%]

czas przechowywania
48h w temp. 4°C

0,056396

<0,000001

Zywotno$¢ komorek

jednojadrowych [%]

czas przechowywania
48h w temp. 4°C

<0,000001

0,000063

Tabela 28. Porownanie wielokrotne zywotno$ci komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym

przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

0,000063
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4.3.8 Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych w tescie
Z bl¢kitem trypanu W Swiezym materiale w dobie ,,0” oraz
przechowywanym w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 26 i na wykresie 18 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek

jednojadrowych ocenianych przed zamrozeniem w materiale przechowywanym 24h i 48h

w 20°C. Zywotno$¢ komorek jednojadrowych ocenianych w teécie z blekitem trypanu

W materiale przechowywanym w 20°C ulegla istotnemu statystycznie zmniejszeniu wraz

z czasem przechowywania. W tabeli 27 przedstawiono poréwnanie wielokrotne

zywotno$ci komoérek jednojadrowych w kolejnych dobach przechowywania materiatu

w 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne statystycznie roéznice stwierdzono

mie¢dzy wszystkimi poréwnywanymi grupami.

Zywotno$é komoérek jednojadrowych w materiale przed

zamrozeniem przechowywanym w 20°C [%]

Przecho anie Srednia + tesjt Anova
W 2\?:?2/ Mediana odchylenie Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe o-value
5,07 100 100 100 100
24h 93 90,81+ 5,84 76 98 <0,000001
48h 4 7471 :':9,64 52 96

Tabela 29. Poréwnanie zywotnoséci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 18. Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie

,»0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Wartos¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Zywotno$¢ komorek

Zywotno$¢ komorek ) , \
Uklad badania jednojadrowych [%] | Jdnoadrowyeh [%]
doba 0" czas przechowywania

24h w temp. 20°C

Zywotnoé¢ komorek

jednojadrowych [%]

czas przechowywania
48h w temp. 20°C

Zywotno$¢ komorek
jednojadrowych [%]
doba ,,0”

0,000248

<0,000001

Zywotno$¢ komorek

jednojadrowych [%]
czas przechowywania
24h w temp. 20°C

Zywotno$¢ komorek

0,000248

jednojadrowych [%]
czas przechowywania
48h w temp. 20°C

<0,000001 0,000248

Tabela 30. Porownanie wielokrotne zywotno$ci komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym przed

zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

0,000248

W tabeli 28 i na wykresie 19 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek

jednojadrowych po 24h i 48h przechowywania w 4°C i 20°C. Zywotno$¢ komorek

jednojadrowych ocenianych w materiale przed zamrozeniem w tescie z bigkitem trypanu

ulega istotnemu statystycznie zmniejszeniu wraz z czasem przechowywania

w temperaturze 4°C 1 20°C.
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Zywotno$¢ komérek jednojadrowych w materiale przed
zamrozeniem przechowywanym w4 °Ci20 °C [%]
Przecho anie Srednia £ tes:t Fnove
MOWyW: Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p—value
doba ,,0” 100 100 100 100
24h 4°C 99 99,13 £1,02 96 100
48h 4°C 96 95,97 £3,11 83 100 <0,000001
24h 20°C 93 90,81+ 5,84 76 98
48h 20°C 74 74,1 £9,64 52 96

Tabela 31. Poréwnanie zywotnos$ci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C 1 20°C

100+

Zywotnosé kodrek jednojadrowych [%]
3

- .

1

T Min/Max

doba "0"

24h4C

48h4C

24h 20°C

48h 20C

Wykres 19. Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.9 Porownanie zywotnosci komorek jednojadrowych w tescie z
blekitem trypanu po rozmrozeniu W materiale zamrozonym w dobie
»0” oraz przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 29 i na wykresie 20 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komodrek
jednojadrowych ocenianym po rozmrozeniu w materiale krioprezerwowanym w dniu
aferezy oraz po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Mediana zywotno$ci komorek
jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w materiale w dobie ,,0” oraz
przechowywanym w 4°C przez 24h i 48h wynosi odpowiednio 84%, 82% oraz 79%,

roznice s3 istotne statystycznie.

Zywotno$é komérek jednojadrowych po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym w 4°C [%]
Przecho anie Stednia tes:t fnove
W :VéW Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
doba ,,0” 84 82,64+ 7,06 61 93
24h 82 82,84+ 6,73 63 94 0,002542
48h 79 77,42+ 8,48 56 89

Tabela 32. Poréwnanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 30 przedstawiono porownanie wielokrotne zywotnosci komorek
jednojadrowych ocenianych po rozmrozeniu w materiale w Kkolejnych dobach
przechowywania w 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne statystycznie r6znice
stwierdzono w poréwnaniu materialu  krioprezerwowanego w dniu aferezy
| przechowywanego 48h, oraz migdzy materiatem po 24 h przechowywania i 48h
przechowywania (p<0,05).
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Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Zywotno$¢ komorek Zywotno$¢ komorek

Zywotno$¢ komorek o . . 0
Uktad badania jednojadrowych [%] jednojadrowych [A;J jednojadrowych [A)J
doba 0" Czas przechowywanla Czas przechowywanla

24h w temp. 4°C 48h w temp. 4°C

Zywotnoéé komoérek
jednojadrowych [%]
doba ,,0”
Zywotno$¢ komorek
jednojadrowych [%]
czas przechowywania
24h w temp. 4°C
Zywotno$¢ komorek
jednojadrowych [%]
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

Tabela 33. Porownanie wielokrotne zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

0,039803

0,003605

0,039803 0,003605

o
on
L
T

T Min/Max

Zywotnosé komdrek jednojadrowych (%]
8 & o Elin’ & & &

%2 ]
wn
1
T

dub-; "0" 24hl4‘t 48h 4°C

Wykres 20. Poréwnanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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4.3.10 Porownanie zywotno$ci komorek jednojadrowych w tescie
Z blekitem trypanu po rozmrozeniu W materiale zamrozonym w dobie
»0” oraz przechowywanym w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 32 i na wykresie 21 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komodrek

jednojadrowych w materiale przechowywanym przez 24h i 48h w 20°C. Zywotnosci

komorek jednojadrowych ocenianych po rozmrozeniu w tescie z biekitem trypanu

W materiale przechowywanym w 20°C przez 24h i 48h wynosza odpowiednio 84%, 20%

oraz 8%. Roznice sg istotne statystycznie (p<0,05). W tabeli 31 przedstawiono

porownanie wielokrotne zywotnosci komorek jednojadrowych w kolejnych dobach

przechowywania materiatu (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Stwierdzono istotne

statystycznie roznice mi¢dzy wszystkimi porownywanymi grupami.

Zywotno$é komérek jednojadrowych po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym w 20°C [%]
Przecho anie Srednia & tes_t Lo
W ZV(\)IEI(\;V Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
,»0” 84 82,64+ 7,06 61 93
24h 20 21,29+ 15,5 3 60 <0,00001
48h 8 10,61+8,85 0 47

Tabela 34. Poréwnanie zywotnosci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

. o \ Zywotno$¢ komorek Zywotno$¢ komorek
Zywotnos¢ komorek ) ) . ) ) .
Ukdad badania jednojadrowych [%] jednojadrowych [A)_] jednojadrowych [A)_]
doba 0" czas przechowywania | czas przechowywania
7 24h w temp. 20°C 48h w temp. 20°C
Zywotno$é komorek
jednojadrowych [%] 0,000014 <0,000001
doba ,,0”
Zywotnoé¢ komoérek
jednojadrowych [%] 0,000014 0,022959
czas przechowywania ' '
24h w temp. 20°C
Zywotno$¢ komorek
jednojadrowych [%] <0,000001 0,022959
czas przechowywania ' '
48h w temp. 20°C

Tabela 35. Porownanie wielokrotne zywotno$ci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w
dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 21. Poréwnanie zywotnos$ci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

4.3.11 Poréwnanie zywotno$ci komorek jednojadrowych w teScie z
blekitem trypanu po rozmrozeniu w materiale zamrozonym w dobie
»0” oraz przechowywanym w 4°C i 20°C po 24h i 48h

W tabeli 33 1 na wykresie 22 przedstawiono pordwnanie zywotnosci komorek
jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem przechowywanym przez 24h
i1 48h w 4°C i 20°C. Stwierdzono istotny statystycznie spadek zywotnosci komorek
jednojadrowych w te$cie z blgkitem trypanu ocenianych po rozmrozeniu w materiale

przechowywanym przez 24h i 48h w temperaturze 4°C i 20°C.
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Zywotno$¢ komérek jednojadrowych w materiale po rozmrozeniu

przechowywanym w 4°C i 20°C [%]

Przecho anie Srednia tes:t rove
OWYW: Mediana odchylenie Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°C120°C dard
standardowe o-value
,,07 84 82,64+ 7,06 61 93
24h 4°C 82 82,84+ 6,73 63 94
48h 4°C 79 77,42+ 8,48 56 89 <0,000001
24h 20°C 20 21,29+ 15,5 3 60
48h 20°C 8 10,61+8,85 0 47

Tabela 36 Porownanie zywotno$ci komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C 1 20°C

100+

Zywotnosc komdrek jednojadrowych [4]
] & i b
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¥

— Mediana
[ FeRlek
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doba 0

2h 4°C

43h 4°C

24h 20°C

48h 20°C

Wykres 22. Poréwnanie zywotnoséci komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

92



WPLYW CZASU | TEMPERATURY
PRZECHOWYWANIA NA ZYWOTNOSC
KOMOREK JEDNOJADROWYCH PO

ROZMROZENIU
_ ) ]
E gt e sl i%mre ,  aw y .7, %
I
5 sB WRRER 2 T, TXmXgETY ¢
S § * X
4 X x *
=) X X
S X X v # doba "0"
2 X
) W 24h 4C
i x 24h 20C
\E
g X 48h 4C
@]
= Y ¥ 48h 20C
)
g X v X X X
e X A X
= X X & X X X
Z 4A% X X g XX T XXX X & X

Proby

Wykres 23. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zywotno$¢ komorek jednojadrowych po rozmrozeniu-
analiza poszczego6lnych prob

Na wykresie 23 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek jednojadrowych
ocenianych po rozmrozeniu w kolejnych dobach przechowywania w 4°C 1 20°C.
Wszystkie zaznaczone na wykresie 23 punkty dotycza analogicznie kolejnych prob
oznaczanych w réznych badanych warunkach zwigzanych z temperaturg (4°C i 20°C)
oraz czasem przechowywania (doba ,,0”, 24h i1 48h). Zauwazalny rozrzut wynikow jest

widoczny w obrgbie prob rozmrozonych oraz przechowywanych przez 24h w 20°C.

4.3.12 Porownanie zywotnos$ci komérek CD34+ ocenianych
przed zamrozeniem metodg cytometrii przeplywowej z 7-AAD
w Swiezym materiale ,,0” oraz przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 34 1 na wykresie 24 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek
CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem przechowywanym przez 24h i 48h
W 4°C. Zywotno$¢ komoérek CD34+ w materiale przechowywanym przez 24h i 48h
w 4°C oceniona przy pomocy cytometrii przeptywowej z uzyciem 7-AAD byla
na wysokim poziomie, rdéznice byly istotne statystycznie. W tabeli 35 przedstawiono
poréwnanie wielokrotne Zzywotnosci komorek CD34+ w  kolejnych dobach

przechowywania w 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Nie stwierdzono istotnych
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statystycznie rdznic w materiale ocenianym w dobie ,,0” i po 24h przechowywania.

Pozostate pordwnania wskazujg istotne statystycznie roznice.

Zywotno$é komérek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 4°C [%0]
Przecho anie Srednia + tes_t o
W ‘\‘Néw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value

»0” 99,89 99,85+ 0,14 99,6 100
24h 99,8 99,43+ 0,73 97,32 100 <0,000001

48h 99,12 98,95+ 0,97 95,60 100

Tabela 37. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic zywotnosci komoérek CD34+ w materiale

ocenionym w dobie ,,0” w porOwnaniu z materialem przechowywanym 24h w 4°C.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uklad badania

Zywotnoéé komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

Zywotno$¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
W temp. 4°C

Zywotno$¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 4°C

Zywotno$é komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

0,066762

<0,000001

Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h
W temp. 4°C

0,066762

0,006911

Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h
w temp. 4°C

<0,000001

0,006911

Tabela 38. Porownanie wielokrotne zywotnoéci komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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Wykres 24. Porownanie zywotnos$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Na wykresie 25 przedstawiono pordéwnanie zywotnosci komoérek CD34+

W poszczegdlnych probach w kolejnych dniach przechowywania materiatu w 4°C 1 20°C.
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Wykres 25. Porownanie zywotnosci komoérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C- analiza poszczegdlnych prob
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4.3.13 Poréwnanie zywotnosci komorek CD34+ ocenianych metoda
cytometrii przeplywowej z 7-AAD w Swiezym materiale ,,0” oraz
przechowywanym w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 36 i na wykresie 26 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek
CD34+ ocenianym przed zamrozeniem w materiale przechowywanym przez 24h i 48h
w 20°C. Zywotno$¢ komoérek CD34+ ocenionych metoda cytometrii przeptywowej z 7 -
AAD w materiale przechowywanym przez 24h 1 48h w temperaturze 20°C ulegly
znacznemu zmniejszeniu, rdznice byly istotne statystycznie. Warto$¢ zywotnosci

znaczaco obniza si¢ po 48h przechowywania.

Zywotno$é komérek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 20°C [%]
Przecho anie Srednia + tes:t Fnove
W ZV(\),Y(\;\/ Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
07 99,89 99,85+ 0,14 99,6 100
24h 94,71 90,55+ 9,11 67,7 100 <0,000001
48h 40,06 40,03+ 22,99 6,7 89,36

Tabela 39. Poréwnanie zywotnosci komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

W tabeli 37 przedstawiono pordéwnanie wielokrotne zywotnosci komorek CD34+
w kolejnych dobach przechowywania materiatu w 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni).
Stwierdzono istotne statystycznie roznice zywotnosci komorek CD34+ we wszystkich

porownywanych grupach.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Ukltad badania

Zywotnoéé komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

Zywotnos$¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

Zywotnos$¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

Zywotnoéé komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

0,000692

<0,000001

Zywotnoéé¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

0,000692

0,000145

Zywotnoéé¢ komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

<0,000001

0,000145

Tabela 40. Poréwnanie wielokrotne zywotno$ci komoérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 26. Porownanie zywotnos$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Na wykresie 27 przedstawiono porownanie zywotnosci komorek CD34+
W materiale ocenianym przed zamrozeniem w poszczegdlnych probach w kolejnych
dniach przechowywania materiatu w 20°C. Duzy rozrzut warto$ci zywotnosci mozna
zaobserwowac po 48h przechowywania.
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Wykres 27. Porownanie zywotno$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C- analiza poszczegdlnych prob

4.3.14 Poréwnanie zywotno$ci komérek CD34+ ocenianych metoda
cytometrii przeplywowej z 7-AAD w $Swiezym materiale w dobie ,,0”
oraz przechowywanym w 4°C i 20°C po 24h i 48h

Stwierdzono istotne statystycznie roznice zywotnosci komorek CD34+ w materiale

przechowywanym przez 24h i 48h w temperaturze 4°C i 20°C.

Zywotno$é komérek CD34+ w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 4°C i 20°C [%]
Przechowvwanie Srednia + test Anova
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C
standardowe p-value
07 99,89 99,85+ 0,14 99,6 100
24h 4°C 99,8 99,43+ 0,73 97,32 100
48h 4°C 99,12 98,95+ 0,97 95,60 100 <0,000001
24h 20°C 94,71 90,55+ 9,11 67,7 100
48h 20°C 40,06 40,03+ 22,99 6,7 89,36

Tabela 41. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 28. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

4.3.15 Poréwnanie zywotnos$ci komorek CD34+ ocenianych metoda
cytometrii przeplywowej z 7-AAD po rozmrozeniu w materiale
zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 39 1 na wykresie 29 przedstawiono pordwnanie zywotnosci komorek
CD34+ oceniane po rozmrozeniu po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie roznic w zywotnosci komorek CD34+ ocenianych metodg
cytometrii przeptywowej z 7-AAD w materiale przechowywanym przez 24h i 48h w 4°C.

Mozna zaobserwowac znacznie odbiegajacg wartos¢ minimalng po 48h przechowywania.
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Zywotno$¢ komérek CD34+ po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym w 4°C [%]
Przecho anie Srednia + tes_t o
" ;Néw Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value
doba ,,0” 99,21 97,71 £3,40 85,8 100
24h 98,53 97,32 £3.28 86,6 99,7 0,511891
48h 97,54 92,25 £14,34 34,5 99,18

Tabela 42. Porownanie zywotnosci komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz

po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 40 przedstawiono poréwnanie wielokrotne zywotno$ci komoérek CD34+

po oceniane po rozmrozeniu w materiale przechowywanym przez 24h i 48h w 4°C (test

POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne statystycznie roznice zywotno$ci komorek

CD34+ nie wystepuja miedzy probami ocenianymi w dobie ,,0” i przechowywanymi

przez 24h w 4°C. Poré6wnanie pozostatych grup wskazuje na istotne statystycznie roznice.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)
Uktad badania Zywotno$¢ komorek Zywotno$¢ komorek
Zywotno$é komorek CD34+ [%] czas CD34+ [%] czas
CD34+ [%] doba ,,0” | przechowywania 24h w | przechowywania 48h w
temp. 4°C temp. 4°C
Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] doba ,,0” 0,817471 0,000046
Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] czas 0,817471 0,003746
przechowywania 24h w
temp. 4°C
Zywotnos$¢ komorek
CD34+ [%] czas 0,000046 0,003746
przechowywania 48h w
temp. 4°C

Tabela 43. Porownanie wielokrotne zywotnosci komoérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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Wykres 29. Porownanie zywotnosci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Na wykresie 30 przedstawiono pordéwnanie zywotnosci komoérek CD34+
W poszczegbdlnych probach, w materiale ocenianym po rozmrozeniu po 34h i 48h

przechowywania w 4°C.
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Wykres 30. Poréwnanie zywotnoéci komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
1 48h przechowywania w temperaturze 4°C- analiza poszczego6lnych prob
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4.3.16 Poréwnanie zywotnosci komorek CD34+ ocenianych metoda
cytometrii przepltywowej z 7-AAD po rozmrozeniu w materiale
zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 41 i na wykresie 31 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek
CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu przechowywanym przez 24h i 48h
w 20°C. Zywotnoéé komoérek CD34+ oceniana metoda cytometrii przeptywowej z 7-

AAD w materiale przechowywanym w 20°C przez 24h 1 48h ulegla bardzo znacznemu

obnizeniu (p<0,05).
Zywotno$é komérek CD34+ po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym w 20°C [%0]
Przecho anie Sreduia = tes_t o
W 2\?:?,(\/:\/ Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value

07 99,21 97,71 £3,40 85,8 100
24h 8,6 13,77 18,3 0 97,83 <0,000001

48h 0,53 1,35 2,45 0 12,1

Tabela 44. Poréwnanie zywotnosci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

W tabeli 42 przedstawiono pordéwnanie wielokrotne zywotnosci komorek CD34+
W materiale ocenianym po rozmrozeniu po 24h i 48h przechowywania w 20°C (test POST-HOC
Dunn Bonferroni). Stwierdzono istotne statystycznie roznice w poréwnaniu zywotnos$ci komorek

CD34+ miedzy wszystkimi grupami.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uklad badania

Zywotno$é komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

Zywotno$é komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

Zywotno$é komoérek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

Zywotno$é komorek
CD34+ [%] doba ,,0”

0,000026

<0,000001

Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] czas
przechowywania 24h w
temp. 20°C

0,000026

0,010467

Zywotno$¢ komorek
CD34+ [%] czas
przechowywania 48h w
temp. 20°C

<0,000001

0,010467

Tabela 45. Porownanie wielokrotne zywotno$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

102



— Mediana
100+ - M a1a3
' T Min/Max
—~ 801
#
]
(]
¥ 60+
;
:g a0
H
N 204
| 1 1

doba "0 2th 20°C 48h 20°C

Wykres 31.Poréwnanie zywotno$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Na wykresie 32 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek CD34+,
W poszczegblnych probach, w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i48h przechowywania w 20°C. Mozna zaobserwowaé znaczace roznice
zywotno$ci komorek CD34+ w materiale ocenianym w sobie ,,0” oraz w kolejnych

dobach przechowywania.
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Wykres 32. Poréwnanie zywotno$ci komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 20°C- analiza poszczegolnych prob
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4.3.17 Porownanie zywotnosci komorek CD34+ ocenianych
metoda cytometrii przeplywowej z 7-AAD po rozmrozeniu

w materiale zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C
I w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 43 i na wykresie 33 przedstawiono poréwnanie zywotnosci komorek
CD4+ ocenianych po rozmrozeniu w materiale krioprezerwowanym w dniu aferezy oraz
po 24h i 48h przechowywania w 4°C i 20°C. Roéznica zywotnoséci komorek CD34+
W zaleznosci od czasu i temperatury przechowywania, ocenianym po rozmrozeniu byta

istotna. Najwyzsza zywotnos¢ komorek CD34+ stwierdzono w materiale ocenionym

w dobie ,,0”, natomiast najnizsza w materiale przechowywanym w 20°C przez 48h.

Zywotno$é komérek CD34+ po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym w 4°C i 20°C [%]
Przecho anie Stednia & tes:t Fnove
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p-value
07 99,21 97,71 £3,40 85,8 100
24h 4°C 98,53 97,32 £3,28 86,6 99,7
48h 4°C 97,54 92,25 +14,34 34,5 99,18 <0,000001
24h 20°C 8,6 13,77 18,3 0 97,83
48h 20°C 0,53 1,352,45 0 12,1

Tabela 46. porownanie zywotno$ci komorek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 33. Porownanie zywotnosci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°Ci20°C

Na wykresie 34 przedstawiono porownanie zywotno$ci komorek CD34+
W poszczegblnych probach w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i48h przechowywania w 4°C 1 20°C. Na wykresie jest widoczne obnizenie
zywotnosci komorek CD34+ w 3 probach przechowywanych przez 48h w 4°C i znacznie

obnizenie we wszystkich probach przechowywanych w 20°C.

@ doba "0" M 24h4C 24h 20C X 48h4C X 48h20C
120

100 .ii ’..!.gg;ll!l*ggilll-.llllgl

X
& ]
3 .
g 80
v X
w
o
O
S 60
2 X
Q)
N
S
g 40 .
=
>
N

20

X
X

0 L xAKxxaAX XY ywx XXy xx XXX x kXK Xy % x

PROBY

Wykres 34. Porownanie zywotnos$ci komérek CD34+ w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C- analiza poszczeg6lnych prob
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4.3.18 Poréwnanie liczby CFU-GM/10° komorek jednojadrowych
w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 44 1 na wykresie 35 przedstawiono porownanie liczby prekursoréw CFU-
GM w materiale ocenianym w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w 4°C.
Stwierdzono istotng statystycznie roznice w liczbie prekursoréw granulocytarno-

monocytowych ocenianych metodg hodowli in-vitro w materiale ocenianym w dobie ,,0”

oraz przechowywanym przez 24h i 48h w 4°C.

Liczba CFU-GM/10°k.j. w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 4°C [/10°K.j]
Przecho anie Srednia + tes_t Fnove
w :V)éw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
,0” 419 417+ 149 126 814
24h 318 354+ 139 82 710 0,000081
48h 260 296+ 144 68 177

Tabela 47. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 45 przedstawiono poréwnanie wielokrotne liczby prekursorow CFU-GM
W materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). W poréwnaniu mig¢dzy
wszystkimi grupami nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w liczbie
prekursoréw granulocytarnych ocenianych w dobie ,,0” w poréwnaniu z materialem
przechowywanym przez 24h w 4°C. W poréwnaniu pozostatych grup réznice sg istotne

statystycznie.
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Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uktad badania

liczba CFU-GM/10°
k.j. doba ,,0”

doba ,,0”

liczba CFU-GM/10%kj.

czas przechowywania
24h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10°k.j.

0,226211

liczba CFU-GM/10°Kj.

czas przechowywania
24h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10%k.j.
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

czas przechowywania
48h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10%k.j.

0,000047

0,226211

0,033255

0,000047

0,033255

Tabela 48. Porownanie wielorotne liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

5 5 28 4 8 8
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Haias
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48n 4°C

Wykres 35. Porownanie liczby prekursor6w CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Na wykresie 36 przedstawiono poréwnanie liczby prekursoréw CFU-GM,

W poszczeg6lnych probach, w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz

po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Na wykresie jest widoczne duze zrdéznicowanie

wynikow miedzy poszczegdlnymi probami. Liczba prekursorow w wigkszosci prob

przekracza warto$¢ 200 CFU-GM/10°K.j..
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Wykres 36. Porownanie liczby prekursor6w CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C- analiza poszczeg6lnych prob

4.3.19 Porownanie liczby CFU-GM/10° komérek jednojadrowych
w materiale przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym
w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 46 1 na wykresie 37 przedstawiono porownanie liczby prekursoréw CFU-
GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
20°C. Liczba

monocytowych ocenianych metodg in vitro w dobie

przechowywania W temperaturze prekursoré6w  granulocytarno-

,07 oraz w materiale
przechowywanym w 20°C przez 24h i 48h ulega istotnemu statystycznie zmniejszeniu.

Mediana liczby prekursoréw wynosi odpowiednio 419, 83 oraz 0.

Liczba CFU-GM/10°K.j. w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 20°C [/10%k.j.]
Przecho anie Srednia + tes-t o
W ZV(\)IQy(\;V Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
507 419 417+ 149 126 814
24h 83 104+ 91 0 311 <0,000001
48h 0 2+5 0 25

Tabela 49. Porownanie liczby prekursoréw CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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W tabeli 47 przedstawiono poréwnanie wielokrotne liczby prekursorow CFU-
GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). W poréwnaniu wszystkich
grup stwierdzono istotne statystycznie réznice liczby prekursorow granulocytarnych
w materiale ocenianym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w temperaturze 20°C przez
24h 1 48h.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

liczba CFU-GM/10%k.j. | liczba CFU-GM/10%k.j.
czas przechowywania czas przechowywania
24h w temp. 20°C 48h w temp. 20°C

liczba CFU-GM/10°
k.j. doba ,,0”

Uktad badania

liczba CFU-GM/10°k j.
doba ,,0”
liczba CFU-GM/10°k.j.
czas przechowywania
24h w temp. 20°C
liczba CFU-GM/10°k.j.
czas przechowywania <0,000001

48h w temp. 20°C
Tabela 50. Porownanie wielokrotne liczby prekursoréow CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

0,00019 <0,000001

0,00019 0,000417

0,000417
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Wykres 37. Wykres ramka-wasy -poréwnanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym
przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Na wykresie 38 przedstawiono porownanie liczby prekursorow CFU-GM

W poszczegbdlnych probach w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0”
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oraz po24h i 48h przechowywania w 20°C. Na wykresie jest widoczny duzy rozrzut
wynikow mig¢dzy liczbg prekursorow CFU-GM w poszczegolnych probach. Liczba
prekursorow CFU-GM w kolejnych dobach przechowywania ulega znacznemu
obnizeniu. Po 24h przechowywania w 20°C pojedyncze uzyskiwane wyniki siegaja

warto$ci bliskich zeru.
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Wykres 38. Porownanie liczby prekursor6w CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C- analiza poszczegolnych prob

4.3.20 Porownanie liczby CFU-GM/10° komérek jednojadrowych
w materiale przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym
w 4°C iw 20°C po 24h i 48h

W tabeli 48 1 na wykresie 39 przedstawiono porownanie liczby prekursoréw CFU-
GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w materiale w dniu aferezy oraz
przechowywanym przez 24h i 48h w 4°C i 20°C. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice  w liczbie  prekursorow  granulocytarnych ~w  materiale  ocenianym
przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C i 20°C przez 24h i 48h.
Mediana liczby prekursoréw granulocytarnych maleje wraz z uplywem czasu, jest

znaczgco nizsza w temperaturze 20°C niz 4°C.
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Liczba CFU-GM/10°K.j. w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w 4°C w w 20°C [/10°k.j]
Przecho anie Srednia & tes:t Fnove
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p-value
5,07 419 417+ 149 126 814
24h 4°C 318 354+ 139 82 710
48h 4°C 260 296+ 144 68 777 <0,000001
24h 20°C 83 104+ 91 0 311
48h 20°C 0 2+5 0 25

Tabela 51. poréwnanie liczby prekursoréw CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 39. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.21 Poréwnanie liczby CFU-GM/10°Kk.j. po rozmrozeniu
w materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 49 i na wykresie 40 przedstawiono porownanie liczby prekursoréw CFU-
GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu krioprezerwowanym w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Liczba prekursoréw granulocytarno-
monocytowych ocenianych przy uzyciu hodowli in-vitro w materiale po rozmrozeniu, w
dobie ,,0” oraz przechowywanych przed zamrozeniem w 4°C przez 24h i 48h ulegla

istotnemu statystycznie zmniejszeniu.

Liczba CFU-GM/10°K.j. w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 4°C [/10°K.j]
Przecho anie Srodnia + tes:t o
w :V)éw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value

07 414 459+ 236 129 957
24h 320 348+ 203 80 881 <0,000001

48h 190 228+ 154 54 105

Tabela 52. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 50 przedstawiono poréwnanie wielokrotne liczby prekursorow CFU-GM
W materiale ocenianym po rozmrozeniu krioprezerwowanym w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Stwierdzono istotne
statystycznie roznice liczby prekursorow CFU-GM migdzy wszystkimi porownywanymi

grupami (p<0,05).
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Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uktad badania

liczba CFU-GM/10°
K.j. doba ,,0”

liczba CFU-GM/10°
K.j. doba ,,0”

czas przechowywania
24h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10%k.j.

0,00288

liczba CFU-GM/10%k.j.
czas przechowywania
24h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10%k.j.
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

czas przechowywania
48h w temp. 4°C

liczba CFU-GM/10°k.j.

<0,000001

0,00288

<0,000001

0,005584

Tabela 53. Porownanie wielokrotne liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

0,005584

:

Liczba prekursordw granulocytarnych CFU-GM/ 105k j.

=]
1
1

I Mir/Max

doba "0"

24h 4°C

48h 4°C

Wykres 40. Poréwnanie liczby prekursoréw CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

Na wykresie 41 przedstawiono poréwnanie liczby prekursorow CFU-GM,

W poszczegbdlnych probach, w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz

po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C.
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Wykres 41. Poréwnanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C- analiza poszczegolnych prob

4.3.22 Poréwnanie liczby CFU-GM/10° komérek jednojadrowych
po rozmrozeniu W materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym

w 20°C po 24h i 48h
W tabeli 51 i na wykresie 42 przedstawiono poréwnanie liczby prekursorow

CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w temperaturze 20°C. Liczba prekursorow CFU-GM oceniana przy
uzyciu hodowli in-vitro po rozmrozeniu w materiale przechowywanym
przed zamrozeniem w 20°C przez 24h i 48h ulegta istotnemu statystycznie zmniejszeniu.
W materiale poddanym krioprezerwacji w dobie ,,0” mediana liczby prekursorow
granulocytarnych wynosita 411, w materiale przechowywanym przez 24h wynosita 6,
natomiast po 48h - 0.
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Liczba CFU-GM/10°K.j. w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 20°C [/10°K j]
Przecho anie Srednia & tes_t o
W zv(\llg/(v:v Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
standardowe p-value
07 414 459+ 236 129 957
24h 6 32+ 71 0 346 <0,000001
48h 0 0 0 2

Tabela 54. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po
24h 1 48h przechowywania w temperaturze 20°C

W tabeli 52 przedstawiono porownanie wielokrotne liczby prekursoréw CFU-GM
w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania
w temperaturze 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne statystycznie rdznice

liczby CFU-GM stwierdzono migdzy wszystkimi porownywanymi grupami.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)
. liczba CEU-GM/10° liczba CFU-GM/10° kj liczba CFU-GM/10° kj
Uktad badania kj. doba 0" czas przechowywania czas przechowywania
v 7 24h w temp. 20°C 48h w temp. 20°C
liczba CFU-GM/10°k.j. 0,00002 <0,000001
doba ,,0”
liczba CFU-GM/10%k.j.
Cczas przechowywania 0,00002 0,015618
24h w temp. 20°C
liczba CFU-GM/10°k.j.
Cczas przechowywania <0,000001 0,015618
48h w temp. 20°C

Tabela 55. Poréwnanie wielokrotne liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 42. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz

po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

Na wykresie 43 przedstawiono Porownanie liczby prekursorow CFU-GM,
W poszczegdlnych probach, w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i48h przechowywania w temperaturze 20°C. Warto$ci liczby prekursorow
po 24h i 48h przechowywania sg bliskie 0.
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Wykres 43.Poréwnanie liczby prekursoroéw CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po
24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C- analiza poszczegdlnych prob
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4.3.23 Porownanie liczby CFU-GM/10°K.j. po rozmrozeniu W
materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C i w 20°C po 24h
i 48h

W tabeli 53 i na wykresie 44 przedstawiono poréwnanie liczby prekursorow CFU-
GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Liczba prekursoréw granulocytarnych
oceniana na podstawie hodowli in-vitro ulegla istotnemu statystycznie zmniejSzeniu
w materiale ocenianym po rozmrozeniu, poddanym krioprezerwacji w dobie ,,0” oraz

przechowywanym w 4°C przez 24h i 48h i w 20°C przez 24h i 48h.

Liczba CFU-GM/10°K.j. w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w 4°C i w 20°C [/10°k.j]
Przecho anie Stednia & tes:t fnove
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p-value

,»0” 414 459+ 236 129 957

24h 4°C 320 348+ 203 80 881
48h 4°C 190 228+ 154 54 105 <0,000001

24h 20°C 6 32+ 71 0 346

48h 20°C 0 0 0 2

Tabela 56. Poréwnanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 44. Porownanie liczby prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

4.3.24 Poréwnanie calkowitej liczby komoérek jednojadrowych [x10°]
w materiale przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym
w 4°C po 24h i 48h

W tabeli 54 i na wykresie 45 przedstawiono poréownanie catkowitej liczby
komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0”
oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C. Catkowita liczba komorek
jednojadrowych oceniona przy pomocy analizatora hematologicznego w dobie ,,0”
oraz w materiale przechowywanym w temperaturze 4°C przez 24h i 48h ulegta

nieznacznemu zmniejszeniu, roznice nie byly istotne statystycznie.
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Calkowita liczba komorek jednojadrowych w materiale przed
zamrozeniem przechowywanym w 4°C [x10°]
Przecho anie Srednia + tes_t o
" :‘Néw Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value

507 18,75 25,29+ 14,2 6,21 68,14
24h 18,88 24,8+ 13,74 5,43 67,13 0,091774

48h 19,15 24,61+ 13,67 6,21 66,8

Tabela 57. Porownanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 55 przedstawiono poréwnanie wielokrotne catkowitej liczby komorek

jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h

I 48h przechowywania w temperaturze 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Nie

stwierdzono istotnych statystycznie roznic catkowitej liczby komorek jednojadrowych

W materiale ocenianym w dobie ,,0”, po 24h i 48h przechowywania w 4°C.

Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Calkowita liczba Calkowit'a liczba Caikowitya liczba
. Kkomorek . . komorek . . komorek
Uktad badania jednojadrowych [x10°] jednojadrowych [x10°] | jednojadrowych [x107]
doba 0" czas przechowywania czas przechowywania
” 24h w temp. 4°C 48h w temp. 4°C
Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych doba 0,841093 0,09255
»0”
Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x107] 0,841093 0,841093
czas przechowywania
24h w temp. 4°C
Catkowita liczba
komoérek
jednojadrowych [x107] 0,09255 0,841093
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

Tabela 58. Porownanie wielokrotne catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym

przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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Wykres 45. Poréwnanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

4.3.25 Porownanie calkowitej liczby komorek jednojadrowych
[X10°] w materiale przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
przechowywanym w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 56 i na wykresie 46 przedstawiono pordéwnanie catkowitej liczby
komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i1 48h przechowywania w temperaturze 20°C. Roznice catkowitej liczby komorek
jednojadrowych ocenianych przy uzyciu analizatora hematologicznego w dobie ,,0” oraz

po 24h 1 48h przechowywania w temperaturze 20°C nie byly istotne statystycznie.

Calkowita liczba komorek jednojadrowych w materiale przed
zamrozeniem przechowywanym w 20°C [x10°]
Przecho anie Sreduia + tes_t o
" 2‘3’}2’ Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value

07 18,75 25,29+ 14,2 6,21 68,14
24h 19,38 24,56 13,64 6,3 70,47 0,078495

48h 20,11 26,06 16,06 7,91 83,5

Tabela 59. Poréwnanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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W tabeli 57 przedstawiono poréwnanie wielokrotne catkowitej liczby komorek

jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h

i 48h przechowywania w temperaturze 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Nie

stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w catkowitej liczbie komorek jednojadrowych

migdzy pordwnywanymi grupami.

Warto$¢ p (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Uktad badania

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x109]
doba ,,0”

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x107]
doba ,,0”

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x107]
czas przechowywania
24h w temp. 20°C

0,487239

Catkowita liczba
komoérek
jednojadrowych [x10°]
czas przechowywania
24h w temp. 20°C

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x10°]
czas przechowywania
48h w temp. 20°C

Calkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x107]
czas przechowywania
48h w temp. 20°C

0,487239

0,078748

Tabela 60. Porownanie wielokrotne catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym
przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

0,078748
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Wykres 46. Porownanie catkowitej liczby komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

4.3.26 Poréwnanie calkowitej liczby komoérek jednojadrowych [x10°]
w materiale przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz przechowywanym
w 4°C i w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 58 i na wykresie 47 przedstawiono poréwnanie catkowitej liczby
komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Catkowita liczba komorek
jednojadrowych wzrasta wraz z czasem przechowywania, jest wyzsza w materiale
przechowywanym w 20°C w poroéwnaniu z materiatem przechowywanym w 4°C, roznice

sg istotne statystycznie (p<0,05).
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Calkowita liczba komoérek jednojadrowych w materiale
przed zamrozeniem przechowywanym w 4 °C i w 20°C [x10°]
Przecho anie Srednia £ testt Frove
MOWyW: Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p-value

07 18,75 25,29+ 14,2 6,21 68,14
24h 4°C 18,88 24,8+ 13,74 5,43 67,13

48h 4°C 19,15 24,61+ 13,67 6,21 66,8 0,025907
24h 20°C 19,38 24,56+ 13,64 6,3 70,47
48h 20°C 20,11 26,06+ 16,06 7,91 83,5

Tabela 61. Poréwnanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 47. Porownanie catkowitej liczby komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym przed zamrozeniem
w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.27 Porownanie calkowitej liczby komérek jednojadrowych [x10°]
po rozmrozeniu W materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym
W 4°C po 24h i 48h

W tabeli 59 i na wykresie 48 przedstawiono pordéwnanie catkowitej liczby
komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice catkowitej liczby komorek jednojadrowych ocenianych w materiale
po rozmrozeniu, przechowywanym przed zamrozeniem w temperaturze 4°C przez 24h 1
48h, Wartosci mediany catkowitej liczby komorek jednojadrowych wynosity w materiale
krioprezerwowanym w dobie ,,0” 19,84 x10°, po 24h przechowywania w 4°C 15,38 x10°
i po 48h przechowywania w 4°C 17,81 x10°.

Calkowita liczba komoérek jednojadrowych w materiale po
rozmrozeniu przechowywanym w 4°C [x10°]
Przecho anie Srednia tes_t Fnove
" ;Néw Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value

»0” 19,84 22,65+ 12,44 6,39 55,13
24h 15,38 20,98+ 11,67 5,29 55,78 0,006317

48h 17,81 22,04+ 13,78 4,65 67,83

Tabela 62. Poréwnanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

W tabeli 60 przedstawiono Porownanie wielokrotne catkowitej liczby komorek
jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w temperaturze 4°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne
statystycznie roznice catkowitej liczby komorek jednojadrowych stwierdzono miedzy
materiatem ocenianym po rozmrozeniu, krioprezerwowanym w dobie ,,0” a materiatem

przechowywanym w 4°C przez 24h przed krioprezerwacja.
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Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x109]
doba ,,0”

Uktad badania

Catkowita liczba

komorek

jednojadrowych [x109]
czas przechowywania
24h w temp. 4°C

Catkowita liczba
komoérek
jednojadrowych [x10°]
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych
[x109]doba ,,0”
Calkowita liczba
komorek

jednojadrowych [x107] 0,226211
czas przechowywania
24h w temp. 4°C
Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x10%] 0,004495
czas przechowywania
48h w temp. 4°C

0,487239

0,226211

0,004495

Tabela 63. Poroéwnanie wielokrotne  catkowitej liczby komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym

po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C

0,487239
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Wykres 48. Porownanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C
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4.3.28 Porownanie calkowitej liczby komérek jednojadrowych [x10°]
po rozmrozeniu W materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym
w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 61 i na wykresie 49 przedstawiono porownanie catkowitej liczby
komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz
po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice catkowitej liczby komoérek jednojgdrowych ocenianych w materiale
po rozmrozeniu, przechowywanym przed zamrozeniem w temperaturze 20°C przez 24h
i 48h, Warto$ci mediany catkowitej liczby komoérek jednojadrowych wynosity
W materiale krioprezerwowanym w dobie ,,0” 19,84 x10°, po 24h przechowywania w 4°C
16,85 x10° i po 48h przechowywania w 4°C 17,47 x10°.

Calkowita liczba komoérek jednojadrowych w materiale po
rozmrozeniu przechowywanym w 20°C [x10°]
Przecho anie Srednia tes_t Fnove
" zv(\)/?/(\;v Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
standardowe p-value
»0” 19,84 22,65+ 12,44 6,39 55,13
24h 16,85 21,62+ 11,71 5,57 53,44 0,02627
48h 17,47 21,74+ 13,3 5,01 60,21

Tabela 64 Porownanie catkowitej liczby komoérek jednojagdrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie
,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

W tabeli 62 przedstawiono poréwnanie wielokrotne catkowitej liczby komorek
jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h
przechowywania w temperaturze 20°C (test POST-HOC Dunn Bonferroni). Istotne
statystycznie roznice catkowitej liczby komorek jednojadrowych stwierdzono miedzy
materiatem ocenianym po rozmrozeniu, krioprezerwowanym w dobie ,,0” a materiatem

przechowywanym w 20°C przez 24h przed krioprezerwacja.
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Warto$¢ p-value (test POST-HOC Dunn Bonferroni)

Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x109]
doba ,,0”

Uktad badania

Catkowita liczba

jednojadrowych [x109]
czas przechowywania
24h w temp. 20°C

Catkowita liczba
komoérek
jednojadrowych [x10]
czas przechowywania
48h w temp. 20°C

Catkowita liczba

komorek
jednojadrowych [x107]
doba ,,0”
Calkowita liczba

komorek
jednojadrowych [x10%] 0,759114
czas przechowywania
24h w temp. 20°C
Catkowita liczba
komorek
jednojadrowych [x10%] 0,022959
czas przechowywania
48h w temp. 20°C

0,022959

0,382525

Tabela 65. Porownanie wielokrotne catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym
po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C
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Wykres 49. Poréwnanie catkowitej liczby komoérek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 20°C

127



4.3.29 Porownanie calkowitej liczby komérek jednojadrowych [x10°]
po rozmrozeniu W materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym

w 4°C i w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 63 i na wykresie 50 przedstawiono poréwnanie catkowitej liczby komorek

jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Stwierdzono istotne statystycznie roznice

catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu

Krioprezerwowanym w dobie ,,0”, po 24h i 48h przechowywania w 4°C i 20°C.

Calkowita liczba komoérek jednojadrowych w materiale po
rozmrozeniu przechowywanym w 4 °C i w 20°C [x10°]
Przecho anie Srednia £ tes_t o
MOWyW: Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C dard
standardowe p—value

,»0” 19,84 22,65+ 12,44 6,39 55,13
24h 4°C 15,38 20,98+ 11,67 5,29 55,78

48h 4°C 17,81 22,04+ 13,78 4,65 67,83 0,007441
24h 20°C 16,85 21,62+ 11,71 5,57 53,44
48h 20°C 17,47 21,74+ 13,3 5,01 60,21

Tabela 66. Poréwnanie catkowitej liczby komorek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 50. Porownanie catkowitej liczby komérek jednojadrowych w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie

,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.30 Porownanie odsetka limfocytow [%] przed zamrozeniem
w materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C w 20°C po 24h

1 48h

W tabeli 64 i na wykresie 51 przedstawiono pordéwnanie odsetka limfocytow

W materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Stwierdzono istotne statystycznie roznice

odsetka limfocytoéw w materiale ocenianym przed zamrozeniem przy uzyciu analizatora

hematologicznego. Najwyzsza warto$¢ stwierdzono w materiale przechowywanym

przez 48h w 20°C, natomiast najnizsza w materiale po 24h przechowywania w 4°C.

Odsetek limfocytéw w materiale przed zamrozeniem
przechowywanym w4 °Ciw20°C [%]
Przecho anie Srednia £ tes:t fnove
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C tandard
standardowe p-value
,»0” 24,4 24,8+ 6,15 14 37,4
24h 4°C 21,8 22,89+ 6,02 11,3 37,3
48h 4°C 25,3 26,31+ 9,08 13,2 59 <0,000001
24h 20°C 31,1 33,64+ 8,17 22,7 52,1
48h 20°C 44,4 45,58+ 10,56 30,2 67,8

Tabela 67. Pordwnanie odsetka limfocytow w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 51. Poréwnanie odsetka limfocytow w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C 1 20°C

4331 Porownanie odsetka limfocytow [%] po rozmrozeniu
w materiale zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C
I w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 65 i na wykresie 52 przedstawiono poréwnanie odsetka limfocytow
W materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h przechowywania
w temperaturze 4°C 1 20°C. Odsetek limfocytow roznil si¢ istotnie statystycznie
W materiale ocenianym po rozmrozeniu poddanym krioprezerwacji w dobie ,,0”, po 24h
1 48h przechowywania w 4°C 1 20°C. Najwyzsza warto$¢ mediany odsetka stwierdzono
po 48h przechowywania w 20°C a najnizsza w materiale przechowywanym przez 24h
w 4°C.
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Odsetek limfocytow po rozmrozeniu W materiale przechowywanym
W 4°C i w 20°C [%]
Przecho anie Srednia + tes:t  nova
MOWyW: Mediana odchylenie | Minimum | Maksimum | Friedmana
w4°Ci20°C tandard
standardowe o-value
5,07 41,2 41+ 10,36 15,6 71,2
24h 4°C 38,8 39,7+5 9,6 19,8 65,9
48h 4°C 43,5 44,4+ 10,14 28,8 74,9 <0,000001
24h 20°C 59,2 60,31+ 124 31,6 80,9
48h 20°C 72,6 70,51+ 10,64 33,8 86,6

Tabela 68. Porownanie odsetka limfocytow w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C 1 20°C
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Wykres 52. Poréwnanie odsetka limfocytow w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

4.3.32 Poréwnanie odsetka granulocytéow [%] przed zamrozeniem
w materiale w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C i w 20°C

po 24h i 48h

W tabeli 66 i na wykresie 53 przedstawiono poréwnanie odsetka granulocytow

W materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Stwierdzono istotne statystycznie rdznice
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odsetka granulocytow w materiale ocenianym przed zamrozeniem przy uzyciu

analizatora hematologicznego.

Najwyzsza wartos¢

stwierdzono w materiale

przechowywanym przez 24h w 4°C, natomiast najnizsza w materiale po 48h

przechowywania w 20°C.
Odsetek granulocytow w materiale przed zamrozeniem

przechowywanym w 4 °C i w 20°C [%]
Przecho anie Srednia + tes:t o
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana

w4°Ci20°C dard
standardowe p-value
»0” 57,7 57,6+ 8,9 43,8 79

24h 4°C 61,4 59,2+ 10,24 37,5 76,7
48h 4°C 58,7 55,58+ 13,84 10,2 47,6 <0,000001

24h 20°C 47,7 45,92+ 9,88 23,1 62,6

48h 20°C 21,7 23,35+ 9,14 10,2 44,4

Tabela 69. Porownanie odsetka granulocytdw w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

801

g 2
L 1
L T

ofi

=]
1
L)

Odsetek granulocytow %)

i*;

— Mediana
B a1.03
I Min/Max

doba "0"

24h 4°C

4%h 4°C

24h 20°C

48 20°C

Wykres 53. Porownanie odsetka granulocytow w materiale ocenianym przed zamrozeniem w dobie ,,0” oraz po 24h
i 48h przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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4.3.33 Porownanie odsetka granulocytow [%] po rozmrozeniu

w materiale zamrozonym w dobie ,,0” oraz przechowywanym w 4°C

I w 20°C po 24h i 48h

W tabeli 67 i na wykresie 54 przedstawiono pordéwnanie odsetka

granulocytow w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C. Odsetek granulocytow roznit si¢ istotnie

statystycznie w materiale ocenianym po rozmrozeniu poddanym krioprezerwacji w dobie

,»0”, po 24h 1 48h przechowywania w 4°C 1 20°C. Najwyzszg wartos¢ mediany odsetka

stwierdzono po 24h przechowywania w 4°C, a najnizszg w materiale przechowywanym

przez 48h w 20°C (p<0,05).

Odsetek granulocytéw w materiale po rozmrozeniu
przechowywanym w4 °Ciw20°C [%]
Przecho anie Srodnia + tes:t o
. wyw Mediana odchylenie Minimum | Maksimum Friedmana
w4°Ci20°C tandard
standardowe p-value

07 37,5 38,57+ 11,29 57 69,2

24h 4°C 42,6 41,86+ 10,67 11,9 62,6
48h 4°C 35,8 35,3+ 10,34 4,9 54,1 <0,000001

24h 20°C 154 18,6+ 11,57 2,9 54
48h 20°C 6 7,92+ 8,17 1,6 48,3

Tabela 70. Poréwnanie odsetka granulocytoéw w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
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Wykres 54. Poréwnanie odsetka granulocytdéw w materiale ocenianym po rozmrozeniu w dobie ,,0” oraz po 24h i 48h

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

Zarowno czas jak 1 temperatura powoduja znaczne obnizenie odsetka

granulocytow. Zjawisko to jest bardziej widoczne w probach przechowywanych w 20°C.
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5. Dyskusja

Transplantacja komoérek krwiotworczych jest uznang metodg leczenia wielu
chorob hematologicznych oraz niehematologicznych. Obecnie komodrki krwiotworcze
znalazly zastosowanie w leczeniu wielu innych chor6b m.in. autoimmunologicznych.
Z roku na rok liczba transplantacji ro$nie. Wynika to z coraz wigkszej liczby wskazan

oraz stale przesuwajacej si¢ gornej granicy wieku.

W badaniach wtasnych skupiono si¢ na wynikach uzyskanych w grupie chorych
poddanych terapii mieloablacyjnej oraz transplantacji auto-KK. Podobnie jak
W pi$miennictwie $wiatowym, byli to chorzy z zaburzeniami uktadu limfoidalnego. Taka
procedure najczesciej przeprowadza si¢ obecnie w przypadku chorych na szpiczaka
plazmocytowego, chtoniaka Hodgkina oraz chtoniaka nieziarniczego [79]. W przypadku
transplantacji autologicznych komorek krwiotworczych procedura kolekcji KK oraz ich
przeszczepienia sg oddalone w czasie. W zwiazku z tym konieczne jest przeprowadzenie
procedury krioprezerwacji celem zabezpieczenia materialu transplantacyjnego
do momentu przeszczepienia. Takie postepowanie zastosowano i analizowano
w badaniach wtasnych.  Transplantacje autologicznych komorek krwiotworczych
cechuje stosunkowo niska Smiertelnos¢. Efekt przeciwnowotworowy w tej sytuacji zalezy

wylacznie od zastosowanej chemioterapii badz radioterapii [14, 80].

W latach 80 XX wieku do transplantacji zacz¢to stosowac komorki krwiotworcze
pochodzace z mobilizowanej krwi obwodowej, ktdra obecnie jest najczgstszym zrodiem
KK. W badaniach wlasnych réwniez wykorzystywano komorki krwiotworcze
pochodzace z mobilizowanej krwi obwodowej. Komorki krwiotwodrcze z mobilizowane;j
krwi obwodowej sg pozyskiwane przy uzyciu separatora komorkowego. Procedura
pozyskania KK z mobilizowanej krwi obwodowej jest stosunkowo mato inwazyjna
I w przeciwienstwie do KK pozyskanych ze szpiku kostnego nie wymaga znieczulenia
ogblnego. Do niewatpliwych zalet tego typu komorek nalezy szybsza rekonstytucja
w porownaniu z przeszczepieniem KK ze szpiku kostnego, co skraca czas hospitalizaciji,
ryzyko wystapienia powiktan infekcyjnych, a tym samym koszty przeprowadzenia
procedury. Niestety w przypadku transplantacji KK z mobilizowanej krwi obwodowej
ryzyko wystapienia ostrej azwlaszcza przewlektej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi jest zdecydowanie wigksze niz w przypadku przeszczepienia KK ze szpiku

kostnego [81].
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Afereza moze przebiega¢ przy uzyciu technologii filtracji membranowej badz
poprzez zastosowanie sity odSrodkowej i wykorzystanie roéznic gestosci [33]. Pierwszym
etapem pozyskania komorek przy uzyciu metody leukaferezy jest mobilizacja. Dzigki
mobilizacji mozliwe jest przemieszczenie komorek krwiotworczych ze szpiku kostnego
do krwi obwodowej. Najczesciej stosowanym $rodkiem stuzacym do mobilizacji jest
czynnik wzrostu G-CSF. Indukuje on zmiany funkcjonalne w mikrosrodowisku szpiku,
dochodzi do uwolnienia enzyméw z komoérek pochodzacych z linii mieloidalnej, ktore
uposledzajg interakcj¢ miedzy chemokinami i ich receptorami co umozliwia uwolnienie
komorek krwiotworczych do krwioobiegu. Oprocz G-CSF do mobilizacji mozna

zastosowac preliksafor, ktéry jest odwracalnym antagonistg receptora chemokinowego.

Oprécz pobrania komodrek krwiotworczych przy uzyciu aferezy mozemy
pozyska¢ krwinki czerwone, ptytki krwi badz osocze, a takze przeprowadzi¢ procedure
leczniczej wymiany osocza. W badaniach wlasnych osocze uzyskiwane podczas
leukaferezy komorek krwiotworczych wykorzystywano jako skladnik mieszaniny

krioprezerwacyjnej i istotne Zrddto biatek niezbednych do ochrony zamrazanych KK.

W badaniach wtasnych i zgodnie 2z pismiennictwem, leukafereze
przeprowadzano po uprzednim podaniu pacjentowi czynnika wzrostu w skojarzeniu z
chemioterapig. Skutecznag leukafereze mozna przeprowadzi¢ przy uzyskaniu warto$ci
>20 komorek CD34+/uL. Klein G. 1 wsp. podaje, iz w przypadku liczby komorek
mieszczacej si¢ w zakresie 10-20 kom. CD34+/uL konieczne jest indywidualne podejscie
do pacjenta i decyzje o rozpoczeciu aferezy podejmuje si¢ w zaleznosci od stopnia
zaawansowania choroby i mozliwosci dalszego leczenia [18]. Natomiast Kriegsmann
I wsp. w sytuacji liczby komorek mieszczacej si¢ w zakresie 10-20 CD34+/uL. wskazuje
na koniecznos¢ zastosowania preliksaforu [82]. Obecnie, w sytuacji szeroko rozwinietego
dawstwa komorek krwiotworczych na catym $wiecie duza wage przywigzuje si¢
do bezpieczenstwa catej procedury pobrania. Bardzo wazne jest, aby zarowno dawcy jak
1 pacjenci poddawani leukaferezie byli doktadnie poinformowani o przebiegu procesu
oraz mozliwych dzialaniach niepozadanych. Takie postepowanie stosuje si¢ w Klinice
Hematologii i Transplantacji Szpiku w Poznaniu. Cata procedura zawarta jest
w dokumentach SZJ oddziatu. Jak wynika z literatury najczgsciej spotykanymi efektami
ubocznymi stosowania terapii mobilizujacej sa bole kosci, bole glowy oraz uczucie

ogblnego ostabienia [33].
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U zdrowych dawcow stosowano wytacznie czynnik wzrostu i procedurg pobrania
komorek przeprowadzano zawsze pigtego dnia od rozpoczecia przyjmowania czynnika
wzrostu. Takie postepowanie jest zgodne z literaturg 1 wynika z wieloletniej praktyki

klinicznej [17]. Taka procedurg stosowano rowniez przy pozyskaniu materiatu w Klinice.

Na koncowy efekt procedury pozyskania komoérek krwiotwdrczych ma wplyw
wiele czynnikow. Jednym z nich jest wiek pacjenta. W badaniach wtasnych §rednia wieku
pacjentow w zakresie poroOwnania aferez uzyskanych przy uzyciu ro6znych separatorow
wynosita 42 lata. U 0sob mtodych wystepuje wysoki potencjat do samoodnawiania oraz
niski odsetek komorek patologicznych. Wraz z wiekiem dochodzi do upos$ledzenia
procesu autofagii, zwigksza si¢ rowniez liczba mutacji, telomery ulegaja skrdceniu.
Uwaza sig, iz defekty genetyczne ulegaja akumulacji w komorkach, powodujac
pozniejsze zmiany w procesie hematopoezy, uwidaczniajace si¢ wraz ze starzeniem
organizmu. Wraz z wiekiem wzrasta rowniez produkcja reaktywnych form tlenu.
W efekcie prowadzi to do mniej wydajnych kolekcji komorek krwiotworczych [25, 83].
W badaniach wlasnych nie stwierdzono zaleznosci migdzy wiekiem pacjenta badz dawcy

a wydajnoscig zbidrki.

Pte¢ pacjenta badz dawcy jest jednym z wazniejszych czynnikéw wptywajacych
na procedure leukaferezy. W badaniach wlasnych poréwnano grupe 125 kobiet i 167
mezczyzn. Wydajno$é aferezy, czyli catkowita liczba komorek CD34+, w badaniach
wiasnych, w przypadku obu zastosowanych separatoréw, byla wyzsza u mezczyzn.
Podobnie zaobserwowal Kresnik i1 wsp., ktorzy tlumaczyli t¢ sytuacje wyzszym
stezeniem testosteronu u mezczyzn. [28] Lenk i wsp. rowniez zauwazyli mniejsza
wydajnos¢ aferezy u kobiet. Podejrzewa si¢ rowniez, ze korzystny wptyw na wydajnos¢
zbiorki majg estrogeny, dlatego lepszy efekt uzyskuje si¢ u kobiet w wieku rozrodczym

niz u kobiet w okresie menopauzy [84].

Glownym celem leukaferezy jest pozyskanie jak najwigkszej liczby komorek
krwiotworczych w mozliwie krotkim czasie. W przypadku zastosowania separatora
Spectra Optia jest mozliwos$¢ przeprowadzenia procedury w systemie ciggtym - CMNC.
Jednakze zbyt duza objgtos¢ pobranego materialu moze powodowac niedocisnienie
I tachykardi¢ u pacjenta. Problemem moze by¢ takze duza objeto$¢é zastosowanego
w czasie leukaferezy antykoagulanta, co moze doprowadzi¢ do hipokalcemii, zasadowicy

metabolicznej, hipokaliemii i hipomagnezemii u dawcy badz pacjenta [35]. Ze wzgledu
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na niepozadane reakcje, w poznanskim osrodku, zgodnie z ogolnie przyjetymi zasadami

nadzor nad procesem separacji zawsze sprawuje przeszkolony personel medyczny.

W latach ubiegtych bardzo czesto stosowanym separatorem komoérkowym byt
Cobe Spectra, ktory jest systemem w duzej czgsci zaleznym od operatora. Jego dziatanie
opiera si¢ na manualnej regulacji interfejsu, jest urzadzeniem poétautomatycznym i nie
posiada czujnika optycznego. Natomiast Spectra Optia jest nowszym separatorem
komoérkowym i ma mozliwos¢ ciggtego poboru z automatycznym ustawieniem interfejsu
[32,85]. W badaniach witasnych dokonano pordéwnania separatorow Cobe Spectra
I Spectra Optia w zakresie uzyskanych parametrow na podstawie aferez
przeprowadzonych w 2015 roku. W 168 przypadkach zastosowano separator Cobe
Spectra, natomiast 124 leukaferezy przeprowadzono na separatorze Spectra Optia.
Obecnie separator komorkowy Cobe Spectra jest wycofany z obrotu. Posiadanie przez
poznanski oddziat separatoréw réznych typéw w tym czasie pozwolilo na porownanie
szeregu parametroOw uzyskiwanych przy uzyciu obu tych urzadzen. Wydaje si¢ to cenne

zaréwno ze wzgledéw poznawczych jak i praktycznych.

Waznym parametrem majacym duze znaczenie dla dalszej preparatyki i jakosSci
materiatu transplantacyjnego ma objetos¢ pozyskanego preparatu. W badaniach wiasnych
istotnie statystycznie wyzsza warto$¢ objetosci uzyskano przy zastosowaniu separatora
Spectra Optia. Mediana warto$ci objetosci preparatow uzyskanych na separatorze Spectra
Optia wynosita 182 ml, natomiast na separatorze Cobe Spectra 76 ml. Podobny rezultat
uzyskali Yanchun Li i wsp.. Natomiast Se-Na i wsp. zaobserwowali podobng objetos¢
w przypadku obu separatorow [31, 32]. Dhawan Setia i wsp. poréwnali natomiast
parametry produktéw uzyskanych przy uzyciu separatorow Cobe Spectra i Amicus.
Wigksza objetos¢ uzyskali przy zastosowaniu separatora Cobe Spectra [86]. Roznice
W objetosciach zastosowanych separatoréw moglty wynika¢ z ustawien separatorow,
umieje¢tnosci operatora i jego do$wiadczenia, a takze wlasciwos$ci osobniczych dawcy

badzZ pacjenta.

Oprocz objetosci materialu  separacyjnego kolejnym waznym aspektem
w przypadku leukaferezy byla liczba komorek jednojadrowych. W badaniach wtasnych
istotnie statystycznie wigksza liczbe komorek jadrowych uzyskano w przypadku
zastosowania separatora Spectra Optia. Mediana wartosci catkowitej liczby komorek
jednojadrowych uzyskanych z zastosowaniem separatora Spectra Optia wynosita

33,52x10°, natomiast 16,98x10° w przypadku uzycia separatora Cobe Spectra. Se-Na Lee
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I wsp. rowniez w swoich badaniach zaobserwowali wigksza liczbe komorek
jednojadrowych w przypadku zastosowania separatora Spectra Optia anizeli Cobe
Spectra [31]. Natomiast Lopez-Pereira i wsp. zaobserwowali wicksza catkowitg liczbe
komorek jednojadrowych w przypadku zastosowania separatora Cobe Spectra
w porownaniu do Spectra Optia [89]. Wysoka liczba komorek jednojadrowych
przy matej objetosci przektada si¢ na wysokie ich stezenie w materiale, co niesie za sobg
wiele niekorzystnych efektow m.in. powoduje zmniejszenie zywotnosci komorek
CD34+. Oprocz bezwzglednej liczby komorek jednojadrowych istotny jest rowniez ich
rodzaj. Duza zawarto$¢ dojrzatych granulocytéw w produkcie moze generowac proces
~clumpingu” czyli samoistnej agregacji komorek po rozmrozeniu. Niektore osrodki
stosujg procedure rutynowego dodawania dodatkowej porcji osocza autologicznego
do produktu, aby zapewni¢ lepsze Srodowisko komorkom i zagwarantowaé wysoka
jako$¢ materialu transplantacyjnego [87]. Dodatkowo, produkt zawierajacy wysoka
liczbe granulocytow, ktore po rozmrozeniu ulegaja rozpadowi, podczas infuzji moze
powodowac wystgpienie gorgczki u pacjenta, dreszcze, $wiad a takze wysypke [56,89].
Oprocz dojrzatych granulocytow w materiale moga by¢ obecne monocyty, ktére maja
aktywnos$¢ prokoagulacyjng z racji wydzielania przez nie czynnika tkankowego, co

w konsekwencji powoduje krzepnigcie materiatu po rozmrozeniu [51].

W trakcie leukaferezy moga wystapic reakcje niepozadane, opozniajgce zbidrke.
Jednym z nich jest zjawisko zlepiania si¢ ptytek. Moze do niego doj$¢ z réznych
przyczyn. Sa nimi: choroba podstawowa, schemat mobilizacji oraz kontakt Kkrwi
ze sztuczng powierzchnig. Proces spontanicznego zlepiania si¢ ptytek jest bardzo
niebezpieczny, gdyz czesto przebiega lawinowo prowadzac do utraty znacznej czesci
materiatu transplantacyjnego. W sytuacji zlepiania ptytek osoba przeprowadzajaca
aferez¢ moze doda¢ dodatkowga ilo$¢ antykoagulantu, aby zatrzymac proces. Niestety
takie postepowanie moze przyczyni¢ si¢ do niepozadanej reakcji u pacjenta zwigzanej
Z toksycznoscig $rodka przeciwkrzepliwego [87]. Dodatkowe zjawiska towarzyszace
procedurom leukaferezy i utrudniajace jej przebieg to m.in.: problem z dostepem zylnym
czy niemoznos¢ ustawienia interfejsu. Dlatego tak wazne jest, aby procedure leukaferezy
przeprowadzatl przeszkolony 1 do§wiadczony personel. Z wlasnych obserwacji wynika,
iz zlepianie si¢ ptytek krwi bylo znacznie bardziej nasilone w przypadku separatora
Spectra Optia niz Cobe Spectra. Sytuacja ta prawdopodobnie wynikala z wyzszej sily
odsrodkowej i mniejszych porow filtra w przypadku separatora Spectra Optia [88].

Wysoka zawartos¢ ptytek krwi w preparacie wigze si¢ z wickszg utratg ptytek u pacjenta

139



I moze prowadzi¢ do cytopenii, szczegdlnie w przypadku aferezy przeprowadzanej
u pacjentow. W badaniach Deneys i wsp. mniejsze zanieczyszczenie plytkami krwi
stwierdzono w przypadku zastosowania separatora Amicus w poréwnaniu z ComTec
I Cobe Spectra [89]. W badaniach prowadzonych przez Lopez-Pereira i wsp. wigksza
urat¢ ptytek krwi u pacjentow stwierdzono w przypadku leukaferez przeprowadzonych

na separatorze Cobe Spectra niz Spectra Optia [89].

Najwazniejszym parametrem decydujagcym o pozniejszej rekonstytucji u pacjenta
jest bezwzgledna liczba komorek CD34+. W badaniach wtasnych zdecydowanie lepsze
rezultaty aferezy uzyskano przy uzyciu separatora Spectra Optia niz Cobe Spectra.
Mediana wartosci catkowitej liczby komorek CD34+ w preparatach uzyskanych
na separatorze Spectra Optia wynosita 243,82x10°, natomiast przy uzyciu separatora
Cobe Spectra 143,32x10°. Yanchun i wsp. oraz Lopez-Pereira i wsp. uzyskali podobne
wyniki. W celu poprawienia parametrow zbiorki wprowadzono dodatkowy program
kolekcji w separatorze Spectra Optia - CMNC, ktory polega na cigglym poborze, jest
latwiejszy w obstudze i mniej czasochtonny. Pandey i wsp. porownali wydajnos¢ zbiorki
systemem CMNC na separatorze Spectra Optia oraz Cobe Spectra. Lepsza wydajnos¢
uzyskali uzywajac separatora Spectra Optia. Wysoka wydajno$¢ jest jednym
z najwazniejszych parametrow zbiorki, minimalizuje koszty zwigzane z powtdrng
kolekcja, nie naraza rdbwniez pacjenta badz dawcy na konieczno$¢ ponownego przyjecia

czynnika wzrostu [32, 89, 90].

Czas trwania aferezy jest rozny i zalezny od wielu czynnikow. Zgodnie z nasza
praktyka kliniczng procedury trwaja zazwyczaj 4-5 godzin. Przed przystapieniem
do procedury lekarz prowadzacy pacjenta ocenia dostep zylny i ewentualng konieczno$é
zatozenia wklucia centralnego. Przeprowadzanie leukaferezy w przypadku stabego
przeplywu krwi znacznie wydtuza kolekcje. Diugos$¢ trwania procedury nie powinna
przekraczaé 5 godzin, a liczba leukaferez prowadzonych w kolejnych dniach nie powinna
by¢ wigksza niz 4, przyjmujac, ze 1 kolekcja wykonywana jest w jednym dniu.
Z pismiennictwa wynika, 1z kolekcje prowadzone w kolejnych dniach, powyzej 4, sa
nieefektywne [18]. W analizie Yanchun Li i wsp. afereza trwata dluzej na separatorze
Spectra Optia. Podobne wyniki uzyskali Maitta oraz Se-Na Lee i wsp. [31,32, 33]. Zbyt
dtugi czas trwania aferezy nie jest korzystny, gdyz z czasem wydajno$¢ kolekcji znacznie
spada. Jednakze czesto wydtuzenie aferezy pozwala na uniknigcie kolejnego dnia
aferezy, co znacznie zmniejsza koszty catej procedury. W takiej sytuacji niezbgdne jest

indywidualne podejscie do pacjenta. Jezeli liczba leukocytow we krwi obwodowej w dniu
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aferezy jest wysoka podanie kolejnego czynnika wzrostu jest ryzykowne. Wtedy
wskazane byloby kontynuowanie aferezy. Na podstawie naszej praktyki klinicznej
zdarzajg si¢ rowniez sytuacje, ktore zmuszaja do przerwania aferezy. Sg to przede
wszystkim wskazania medyczne. Zte samopoczucie dawcy, omdlenie czy objawy
zwigzane z toksycznoscig ACD-A wprowadzanego podczas leukaferezy do krwioobiegu
pacjenta [87].

W badaniach witasnych przeanalizowano zywotno$¢ komoérek w zaleznosci
od zastosowanego separatora komorkowego. Warto$¢ mediany zywotnosci komorek
CD34+ ocenianych przed zamrozeniem wynosita w przypadku uzycia separatora Spectra
Optia 100%, natomiast przy uzyciu separatora Cobe Spectra 99,9%. Pandey oraz Lopez-
Pereira w swoich badaniach rowniez nie stwierdzili istotnych roéznic w zywotno$ci
komorek ocenianych przed zamrozeniem. [85, 90] Mediana zywotnosci komorek
jednojadrowych, w sktad ktorych wchodza rowniez komorki CD34+, po rozmrozeniu
w badaniach wlasnych wynosita 85% w przypadku zastosowania separatora Spectra
Optia, oraz 88% w przypadku zastosowania separatora Cobe Spectra. Natomiast mediana
zywotnosci wylacznie komorek CD34+ w przypadku zastosowania separatora Spectra
Optia wynosita 97,79%, natomiast przy uzyciu separatora Cobe Spectra 96,9%. Roznice
te sg niewielkie 1 pozwalajg na bezpieczne przeprowadzenie procedury transplantacyjne;j

przy uzyciu obu separatorow.

Transplantacja allogenicznych komorek krwiotworczych jest jedynym rodzajem
transplantacji pozwalajacym na przeprowadzenie procedury pomimo niezgodnos$ci
grupowej krwi migdzy dawca a biorca. Jest to okoto 20-40% wszystkich przeszczepien
allogenicznych komorek krwiotworczych. Niestety w sytuacji transplantacji
z niezgodnosciag moze dojs¢ do pdzniejszych powaznych konsekwencji. Sg to m.in.
hemoliza, opdézniona rekonstytucja uktadu czerwonokrwinkowego, czy choroba
przeszczep przeciwko gospodarzowi. Aby zminimalizowaé skutki przeszczepienia
niezgodnego grupowo materialu konieczne jest przeprowadzenie preparatyki w banku
komorek. Objetos¢ krwinek czerwonych przetoczonych pacjentowi z niezgodno$cia duza
nie powinna przekracza¢ 20 ml, dlatego wazne jest, aby produkt leukaferezy byt w jak
najmniejszym stopniu zanieczyszczony erytrocytami [37]. Obecnie pozyskiwane
preparaty zazwyczaj zawierajg bezpieczng ilos¢ krwinek czerwonych i nie wymagaja ich
usuwania. Se-Na Lee i wsp., Yanchun Li i wsp. a takze Lopez-Pereira i wsp. zauwazyli
nizszy hematokryt w przypadku zastosowania separatora Spectra Optia [31, 32, 85].

W przypadku transplantacji komoérek  krwiotworczych — z niezgodnosciga — duza
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izoaglutyniny biorcy reaguja z antygenami obecnymi na erytrocytach dawcy powodujac
opOznienie rekonstytucji. Zgodnos¢ grupowa miedzy dawcg i1 biorcg niesie za sobg
najmniejsze ryzyko powiklan. Natomiast w przypadku niezgodnosci nalezy jak
najbardziej oczysci¢ produkt, aby zminimalizowac¢ reakcje niepozadane, takie jak GVHD
czy hemolize, wynikajace z przetoczenia niezgodnej grupowo krwi [91]. Redukcja
erytrocytow powinna przebiega¢ zgodnie z przyjetymi dokumentami SZJ i powinna by¢
prowadzona przez doswiadczony personel banku. Procedura wigze si¢ bowiem z utratg
komoérek CD34+. Preparatyka tego typu moze byé prowadzona rowniez przy uzyciu
separatorow. W badaniach wlasnych redukcje prowadzono zgodnie z przyjetymi

schematami postgpowania SZJ bez wykorzystywania separatora.

Po przeprowadzonej leukaferezie materiat jest dostarczany do banku komorek,
celem dalszej preparatyki. Praca w BKM jest wykonywana w pomieszczeniach
zaopatrzonych w filtry HEPA, o podwyzszonym rezimie sanitarnym. WSszyscy
pracownicy banku przed przystapieniem do czynnosci preparatywnych zmieniajg
obuwie, zakladaja jatlowy czepek, maseczke i fartuch barierowy. Zgodnie z przepisami
praca w BK nie posiadajacym klasy czystosci ,,A” musi odbywaé si¢ w systemie
zamknigtym przy uzyciu zgrzewarki do jalowego faczenia drenéw. Takie zasady

obowiazuja w BKM.

Utrzymanie czysto$ci w pomieszczeniach banku komoérek i ich kontrola jest
niezwykle istotna z mikrobiologicznego punktu widzenia. Drobnoustroje znajdujace si¢
w powietrzu czy komorze laminarnej moga doprowadzi¢ do zanieczyszczenia
przetwarzanego w pracowni produktu. Kontrola czysto$ci mikrobiologicznej powietrza
pozwala na analiz¢ trendu, identyfikacje pojawiajacych si¢ zanieczyszczen oraz
poczynienie odpowiednich krokéw celem ich eliminacji. Szybkie wykrycie
zanieczyszczenia w produkcie umozliwia rownie szybka reakcj¢ lekarza i zastosowanie
odpowiedniego leczenia u pacjenta [92]. W BKM czystos¢ mikrobiologiczna powietrza
jest kontrolowana kazdorazowo w czasie pracy, metoda sedymentacyjng. Dodatkowo
czystos¢ mikrobiologiczna w newralgicznych punktach pomieszczenia preparatyki jest
sprawdzana raz w miesigcu, po przeprowadzeniu gruntownego sprzatania pomieszczen

banku.

Po przyjeciu materialu do banku komorek nastepuje jego ocena wzrokowa,
analiza szczelno$ci drenéw oraz jednorodno$ci zawiesiny. Nastepnie preparat jest

znakowany zgodnie z obowigzujgcym systemem ISBT. Kazdy preparat otrzymuje numer
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SEC czyli jednolity kod europejski, ktory jest niepowtarzalny i zawiera informacj¢ jakie
czynnosci preparatywne dotyczg tego produktu. Po wstgpnej ocenie i oznakowaniu
materiatu najpierw oceniana jest jego objetos¢, a nastepnie czysto$¢ mikrobiologiczna.
Wazne jest, aby kontrola mikrobiologiczna preparatu odbywata si¢ przed rozpoczeciem
czynnosci preparatywnych oraz po ich zakonczeniu. Dzigki temu w razie wystapienia
zanieczyszczenia mikrobiologicznego mozliwe jest przesledzenie poszczegdlnych

etapOw prac i uchwycenie momentu kontaminacji.

Po przeprowadzeniu tych czynnosci, przy uzyciu analizatora hematologicznego,
sprawdzana jest liczba komorek jednojadrowych. Kolejnym krokiem jest analiza odsetka
komorek CD34+ oraz ich zywotno$ci oceniana przy uzycCiu cytometru przeptywowego
z 7-AAD. W badaniach wlasnych analiza sktadu odsetkowego komoérek CD34+ oraz ich
zywotno$ci oceniana jest w dwukrotnym powtdrzeniu dla uniknigcia bledu
laboratoryjnego. Wyniki badan poddawane sa zewnatrz- i wewnatrzlaboratoryjnej
kontroli jakos$ci. Cytometria przeptywowa jest bardzo przydatng technika pozwalajaca na
ocene sktadu komorkowego materialu na podstawie cech morfologicznych komorek
w nim zawartych - wielkosci i ziarnistosci. Badanie opiera si¢ na wykrywaniu komoérek
posiadajacych na swojej powierzchni odpowiednie antygeny, ktore podczas analizy
ulegaja sprzeganiu z przeciwcialami zwigzanymi z fluorochromami. Metoda ta jest
obiektywna, szybka, pozwala na analiz¢ wielu komorek jednocze$nie. Do wad metody
mozemy zaliczy¢ stosunkowo wysoki koszt [42]. Ograniczeniem w ocenie ZywotnosSci
komorek CD34+ jest fakt, iz nie jest w stanie wykry¢ komoérek bedacych we wczesnej

fazie apoptozy [67].

W badaniach wilasnych poza oceng zywotnosci komoérek CD34+ technika
cytometrii przeplywowej] wykorzystywana jest starsza metoda mikroskopowa z uzyciem
bigkitu trypanu, Tym razem oceniana jest zywotno$¢ komorek jednojadrowych w sktad
ktoérych wchodza rowniez komorki CD34 pozytywne. Informacje uzyskane przy pomocy
tych dwoch metod uzupelniajg si¢ 1 stanowig poszerzenie wiedzy na temat komorek
zawartych w materiale uzyskanym w wyniku aferezy. Metoda ta polega na ocenie
mikroskopowej, przy uzyciu mikroskopu $wietlnego, proby inkubowanej wczesniej
zZ blgkitem trypanu. Po okreslonym czasie inkubacji barwnik wnika do wnetrza komorek
martwych, zabarwiajac je na niebiesko. Zywe komorki, bez defektu blony komorkowej,
pozostaja nienaruszone i nie ulegajg zabarwieniu. Jest to metoda szybka i1 prosta
w wykonaniu. Jednakze w ocenie zywotno$ci z bigkitem trypanu istnieje duze ryzyko

wystapienia artefaktéw falszujacych wynik. Trzeba réwniez pamigtaé, iz metoda ta
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ocenia catg populacj¢ komoérek jednojadrowych, a nie jak to jest w przypadku cytometrii
przeptywowej tylko komorek CD34+. Jest to analiza subiektywna, ocenie podlega
material biologiczny, dlatego wynik zalezy w duzej mierze od doswiadczenia
oceniajacego. Preparat powinien by¢ oceniany niezwlocznie po natozeniu na komore.

Zbyt dtugi czas inkubacji moze zafatszowaé wynik [69].

Trzecia metoda, wykorzystywana w obecnej praktyce znacznie rzadziej jest ocena
potencjatu klonogennego komorek krwiotworczych, w badaniach wtasnych CFU-GM,
przy uzyciu hodowli in vitro. Metoda ta ma najwickszg wartos¢ w ocenie jakosci, gdyz
jako jedyna pozwala na analiz¢ funkcjonalng przeszczepu. Probg¢ KK po odpowiedniej
izolacji umieszcza si¢ na ptytce hodowlanej w odpowiednim medium i poddaje inkubacji
w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO: przez 7-10 dni. Po tym czasie zlicza si¢
liczbe utworzonych kolonii granulocytarno-monocytowych przy pomocy mikroskopu
odwréconego. Do niewatpliwych wad metody mozemy zaliczy¢ dtugi czas wykonania
oraz oczekiwania na wynik a takze subiektywnos¢ oceny. W poznanskim osrodku ocene
potencjatu klonogennego stosuje si¢ od wielu lat. Jest to bardzo przydatna metoda
szczegolnie w kwestiach spornych, gdy zywotno$¢ komoérek jednojadrowych oraz
CD34+ jest ponizej 50%. Wtedy zgodnie z obowigzujacymi w osrodku wiasnym
procedurami ocenia si¢ potencjal klonogenny prekursoréw granulocytarno-
monocytowych i na podstawie otrzymanych wynikow zespo6t transplantacyjny podejmuje
decyzje o kwalifikacji materiatu do przeprowadzenia procedury przeszczepienia komoérek
krwiotworczych. W wielu osrodkach metoda ta nie jest stosowana ze wzgledu
na zmudno$¢ wykonania, brak walidacji oraz dtugi okres oczekiwania na wynik [74].
W badaniach wiasnych stosowano oceng¢ jakosciowa komorek z zastosowaniem

wszystkich trzech metod.

Jesli po pozyskaniu materiat transplantacyjny ma by¢ podany pacjentowi lub
poddany krioprezerwacji moze by¢ krotkoterminowo przechowywany w stanie ciektym.
Standardy moéwigce o warunkach kréotkoterminowego przechowywania materiatu
transplantacyjnego w duzej mierze zalezg od doswiadczen witasnych osrodka. Jednakze
zazwyczaj mowi si¢ o przechowywaniu KK w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 72
godziny. Zgodnie z najnowszymi wytycznymi JACIE, czyli oficjalnej europejskiej
jednostki akredytujacej osrodki zajmujace si¢ leczeniem chordéb hematologicznych,
warunki i okres przechowywania KK powinny by¢ S$cisle okreSlone

w Standardowych Procedurach Operacyjnych danego $rodka i poddawane regularnej
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walidacji. W podreczniku wydanym przez EBMT w 2019 roku maksymalny czas
przechowywania wynosi 72 godziny w temperaturze 2-6°C [55, 37].

W osérodku wilasnym szpik moze by¢ przechowywany przez maksymalnie 48
godzin w temperaturze 2-8°C. Hahn i wsp. podaja, iz przechowywanie szpiku kostnego
W temperaturze pokojowej moze by¢ korzystne ze wzgledu na proces fagocytozy bakterii,
ktére moga zanieczyszcza¢ material transplantacyjny. Zjawisko to jest nazywane
samosterylizacja. Procedura pozyskania szpiku kostnego jest o wiele bardziej narazona
naryzyko kontaminacji drobnoustrojami. Zauwazono réwniez, iz szpik kostny
przechowywany w temperaturze pokojowej zawiera wigcej leukocytoéw niz ten
przechowywany w 4°C [48]. Pamphilon i wsp. podaja, iz warunki przechowywania KK
pozyskanych ze szpiku oraz z mobilizowanej krwi obwodowej roznig si¢ ze wzgledu
na rézny sktad tych materiatdéw. Szpik kostny zawiera wigcej krwinek czerwonych, ma
mniejsze st¢zenie komodrek jednojadrowych, a takze inny sktad antykoagulantow.
Wykazali rowniez, iz temperatura ma wigkszy wplyw na material transplantacyjny
pochodzacy z mobilizowanej krwi obwodowej niz ze szpiku [35]. Natomiast analiza
Thakrala 1 wsp. wykazata, ze szpik kostny zachowuje wysokie parametry iloSciowo-
jakosciowe przez 72h przechowywany w 4°C 1 22°C, natomiast parametry ulegaja
znacznemu pogorszeniu w 37°C [93]. Fry i wsp. twierdzg, iz szpik kostny przeznaczony
do podania w ciggu 72 godzin powinien by¢ przechowywany w temperaturze 4°C, anizeli
poddany krioprezerwacji [50].

Okreslenie optymalnych warunkow przechowywania materiatu
transplantacyjnego jest niezwykle istotne ze wzgledow praktycznych. W badaniach
wlasnych szeroko przeanalizowano zmiany wielu parametrow iloSciowo-jakosciowych
w rdéznym czasie 1temperaturze przechowywania produktu. Dzigki takiemu podejsciu
mozna bylo zauwazy¢ jaka jest ich dynamika i ktére warunki sa akceptowalne.
W dzisiejszych czasach, w dobie pandemii koronawirusa, stan¢liSmy przed wyzwaniem
polegajacym na koniecznosci krioprezerwacji allogenicznych komoérek krwiotworczych.
Zamierzeniem przedstawionych badan wtasnych bylo, aby uzyskane wyniki pozwolity
na ustalenie granic akceptowalnych w kontek$cie transportu materialu do naszego

osrodka oraz warunkow jego przechowywania.

W badaniach wiasnych materiat przeszczepowy testowano w dniu kolekcji oraz
po 24h i1 48h przechowywania w 4°C i 20°C zgodnie ze schematem badania

przedstawionym na rycinie 5. material oceniono przed zamrozeniem, nastepnie proby

145



poddawano krioprezerwacji i ponownie oceniano je po rozmrozeniu. W badaniach
wilasnych przeanalizowano odsetek komorek CD34+, zywotno$¢ komorek
jednojadrowych oraz komorek CD34+, potencjat klonogenny, liczbe komorek

jednojadrowych, odsetek limfocytow oraz granulocytow.

Ocena zywotno$ci komorek w materiale transplantacyjnym jest wazna cze$cia
analizy jakosciowej. Przy uzyciu biekitu trypanu metoda mikroskopowa mozna oceni¢
zywotnos¢ wszystkich komorek jednojadrowych. Natomiast wybiorcza analiza
zywotnosci wytgcznie komorek CD34+ jest mozliwa dzigki zastosowaniu metody
cytometrii przeptywowej z uzyciem 7-AAD. Obie te metody wzajemnie si¢ uzupetniaja
I pozwalaja na kompleksowa oceng jakosciowa, niezbedng do kwalifikacji materialu

transplantacyjnego. W badaniach wtasnych do oceny jakosciowej uzyto obu metod.

W badaniach wlasnych oceniono zywotno§¢ komorek jednojadrowych w tescie
Z biekitem trypanu, przed zamrozeniem. Mediana zywotnosci komorek jednojagdrowych
w materiale przechowywanym przez 24h 1 48h w 4°C wynosita w dniu aferezy 100%, po
24h 99% 1 po 48h 96%. Natomiast w materiale przechowywanym w 20°C wynosita
odpowiednio 100%, 93% oraz 74%. Warto$ci zywotnosci ulegly istotnemu statystycznie
zmniejszeniu. Wiekszy spadek zywotnosci komorek jednojadrowych nastapit w 20°C,
jednakze nadal sa one na wysokim poziomie, powyze] 70%, pozwalajacym
zakwalifikowa¢ je do transplantacji. Natomiast w badaniach Thakrala Zzywotnosc¢
komorek jednojadrowych przechowywanych w 4°C przez 72h, ocenianych w §wiezym
materiale wynosita powyzej 90% do 48h oraz powyzej 85% do 96h [93]. Pamphilon
| wsp. rowniez zauwazyli obnizenie wartosci zywotnosci KK przechowywanych w 4°C
wraz z uptywem czasu, jednakze material spelnial kryteria kwalifikacji
do przeszczepienia [51]. Kao i wsp. zaobserwowali, iz preparaty przechowywane
w mieszaninie Plasmalyte i ACD-A, jako medium zachowywaly zywotno$¢ komorek
jednojadrowych ocenianych z bigkitem trypanu powyzej 80% przez 72h w 4°C
[36]. Moroff iwsp. rowniez analizowali zywotno$¢ komorek jednojadrowych
przed zamrozeniem, przechowywanych do 3 dni w 1-6°C i 20°C. W czgsci ,,A” badania
analizowano KK przechowywane przez 3 dni w temperaturze 1-6°C w osrodku
pobierajacym, natomiast W cze$ci ,,B” badano materiat transportowany do osrodka
przeszczepiajagcego przez kuriera w temperaturze 1-6°C. Zywotnoéci komérek
jednojadrowych ocenianych w tescie z bigkitem trypanu w czesci ,,A” byly na wysokim
poziomie, natomiast w czgsci ,,B” ulegly nieznacznemu obnizeniu z 98% dnia 1 do 91%

dnia 3 [53].
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Nastgpnie przeanalizowano zywotno$¢ komorek CD34+, oceniang metoda
cytometrii przeptywowej przy uzyciu 7-AAD w materiale przeszczepowym
przed zamrozeniem. Stwierdzono mediang zywotnosci wynoszaca 99,89% w materiale
w dniu aferezy, 99,8% w materiale przechowywanym przez 24h w 4°C oraz 99,12%
w materiale po 48h przechowywania w 4°C. Natomiast w materiale przechowywanym
w temperaturze 20°C ocenianym w dniu aferezy oraz po 24h i 48h przechowywania
warto$¢ mediany zywotno$ci wynosita odpowiednio 99,89%, 94,71% oraz 40,06%.
Zywotno$¢ komorek CD34+ po 48h przechowywania ulegta znacznemu obnizeniu. Duzy
rozrzut zywotno$ci komoérek CD34+ po 48h przechowywania moze wynikaé
z whasciwosci materiatu, stanu biologicznego pacjenta czy jednostki chorobowe;j.
W badaniu Moroffa, stwierdzono wysokie wartosci zywotnosci komorek CD34+,
utrzymujace si¢ na Wysokim poziomie przez 3 dni w temperaturze 1-6°C w miejscu
pobrania, podobnie jak w badaniach wtasnych. Natomiast zywotno$¢ komoérek CD34+
spadta z 91% do 79% w materiale transportowanym przez kuriera w temperaturze 1 -6°C
do 3 dni [53]. Wedtug Pamphilon i wsp. KK mogg by¢ z powodzeniem przechowywane
w temperaturze 2-6°C przez okres maksymalnie 96h z zachowaniem wysokich
parametrow zywotnosci komoérek CD34+ [51]. Antonenas i wsp. podaja, iz optymalna
temperatura do zachowania wysokiej zywotnosci KK podczas przechowywania w stanie
cieklym oraz transportu do innego osrodka wynosi 2-8°C, co ma odzwierciedlenie
w badaniach wtasnych [94]. Kao i wsp. analizowali zywotno$¢ komorek CD34+
przechowywanych w 4°C i 20°C do 72h. Zaobserwowali niewielki spadek zywotnosci
komorek CD34+ do 48h przechowywania w 4°C - powyzej 80%, spadek zywotnosci
ponizej 80% nastapit po 72h. Natomiast znaczny spadek Zywotno$ci, ponizej 40%,
zaobserwowano w materiale przechowywanym przez 72h w 20°C [36].

Badania wilasne wykazaty, ze odsetek komoérek CD34+ w materiale
przechowywanym w 4°C ulegt nieznacznym wahaniom. Warto$¢ mediany odsetka
komoérek CD34+ w dniu aferezy wynosita 1,36%, po 24h przechowywania w 4°C
wynosita 1,34%, a po 48h - 1,39%. Natomiast w materiale przechowywanym
w temperaturze 20°C odsetek komorek CD34+ wulegt istotnemu statystycznie
zmniejszeniu, po 24h przechowywania warto§¢ mediany wynosita 1,28%, natomiast
po 48h - 1,2%. Uzyskane warto$ci $wiadcza o niekorzystnym wplywie temperatury
na odsetek komorek CD34+.

Kluczowe znaczenie dla jako$ci materialu transplantacyjnego ma wysoki

potencjat klonogenny manifestujacy si¢ liczba i jakoscig utworzonych kolonii. Im
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wigksza liczba prekursorow granulocytarno-monocytowych w przeszczepie tym szybsza
rekonstytucja u pacjenta oraz mniejsze ryzyko infekcji i krotszy czas hospitalizacji.
W badaniach wlasnych oceniono liczbe prekursoréw CFU-GM przed zamrozeniem
po 24h i 48h przechowywania w 4°C. Wartosci mediany wynosity odpowiednio 419
CFU-GM/10° k.j. w dniu aferezy, 318 CFU-GM/10°k.j. po 24h i 260 CFU-GM/10° k.j.
po 48h. Liczba prekursoréw ulegta zmniejszeniu, jednakze material nadal spetniat
wszelkie  kryteria  akceptacji ~ do przeszczepienia.  Natomiast  w materiale
przechowywanym w 20°C warto$ci mediany liczby prekursoréw CFU-GM wynosity 83
CFU-GM/10° k.j. po 24h przechowywania, po 48h stwierdzono pojedyncze prekursory
CFU-GM w materiale. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, iz
material przeszczepowy przechowywany w 20°C nie spelnia kryteriow akceptacji celem
zakwalifikowania do transplantacji. Podobne wnioski otrzymano w badaniach
przeprowadzonych przez Moroffa i wsp., gdzie liczba prekursorow CFU-GM
utrzymywata si¢ na wysokim poziomie w materiale przechowywanym przez 3 dni
w temperaturze 1-6°C. [53] Pamphilon i1 wsp. badali zalezno$§¢ miedzy wysokim
stezeniem komorek jednojadrowych w preparacie, a potencjalem klonogennym.
Po przeanalizowaniu stwierdzili, iz stezenie komoérek powyzej 2x108/ml powoduje
znaczne obnizenie liczby prekursoréw CFU-GM w preparacie, jesli materiat byt
przechowywany w temperaturze pokojowej [35]. Thakral iwsp. stwierdzili, iz
przechowywanie przeszczepu do 72h w 4°C pozwala na zachowanie potencjatu
klonogennego komorek krwiotworczych [93]. Wedug Fry i wsp. liczba CFU-GM jest
najlepszym  wskaznikiem mowigcym o jakos$ci materialu  przeszczepowego
| zapewniajacym szybka rekonstytucj¢. Fry i wsp. przedstawili procentowy spadek liczby
prekursorow CFU-GM. Po 48h  przechowywania w materiale ocenianym
przed zamrozeniem, przechowywanym w 4°C wynosit on okoto 30%, natomiast w 20°C
-50%. Fry porusza rowniez istotng kwesti¢, iz proba oceniana w badaniach nie jest do
konca reprezentatywna. Analiz¢ przeprowadza si¢ na pilotce o objgtosci ok. 1 ml,
natomiast material przeszczepowy jest krioprezerwowany w wigkszych objetosciach,
stad mozliwo$¢ wystgpienia rozbieznosci migdzy parametrami ilo§ciowo-jakosciowymi
ocenianymi w pilotce a faktycznymi parametrami materialu przeszczepowego w worku
do glebokiego zamrazania. [50] Jednakze przygotowanie pilotek o wigkszych
objetosciach wigzatoby sie, ze zbyt duzg stratg materiatu, ktora nie jest akceptowalna.
Seo 1 wsp. zaobserwowali, iz liczba prekursoréw CFU-GM jest duzo mniejsza
w materiale przechowywanym przez noc w temperaturze pokojowej niz w materiale

poddanym bezposrednio preparatyce [52]. Kao i wsp. zaobserwowali, iz bardziej stabilny
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w zakresie parametrow ilo$ciowo jako$ciowych jest szpik kostny w poréwnaniu z krwig
obwodowa. Kao i wsp. stwierdzili, iz zawarto$¢ kwasu mlekowego w szpiku kostnym
jest nizsza, niz we krwi obwodowej. Liczba CFU-GM wg. Kao i wsp. nie zmienia si¢
istotnie w materiale pozyskanym z mobilizowanej krwi obwodowej przechowywanym
przez 24h w lodéwce. Kao w przeprowadzonej analizie zauwazyl, iz zywotnos¢ i liczba
komorek CD34+ s3 na wysokim poziomie nawet po 72h przechowywania. Niestety
sytuacja przedstawia si¢ zupelnie inaczej jesli chodzi o potencjal klonogenny materiatu
transplantacyjnego. Liczba prekursorow CFU-GM ulegta znacznemu zmniejszeniu
po 48h w materiale przechowywanym w 4°C. Autor wigze zaistnialg sytuacje
z widocznym wzrostem kwasu mlekowego po 48h przechowywania, a co a tym idzie
rowniez spadkiem pH. Znaczenie dla parametrow ilosciowo-jakosciowych moze miec
rowniez rodzaj uzytego antykoagulanta. W preparatach, w ktérych zastosowano heparyng
zawarto$¢ kwasu mlekowego byta wyzsza, niz w przypadku zastosowania ACD-A, jako
antykoagulanta [36]. W powszechnej praktyce oznaczenie liczby prekursoréw CFU-GM
nie jest stosowane, przede wszystkim ze wzgledu na to, iz jest to metoda czasochtonna,
wymagajaca duzo pracy. Jednakze tylko ocena potencjatu klonogennego pozwala w petni
oceni¢ funkcjonalno$¢ komorek zawartych w materiale transplantacyjnym i ich zdolno$¢
do odtworzenia hematopoezy u pacjenta. W rozstrzygnieciach, przy uzyskaniu
pozostatych wartosci charakteryzujacych materiat przeszczepowy skrajnie niskich ocena
potencjatu klonogennego prekursoréw uktadu granulocytarno-monocytowego wydaje si¢

nieodzowna i bardzo pomocna.

Do oceny ilosciowej materiatu przeszczepowego zaliczamy réwniez analize
liczby komorek jednojadrowych, ktéra jest wyjsciowa do oceny zawartosci komorek
CD34+ w koncowym produkcie. Liczba przeszczepionych komorek jednojadrowych ma
wplyw na szybko$¢ rekonstytucji po transplantacji u pacjenta. W badaniach wtasnych
catkowita liczba komorek jednojadrowych w materiale przeszczepowym zwigkszyla sie
wraz z czasem przechowywania zarowno w 4°C jak 1 20°C. Jednakze wzrost byl
niewielki, nieistotny statystycznie, by¢ moze wynikajacy z matej grupy badane;j.
W badaniach wtasnych calkowita liczba komoérek jednojadrowych nieznacznie wzrosta
po 24h 1 48h przechowywania w 4°C. Mediana wartosci w dniu aferezy wynosita
18,75x10°, po 24h przechowywania w 4°C wynosila 18,88 x10°, natomiast po 48h 19,15
x10°. Natomiast w materiale przechowywanym w 20°C wzrost byt wigkszy, jednakze
réwniez nieistotny statystycznie. Mediana warto$ci catkowitej liczby komorek po 24h

przechowywania w 20°C wynosita 19,38 x10° a po 48h 20,11 x10°. W przypadku badan

149



przeprowadzonych przez Moroffa i wsp. catkowita liczba komorek jednojadrowych
nieznacznie maleje wraz z czasem przechowywania w temperaturze 1-6°C. [53]
W badaniach Thakrala i wsp. TNC (catkowita liczba komorek jednojadrowych; ang. total
nuclear cells) po 24h przechowywania w 4°C wzrosto z 4,43x108/kg m.c. pacjenta
do 4,79 x108kg m.c. [93]. Seo i wsp. ocenili liczbe komorek jednojadrowych w dniu
pozyskania, ktora wynosita 3,82 x108/ml, po 24h przechowywania w 4°C spadta do 3,71
x108/ml, a w materiale przechowywanym w temperaturze pokojowej po 24h wynosita
3,61 x10%/ml [52]. Bardziej istotne od catkowitej zawartosci komorek jednojadrowych
jest ich stezenie w produkcie. W badaniach przeprowadzonych przez Watz'a i wsp.
stwierdzono, iz jezeli stezenie komorek jest wyzsze niz 3x108/ul, wtedy zywotnosé
komorek po rozmrozeniu jest zdecydowanie mniejsza [38, 97]. W badaniach wlasnych
stezenie komorek w materiale przeznaczonym do krioprezerwacji bylo mniejsze niz
2x108/ml. Na podstawie obserwacji we wlasnym osrodku wyzsze stezenia, powyzej

wartoéci 3x108/ml, zmniejszaja zywotno$é komérek krwiotworczych.

Stezenie komoérek w preparacie poddanym  krioprezerwacji, zgodnie
Z pi$miennictwem nie powinno przekraczaé 3x10® komérek jednojadrowych/ml [95].
Rowniez Felix i wsp. pokazali, ze stezenie komoérek powyzej 2,8x108K.j./ml opdznia
rekonstytucje u pacjentow pediatrycznych. Natomiast Lin i wsp. nie zauwazyli znaczacej
réznicy w zywotnosci komorek powyzej i ponizej wartosci 3x10%k.j./ml. Zgodnie
z praktykg stosowang w naszym o$rodku, produkty poddawane sg krioprezerwacji
W stezeniu nie przekraczajacym 2x108K.j./ml [96, 97]. Aby zmniejszy¢ objetos¢ preparatu
do pozniejszej krioprezerwacji nalezy podda¢ go wirowaniu przy uzyciu
wiréwki preparatywnej. Nastepnie za pomocg ekstraktora osocza usuwa si¢ jego nadmiar.
W badaniach wlasnych poréwnano wptyw tej manipulacji na pdzniejszg jako$¢ materiatu
transplantacyjnego. Bezwzgledna liczba komorek jednojadrowych w preparacie byta
nieznacznie wyzsza w materiale po redukcji osocza niz przed, natomiast bezwzglgedna
liczba komorek CD34+ po redukcji osocza byta nizsza. Roznice te nie byly istotne
statystycznie. Nie stwierdzono réznic w odsetku komoérek CD34+ przed 1 po redukcji
osocza. Oceniono takze zywotnos¢ komoérek CD34+ przed i po redukcji. Ulegla ona

nieznacznemu zmniejszeniu.

Podsumowujac, procedura zmniejszenia objetosci preparatu  komorek
krwiotworczych nie wplywa na jako$¢ koncowego produktu. Pozwala natomiast
zmniejszy¢ ilos¢ krioprezerwowanych pojemnikéw, a €0 za tym idzie ilo§¢ miejsc

zajmowanych w zbiorniku zasilanym w ciekly azot, ostatecznie zmniejszajac koszty
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przechowywania. Dodatkowa korzys$cia ptynaca z redukcji osocza jest mniejsza objetos¢

DMSO podawana pacjentowi podczas transplantacji.

Wykorzystanie komorek krwiotworczych do transplantacji autologicznej jest
mozliwe dzigki zastosowaniu metody krioprezerwacji. Komorki po pozyskaniu sg
zamrazane, nastepnie pacjent otrzymuje chemioterapi¢ I w Kolejnym etapie jest
przeprowadzana procedura transplantacji. Krioprezerwacja materialu jest réwniez
wykorzystywana w przypadku pozyskania zbyt duzej liczby komoérek do transplantacji
allogenicznej. Wtedy nadmiar materialu jest zamrazany i1 w przypadku wznowy
U pacjenta moze by¢ zastosowany do przeprowadzenia kolejnej transplantacji. W obecnej
sytuacji pandemii koronawirusa proces krioprezerwacji stat si¢ rowniez nicodtgcznym
elementem transplantacji allogenicznej. Aby uniknaé sytuacji, w ktorej lekarze byliby
zmuszeni poda¢ pacjentowi materiat od osoby zakazonej, po pozyskaniu komorki
zamrazane s w osrodku transplantacyjnym. Takie postepowanie wypracowane zostato
w zwigzku z panujacymi warunkami pandemii w jakich obecnie znalazty si¢ o$rodki

zardwno w kraju jak i zagranica.

Przebieg zamrazania, pomimo wielu lat stosowania, r6zni si¢ W wielu osrodkach
transplantacyjnych.  Dotychczas nie opracowano standaryzacji pozwalajacej
na ujednolicenie procesu krioprezerwacji. Kazdy osrodek musi sam dostosowac swoje
procedury tak, aby otrzymac jak najlepszy efekt koncowy, czyli produkt o jak najwyzszej
jakosci, zapewniajacy szybka rekonstytucje u pacjenta po transplantacji [65]. Wszystkie
procesy stosowane w danym o$rodku musza by¢ zwalidowane i zgodne z systemem
zapewnienia jako$ci. Krioprezerwacja komorek krwiotworczych pozwala na ich
pozniejsze wykorzystanie. Schtodzenie komorek ponizej 0°C powoduje ich uszkodzenie
poprzez zmiany wlasciwosci bton biatkowo-lipidowych. Zamrazanie komoérki powoduje
krystalizacje¢ zawartej w niej wody, a tym samym odwodnienie organelli komorkowych.
Dochodzi do zaburzenia integralnosci komorki i znieksztalcen cytoszkieletu, aby

zapobiec tym procesom konieczne jest zastosowanie krioprotektanta [57].

Materiat transplantacyjny moze by¢ zamrazany metoda niekontrolowana, badz
kontrolowang. Pierwsza metoda polega na bezposrednim umieszczeniu materiatu
transplantacyjnego, po dodaniu krioprotektanta, w zamrazarce niskotemperaturowej,
w temperaturze -80°C. Nastgpnie, po uptywie 24h preparat jest przenoszony do zbiornika
magazynowego, zasilanego w ciekly azot. Material poddany krioprezerwacji metoda

niekontrolowang wykazuje wigksze straty komorek w poroéwnaniu z krioprezerwacjg
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metoda kontrolowang, jednakze mozna z powodzeniem zastosowac go do transplantacji
zapewniajac rekonstytucje U pacjenta [98]. W poznanskim osrodku od wielu lat stosuje
si¢ programowane zamrazanie produktu. Procedura krioprezerwacji przebiega zgodnie
z krzywa przedstawiong na rycinie 16. Optymalng szybko$cig schtadzania, pozwalajaca
na zachowanie zywych komorek krwiotworczych jest 1-2°C/min. Po zakonczeniu
procesu programowanego zamrazania preparaty umieszczane sg W zbiorniku
magazynowym z monitorowang temperaturg. Wazne jest, by produkty przemiescic¢
mozliwie szybko i nie otwiera¢ zbyt czesto zbiornika, gdyz nawet kilkusekundowe
ocieplenie moze mie¢ niekorzystny wptyw na zywotnos¢ komorek. Takie zmiany nie sg

widoczne gotym okiem, odbywajg si¢ na poziomie mikroskopowym [99].

Obecnie za zloty standard jako S$rodek krioochronny uznaje si¢
dimetylosulfotlenek. Jest on krioprotektantem wnikajacym przez btong komorkowa
do wnetrza komorki. DMSO obniza temperature krzepnigcia roztworu, zapobiega
tworzeniu wewnatrzkomoérkowych krysztatow lodu, ktére prowadza do uszkodzenia
organelli komérkowych. W celu zmniejszenia toksycznego dziatania DMSO na komorki
przed zamrozeniem dimetylosulfotlenek stosuje si¢ w roztworze, jako dodatek do osocza
autologicznego, albuminy badZz skrobi hydroksyetylowej. W zwiazku z toksycznym
dziataniem DMSO réwniez na pacjenta dazy si¢ do zmniejszenia jego stezenia. Obecnie
standardowo stosuje si¢ dimetylosulfotlenek w stezeniu 10% [99]. W badaniach
wlasnych réwniez stosowano 10% DMSO. Zastosowanie krioprotektanta
W wymienionym stezeniu jest poparte literatura oraz wieloletnim do$wiadczeniem
w poznanskim o$rodku. Dimetylosulfotlenek wptywa toksycznie na niezamrozone
komorki w wysokich temperaturach, dlatego dodawanie mieszaniny krioprotekcyjnej
powinno odbywac si¢ w tazni lodowe;j. Takie warunki przestrzegane sa réwniez w BKM,
gdzie standardem jest dodawanie mieszaniny krioprotekcyjnej w srodowisku obnizonej
temperatury w tazni lodowej. DMSO powoduje u pacjentdéw podczas infuzji suchos¢
W jamie ustnej, nudno$ci, wymioty, tachykardi¢, a takze arytmi¢ serca. W zwigzku
z toksycznoscig dimetylosulfotlenku dazy si¢ do zmniejszenia st¢zenia Krioprotektanta
w preparacie do przeszczepienia z zachowaniem wlasciwosci krioprotekcyjnych
dla komorek. Aby unikngé toksycznego dzialania DMSO u pacjentdow mozna
przeprowadzi¢ procedur¢ odmycia. Abonnenc i1 wsp. wykonali ten zabieg metoda
automatyczng, gdzie $rednia strata zywotnoSci komoérek wynosita 11% [44, 65].
Natomiast Cigdem i wsp. zaobserwowali, iz usunigcie DMSO powoduje spadek

zywotnosci komorek z 87% do 81%, jednakze czas rekonstytucji granulopoezy nie ulega
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zmianie. Wydhuzyt si¢ natomiast o dwa dni czas rekonstytucji uktadu ptytkotwoérczego
[100]. Z niepublikowanych badan wiasnych wynika rowniez, ze straty komorek
spowodowane usuwaniem DMSO poprzez odplukiwanie sg zbyt duze, stad procedura ta

wykorzystywana jest przez macierzysty osrodek sporadycznie.

W osrodku wiasnym zamrozony preparat w metalowej kasecie, jest umieszczany
w zbiornikach magazynowych zasilanych w ciekly azot. Przechowywanie KK
W zbiorniku zasilanym w ciekty azot jest bardziej kosztowne. Zbiorniki magazynowe
Wymagaja jego regularnego uzupelniania. Pomieszczenia, w ktorych znajdujg si¢
zbiorniki musza by¢ dobrze wentylowane, gdyz ulatniajacy si¢ ciekly azot stwarza
bezposrednie zagrozenie dla zycia pracownikéow znajdujacych si¢ w poblizu.
Niewatpliwie duzym plusem korzystania z tej metody jest stabilno$¢ temperatury oraz jej
utrzymywanie nawet w sytuacji przerwania dostaw energii elektrycznej. W zwigzku
z wysokim kosztem przechowywania preparatow w zbiornikach zasilanych w ciekty azot
waznym aspektem jest regularne przeprowadzanie utylizacji preparatow od pacjentow
zmartych. Wiele o$rodkéw wyznacza rowniez limit czasowy przechowywania
preparatow powyzej ktorego sg one poddawane utylizacji. Zazwyczaj jest to okres 5 badz
10 lat. [101] Alternatywa, stosowana przez inne osrodki jest umieszczenie produktu
w zamrazarkach ~ niskotemperaturowych ~ w  temperaturze -80°C.  Metoda
niekontrolowanego zamrazania 1 przechowywania preparatow w temperaturze -80°C
moze by¢ z powodzeniem stosowana, jezeli czas przechowywania nie przekracza 6

miesigey [98].

W poznanskim o$rodku stosowana jest praktyka, ze co najmniej dwa tygodnie
przed planowanym przeszczepieniem lekarz zglasza BKM che¢ przystgpienia
do procedury transplantacji. Bank wdraza postepowanie zmierzajace do oceny iloSciowej
1 jako$ciowej materiatu. Personel BKM wykonuje badania z uzyciem reprezentatywnej
pilotki zamrozonej tagcznie z materialem przeszczepowym Po przeprowadzeniu analizy
BKM kieruje do osrodka przeszczepiajacego informacje, ze przeszczep spetnia wszystkie
wymagane kryteria i mozna rozpoczyna¢ procedur¢ na oddziale. W osrodku wiasnym
produkt jest rozmrazany na oddziale w tazni wodnej o temperaturze 37°C, bezposrednio
przy sali chorego. Komorki krwiotworcze po rozmrozeniu sg wrazliwe na uszkadzajace
je czynniki i mogg ulega¢ obumarciu pod wptywem dziatania DMSO. Dlatego materiat
transplantacyjny powinien zosta¢ przetoczony choremu w czasie nie przekraczajacym 20
minut od rozmrozenia. Jezeli do transplantacji jest przeznaczona wigksza liczba

pojemnikow, kolejne pojemniki sg rozmrazane po przetoczeniu poprzedniego [37]. Druga
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metoda rozmrazania jest metoda ,,na sucho”. Rozmrazanie produktu w tazni wodnej jest
niewatpliwie szybsze, jednakze stwarza ryzyko kontaminacji produktu w wodzie.
Dlatego, w celu zapobiegnigcia zanieczyszczeniu worek z zamrozonym produktem
umieszcza si¢ w jatowym woreczku strunowym. W osrodku wlasnym réwniez stosuje si¢
jatowe pojemniki do rozmrazania. Wtedy, nawet w przypadku pegknigcia, jest mozliwos¢
,uratowania” czesci produktu. Rozmrazanie metodg ,,na sucho” trwa dtuzej, jednakze
zapewnia wigksze bezpieczenstwo mikrobiologiczne. Obecnie nie ma standaryzacji
w kwestii wyboru metody rozmrazania. Kazdy osrodek transplantacyjny powinien
zwalidowac¢ 1 wdrozy¢ wlasny sposob postepowania. Uznaje si¢, iz metoda rozmrazania
nie ma istotnego wplywu na jako$¢ przeszczepu. Wazny jest czas od rozmrozenia

preparatu do przetoczenia choremu [65, 99].

W badaniach wiasnych zywotnos¢ komorek jednojadrowych oceniona w tescie
Z biekitem trypanu po rozmrozeniu wynosita w materiale krioprezerowanym w dobie ,,0”
84%, po 24h przechowywania w 4°C wynosita 82%, a po 48h - 79%. Wartosci ulegly
istotnemu statystycznie zmniejszeniu, jednakze zywotnos¢ komorek krwiotworczych
pozostawala nadal na wysokim poziomie. W przypadku KK przechowywanych
przed zamrozeniem w 20°C, a nast¢pnie poddanych krioprezerwacji zywotnos¢ komorek
jednojadrowych ulegta znacznemu, istotnemu statystycznie zmniejszeniu i wynosita 84%
W materiale zamrozonym w dobie ,,0”, po 24h przechowywania w 20°C -20%, a po 48h
-8%. Seo i wsp. stwierdzili, iz bezpieczne jest przechowywanie produktu do 12h
w temperaturze pokojowej, natomiast powyzej tego czasu w 4°C. Zywotnoéé komorek
jednojadrowych ocenianych z blekitem trypanu po rozmrozeniu wynosita 84%
w materiale krioprezerowanym bezposrednio po pozyskaniu, 83% w materiale
przechowywanym przez noc w 4°C oraz 60% w materiale przechowywanym przed

zamrozeniem przez noc w temperaturze pokojowej [52].

Analiza zywotno$ci komorek CD34+ oceniana przy uzyciu 7-AAD metoda
cytometrii przeptywowej w badaniach wlasnych nie wykazata istotnych statystycznie
réznic W zywotno$ci ocenianej po rozmrozeniu w materiale przechowywanym
przed zamrozeniem w 4°C. WartoSci mediany zywotnosci wynosily odpowiednio
99,21% w materiale krioprezerwowanym w dobie ,,0”, 98,53% w materiale
krioprezerwowanym po 24h przechowywania w 4°C 1 97,54% w materiale
krioprezerwowanym po 48h przechowywania w 4°C. W przypadku materialu
przechowywanego przed krioprezerwacja w 20°C zywotno$¢ komorek CD34+ ulegla
bardzo istotnemu statystycznie zmniejszeniu. Po 24h przechowywania w 20 °C mediana
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zywotnosci komérek CD34+ oceniona po rozmrozeniu wynosita 8,6%, natomiast po 48h
0,53%. Uzyskane warto$ci wskazuja na duzy wplyw temperatury na jako$¢ materiatu
transplantacyjnego. Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Hornbergera i wsp.
czas przechowywania KK przed kriokonserwacja wptywa na zywotno$¢ komorek CD34+
po ich rozmrozeniu [44]. Seo i wsp. podaja, iz najwyzsza zywotno$¢ jest w preparatach
krioprezerwowanych bezposrednio po pozyskaniu. Jesli krioprezerwacja nie jest
mozliwa, wtedy przechowywanie KK w 4°C pozwala zachowaé¢ zywotnos¢ komorek
CD34+ napoziomie powyzej 80%. Natomiast przechowywanie komorek
krwiotworczych w temperaturze pokojowej i poézniejsza jego krioprezerwacja powoduje
znaczne straty zywotnosci komérek CD34+. Seo sugeruje, iz spadek Zywotnosci jest

zwigzany ze wzrostem kwasu mlekowego, a tym samym spadkiem pH w produkcie [52].

W badaniach wtasnych dokonano réwniez oceny odsetka komorek w materiale
analizowanym metodg cytometrii przeptywowej po jego rozmrozeniu, przechowywanym
przed krioprezerwacjg w 4°C. Wynosit on odpowiednio 1,94% w materiale poddanym
krioprezerwacji w dobie ,,0”, 1,95% po 24h oraz 2,20% po 48h. Zaistniale réznice nie sg
istotne statystycznie. Wzrost odsetka komorek CD34+ moze wynikaé z rozpadu
dojrzatych granulocytow, ktére sa mniej odporne na zmiany temperatur niz mtodsze

komorki.

W przypadku prob przechowywanych przed krioprezerwacja w 20°C odsetek
komorek CD34+ ulegl istotnemu statystycznie zmniejszeniu 1 wynosil odpowiednio
w materiale krioprezerwowanym w dobie ,,0”- 1,94%, po 24h przechowywania
przed zamrozeniem oceniony po rozmrozeniu 1,4%, natomiast po 48h - 1,17%. Swiadczy

to o niskiej odpornosci komorek CD34+ na wysokie temperatury w badanym czasie.

Kolejnym ocenianym parametrem dajacym najlepsze odzwierciedlenie jako$ci
krioprezerwowanego materialu ma ocena potencjatu proliferacyjnego metodg hodowli in
vitro. Liczba prekursorow CFU-GM w materiale ocenianym po rozmrozeniu,
krioprezerowanym w dobie ,,0”, po 24h i 48h przechowywania w 4°C ulegla istotnemu
statystycznie zmniejszeniu i wynosita odpowiednio 414 CFU-GM/15° k.j. w materiale
krioprezerwowanym bezposrednio po pozyskaniu, 320 CFU-GM/15° k.j po 24h
przechowywania i 190 CFU-GM/15° k.j po 48h przechowywania. Wszystkie te wartosci
sa nawysokim poziomie, zapewniajacym bardzo dobrg jako$¢ materiatu
transplantacyjnego i pozwalajaca zakwalifikowa¢ go do przeszczepienia. Natomiast

w przypadku materiatu krioprezerwowanego po 24h 1 48h przechowywania w 20°C
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potencjat proliferacyjny ulegt znacznemu obnizeniu. W badaniach wlasnych warto$§¢
mediany liczby prekursoréw CFU-GM w dobie ,,0” wynosita 414 CFU-GM/15° k.j, po
24h przechowywania 6 CFU-GM/15° k.j, natomiast po 48h przechowywania w 20°C nie
stwierdzono obecnosci prekursoréw CFU-GM. Na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna wywnioskowaé, iz przechowywanie KK w 20°C catkowicie dyskwalifikuje go
Z procedury transplantacyjnej. Thakral 1 wsp. w swoich badaniach sugeruje, iz nie ma
roéznic w liczbie prekursorow CFU-GM w materiale poddanym krioprezerwacji w ciggu
1,5h od pozyskania oraz po 72h przechowywania w 4°C. Przechowywanie preparatow
nawet do 96h daje dobry efekt. Dobrym rozwigzaniem pozwalajagcym utrzyma¢ wysokie
parametry ilo$ciowo-jako$ciowe, stosowanym przez wiele osrodkow, jest dodanie ok.
200ml osocza do preparatu. Osocze, zawierajace sktadniki odzywcze pozwala lepiej
zachowa¢ KK [93]. Obecnie praktyka dodawania osocza do materiatu transportowanego
z innych o$rodkéw jest coraz czgsciej stosowana. Fry i wsp. poréwnywali wptyw
temperatury przechowywania na potencjat klonogenny. Stwierdzili, iz znacznie wigksza
liczba prekursorow CFU-GM byta zaobserwowana w materiale przechowywanym
przez 72h w 4°C niz w 20°C [50]. Badania nad wptywem warunkéw przechowywania
byly juz przeprowadzane w latach ubieglych. Beaujean podaje, iz liczba prekursorow
CFU-GM jest podobna w przypadku materiatu przechowywanego w temperaturze 22°C
i 4 °C przez 24h. Odzysk wynosit 96% dla 4°C i 80% dla 22°C [102]. Seo i wsp. ocenili,
iz liczba prekursorow CFU-GM w materiale poddanym krioprezerwacji bezposrednio
po pozyskaniu 1 przechowywanym przez 24h w 4°C jest podobna. Natomiast
przechowywanie produktu w temperaturze pokojowej powoduje znaczne straty
potencjatu klonogennego. Liczba prekursoréw w materiale poddanym krioprezerwacji
bezposrednio po pozyskaniu wynosita 398 CFU-GMx10%ul, w materiale
przechowywanym przez noc w 4°C 1 poddanym krioprezerwacji wynosita 350 CFU-
GMx10%/pl, natomiast w produkcie przechowywanym przez noc w 20°C
i krioprezerwowanym warto$¢ wynosita 16 CFU-GMx10°/ul. Tak niska warto$é
Swiadczy o istotnym wplywie wysokiej temperatury przechowywania na potencjat

klonogenny [52].

W badaniach wtasnych oceniono rowniez liczbe komorek jednojadrowych
w produkcie. Mediana wartosci catkowitej liczby komorek jednojadrowych ocenianych
W preparacie po rozmrozeniu, krioprezerwowanym bezposrednio po pozyskaniu oraz
po 24h i 48h przechowywania w 4°C wynosila odpowiednio 19,84x10°, 15,38 x10° oraz

17,81 x10°. Natomiast w materiale przechowywanym w 20°C i poddanym kioprezerwacji
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w dobie ,,0”, po 24h i 48h przechowywania mediana wartos¢ catkowitej liczby komorek
jednojadrowych wynosita 16,85 x10° oraz 17,47 x10°. Duze znaczenie dla jakosci
preparatu ma stezenie komoérek jednojadrowych. Felix 1 wsp. podaje réwniez, iz istnieje
korelacja miedzy stezeniem komorek w materiale poddanym krioprezerwacji a czasem
rekonstytucji. Jezeli stezenie komorek w krioprezerwowanym produkcie byto ponizej
2x108/ml, wtedy czas rekonstytucji wynosit $rednio 9 dni. Po podaniu materialu o
stezeniu 2-4x108/ml, czas rekonstytucji wynosit 12 dni. Natomiast, jezeli stezenie
komorek w krioprezerwowanym materiale byto wyzsze niz 6x108/ml, wtedy czas
rekonstytucji wynosit 14 dni. [96] Mohammed i wsp. podaja, ze stezenie komorek
w zakresie 1-3x10%/ml daje lepsza zywotno$¢ i odzysk komorek niz w przypadku
preparatow mrozonych w stezeniu 3-9x108/ml. Wyzsza zywotnoéé komérek zapewnia
szybszg rekonstytucje [103]. Natomiast Ming-Hung Lin podaje, iz stgzenie komorek
powyzej 3x10%ml nie wptywa na jako$¢ komoérek krwiotwoérczych [97]. W przypadku
wysokiego stezenia komorek w preparacie przeznaczonym do krioprezerwacji istnieje
duze ryzyko wystapienia tzw. ,,clumpingu” po rozmrozeniu, czyli spontanicznej agregacji
komorek, ktéra moze uniemozliwi¢ przetoczenie materialu transplantacyjnego [65].
Pamphilon i wsp. zaobserwowali, iz stezenie komoérek powyzej 2x108/ml powoduje
znaczacy spadek ich zywotnosci, jednakze zamrozenie produktu o stezeniu 4-5 x108/ml

w przeciggu 4h od zakonczenia aferezy skutkuje dobrym odzyskiem [51].

W badaniach wlasnych oceniono rowniez warto§¢ odsetkowa limfocytow
W preparacie w zaleznos$ci od warunkow przechowywania. Odsetek limfocytow oceniany
w materiale po rozmrozeniu ulegt istotnemu statystycznie zwigkszeniu, co moze
swiadczy¢ o ich wigkszej odpornosci na ré6zne warunki przechowywania. W materiale
ocenionym po rozmrozeniu mediana wartosci odsetka limfocytow wynosita odpowiednio
41,2% w materiale krioprezerwowanym w dobie ,,0”, 38,8%, w materiale
krioprezerwowanym po 24h przechowywania w 4°C, 43,5% w materiale
krioprezerwowanym po 48h przechowywania w4°C, 59,2% w materiale
krioprezerwowanym po 24h przechowywania w 20°C oraz 72,6% w materiale
krioprezerwowanym po 48h przechowywania w 20°C. Zaobserwowane zjawisko ma
rowniez zwigzek z morfologia limfocytow, w obrgbie ktorych zawierajg si¢ komorki

CD34+ w zakresie oceny przy uzyciu analizatora hematologicznego.

Dodatkowo w badaniach wilasnych ocenie poddano zawarto$¢ odsetkowa
granulocytow w preparacie w zaleznosci od warunkéw przechowywania. Odsetek

granulocytdow oceniony w materiale po rozmrozeniu ulegt istotnemu statystycznie
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zmniejszeniu. W materiale krioprezerowanym w dobie ,,0” mediana warto$ci odsetka
granulocytow po rozmrozeniu wynosita 37,5%, w materiale krioprezerwowanym po 24h
przechowywania w 4°C- 42,6%, a w materiale krioprezerwowanym po 48h
przechowywania w 4°C - 35,8%, w materiale krioprezerwowanym po 24h
przechowywania w 20°C- 154% oraz w materiale krioprezerwowanym po 48h
przechowywania w 20°C - 6%. Uzyskane w badaniach wlasnych wartosci jasno
wskazuja, 1z dojrzate granulocyty sa znacznie mniej odporne na dlugi czas
przechowywania oraz wysoka temperature. Zaistniala sytuacja ma rowniez zwigzek
z czasem zycia dojrzatych granulocytow, ktory wynosi we krwi obwodowej okoto 10
godzin. [104] Wysoka zawarto$¢ rozpadtych granulocytow moze powodowaé zjawisko
,»clumpingu” po rozmrozeniu, CO znacznie utrudnia diagnostyke materiatu, a w skrajnych

przypadkach moze uniemozliwia¢ jego przetoczenie pacjentowi [51].

Na podstawie przeprowadzonych analiz parametrow ilosciowo-jako$ciowych
komoérek materialu przeszczepowego mozna stwierdzi¢, iz temperatura pokojowa
niekorzystnie wplywa na jako$¢ przeszczepu. W zwiazku z powyzszym wszelkie
procedury poczawszy od pozyskania przez preparatyke az do momentu krioprezerwacji

powinny by¢ przeprowadzane w mozliwie jak najkrotszym czasie.

Kwalifikacja materialu komorek KK do przeszczepienia zwigzana jest
z kolejnymi etapami czynnosci przeprowadzonych w BK, przestrzeganiem ustalonych
zasad przetwarzania, testowania, magazynowania i dystrybucji. Kwalifikacja wymaga
réwniez stalego kontrolowania procesow, aktualizacji dokumentow zgodnie z ktorymi
pracuje BK. Kwalifikacja to wreszcie i przede wszystkim dostosowanie pracy BK

do obowigzujacych przepisow i zalecen organéw nadzorujgcych.

W Polsce kazdy preparat komorek krwiotworczych musi by¢ przyjety przez bank
komorek. Wszystkie banki komorek funkcjonujace na terenie Polski musza posiadac
pozwolenie Ministra Zdrowia wydawane na podstawie pozytywnej opinii Krajowego
Centrum Bankowania Tkanek i Komoérek (KCBTiK). Jest to jednostka pelnigca
merytoryczny nadzor nad bankami komorek. W strukturach BK mozemy wyr6zni¢ Osobe
Odpowiedzialng, ktora ma za zadanie kontrolowac i nadzorowac zgodnos¢ wszystkich
czynnosci wykonywanych w banku komorek z Ustawg Transplantacyjng. Dodatkowo
w BK funkcjonuje System Zapewnienia Jako$ci (SZJ), za jego nadzor odpowiada Osoba
ds. Jako$ci. SZJ =zawiera Standardowe Procedury Operacyjne, Instrukcje oraz

Formularze, ktore muszg by¢ co najmniej raz w roku aktualizowane. Wszystkie sprzety
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znajdujace si¢ na terenie BK podlegaja corocznym przegladom i kwalifikacji. Personel
banku komorek uczestniczy w licznych szkoleniach wewnetrznych, organizowanych
w gronie pracownikow BK, oraz zewnetrznych, w ktéorych uczestnicza rowniez
pracownicy jednostek powigzanych. Wszyscy pracownicy bankéw komorek maja
obowiazek raz na dwa lata bra¢ udziat w szkoleniu organizowanym przez KCBTIK.
Dodatkowo, raz w roku Osoba ds. Jakos$ci wraz z innymi pracownikami przeprowadza
walidacje wszystkich procesow realizowanych w BK. Wszystkie czynnosci wykonywane
w banku komorek sg odnotowywane w przygotowanych formularzach, wraz z numerami
serii i datg waznosci wszystkich sprzgtow medycznych, ktore miaty kontakt z materiatem
podczas przeprowadzanej preparatyki komorek krwiotwoérczych. Takie dziatania maja na
celu zapewnienie mozliwos¢ przesledzenia wszystkich czynnosci i losow materiatu
transplantacyjnego nawet wiele lat po zakonczeniu czynnosci preparatywnych. Sprawnie
funkcjonujacy System Zapewnienia JakoS$ci pozwala na znalezienie przyczyny
wystapienia niezgodno$ci oraz daje mozliwo$¢ szybkiego wprowadzenia dzialan
korygujacych i zapobiegawczych [39]. Wszystkie natozone rygory, rezimy sanitarne
I spelnienie  wymogoéw natozonych przez SZJ banku komorek maja na celu
doprowadzenie do uzyskania najlepszych parametrow ilosciowo-jakosciowych

wydawanych preparatéw komorek krwiotworczych przeznaczonych do przeszczepienia.

Przygotowanie materiatu transplantacyjnego wysokiej jakosci jest priorytetem
i gtbwnym zadaniem bankow komorek. To jaki produkt koncowy zostanie uzyskany
zalezy od wielu czynnikéw. Wilasciwe przyjmowanie czynnika wzrostu przez pacjenta
badz dawce, jego pte¢ 1 masa ciala, rozpoznanie kliniczne, majg wptyw na to jak wydajna
bedzie afereza. Liczba uzyskanych komorek CD34+ zalezy réwniez od rodzaju
separatora, a takze czasu trwania leukaferezy. Sa to istotne czynniki, na ktore bank
komorek nie ma wplywu. Po pozyskaniu preparat jest dostarczany do BK, gdzie jest
oceniany oraz przechowywany do momentu przeszczepienia badz krioprezerwacji.
Niezmiernie wazne dla jakosci produktu po rozmrozeniu sg temperatura i czas
przechowywania preparatu przed jego zamrozeniem. Dodatkowo preparatyka
przeprowadzana w banku komorek moze wplyna¢ na zywotnos¢ komorek. Wysoka
zywotno$¢ komorek przed krioprezerwacja nie daje gwarancji dobrej jakos$ci materiatu
przeszczepowego po rozmrozeniu. Tu rola banku komorek jest wazna i ze wszech miar
istotna. Wszelkie odstepstwa od prawidlowo przeprowadzonych dziatan zar6wno
w zakresie pobrania komorek jak i jego dalszej preparatyki moga mie¢ ogromny wplyw

na przebieg calej procedury transplantacji. Od momentu przyjecia preparatu do BK
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do czasu jego dystrybucji do przeszczepienia dziatania banku komorek sg kluczowe,
decydujace o jakos$ci przeszczepu. Przygotowanie przez bank komorek produktu, ktory
ma wysokie parametry ilo§ciowo-jakosciowe po rozmrozeniu pozwala wyda¢ produkt
wysokiej jako$ci co moze wplynaé¢ na szybkosé rekonstytucji U pacjenta, skroci¢ czas
hospitalizacji, oraz zmniejszy¢ ryzyko wystapienia groznych w okresie okoto

transplantacyjnym infekcji i powiktan.

Przedstawiona w pracy wieloaspektowa analiza czynnikow wplywajacych
na parametry ilo$ciowo-jakoSciowe materialu przeznaczonego do przeszczepienia
na etapie przed przyjeciem do banku oraz w trakcie bankowania zwraca uwage
na wielowymiarowo$¢ zagadnienia. Na wszystkich etapach istotne jest stworzenie
Systemu Zapewnienia Jakosci i $ciste jego przestrzeganie. Pozwala to na monitorowanie
i analiz¢ drogi od pozyskania materialu komorkowego oraz dalej do jego wydania

z banku komorek do transplantacji.
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6. Wnioski

1.

a)
b)

c)
2.

3)
b)

c)
d)
3.

a)

b)

d)

4.

Uzycie separatora Spectra Optia pozwala uzyskac preparaty charakteryzujace si¢:
wiekszg objetoscia
wigkszg catkowitg liczba komorek jednojadrowych oraz CD34+
wyzsza zywotno$cig komorek CD34+
Redukcja osocza pozwala na zachowanie wysokiej jakosci komorek
krwiotworczych i hie wptywa istotnie na:
bezwzgledna liczbg komorek jednojadrowych
bezwzgledna liczbg komoérek CD34+
odsetek komorek CD34+
zywotnos$¢ komoérek CD34+
Analiza wptywu warunkow przechowywania na parametry ilo§ciowo-jakosciowe
materialu transplantacyjnego pozwolila na stwierdzenie, ze:
przechowywanie materiatu komorkowego przez ponad 24h przed zamrozeniem
W temperaturze pokojowej laczy si¢ z obnizeniem odsetka komoérek CD34+
zywotno$¢ komorek CD34+ w materiale przechowywanym w 4°C do 48h byta
na wysokim poziomie, natomiast w materiale przechowywanym w 20°C ulegla
istotnemu obnizeniu
liczba komorek jednojadrowych w materiale przechowywanym przez 48h w 4°C
I 20°C ocenianym przed zamrozeniem zwigkszyla si¢, natomiast w materiale
ocenianym po rozmrozeniu zmniejszyla si¢
zywotno$¢ komorek jednojadrowych w materiale przechowywanym w 4°C
zarowno przed jak i po rozmrozeniu byla na wysokim poziomie, natomiast w
materiale ocenianym i przechowywanym w 20°C zywotno$¢ komorek
jednojadrowych ulegta istotnemu zmniejszeniu
przechowywanie materiatlu komorkowego w 20°C przez ponad 24h laczy si¢
Z istotnym obnizeniem wydajnosci wzrostu klonalnego, dyskwalifikujac preparat
z procedury transplantacyjnej
Przechowywanie materiatu do 48h w 4°C zapewnia wysokie parametry ilosciowo-

jakosciowe
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{. Streszczenie

Transplantacja krwiotworczych komorek macierzystych jest waznym elementem
leczenia chorob hematoonkologicznych. Istotnym jest, by materiat transplantacyjny byt
jak najwyzszej jakosci. Niniejsza rozprawa doktorska ma na celu optymalizacje
warunkoéw pozyskiwania, przechowywania i przetwarzania od momentu pobrania
komorek krwiotworczych do momentu ich krioprezerwacji i przechowywania
po zamrozeniu. W pracy dokonano poréwnania wpltywu rodzaju uzytego separatora
komorkowego na jako$¢ pozyskanego materiatu przyjmowanego przez bank komorek.
Oceniono réwniez role preparatyki w procesie przygotowania przeszczepu, a takze
dokonano analizy wptywu czasu i temperatury przechowywania preparatow komorek
krwiotworczych na ich parametry ilo§ciowo-jakos$ciowe.

W pordéwnaniu uzytych separatorow komorkowych analizie poddano 293 materiaty
pozyskanych przy uzyciu separatorow Cobe Spectra i Spectra Optia. Dokonano analizy
objetosci preparatow, catkowitej liczby komorek jednojadrowych oraz CD34+, a takze
ich zywotno$ci przed zamrozeniem i po rozmrozeniu. W zakresie analizy wptywu
procedury redukcji osocza na materiat transplantacyjny poréwnano parametry 360 prob
z ktérych 224 byly poddane redukcji osocza. Ocenie poddano bezwzgledng liczbe
komorek jednojadrowych oraz CD34+, odsetek komoérek CD34+ i ich Zzywotno$¢
przed i po redukcji osocza. W przypadku oceny wptywu czasu i temperatury
przechowywania dokonano oceny 31 prob autologicznych komorek krwiotworczych.
W tym zakresie dokonano analizy odsetka komoérek CD34+ 1 ich zywotno$ci metoda
cytometrii przeptywowej z zastosowaniem 7-aminoaktynomycyny-D oraz wykorzystano
test z biekitem trypanu do oceny zywotnosci komorek jednojadrowych. Oceniono
réwniez wzrost klonalny prekursorow CFU-GM. Okreslono catkowitg liczbe komorek
jednojadrowych przy uzyciu analizatora hematologicznego. Oceny wyzej wymienionych
parametréw dokonano w dniu aferezy oraz po 24h i 48h przechowywania w 4°C 1 20°C
przed zamrozeniem prob oraz po ich rozmrozeniu. Material do badan pozyskano

w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w oparciu o zgod¢ Komisji Bioetyczne;.

W zakresie pozyskania komorek uzyskano istotnie statystycznie wigksza objetos¢
materialu, bezwzgledng liczbe komoérek jednojadrowych oraz komorek CD34+
przy uzyciu separatora Spectra Optia. Procedura redukcji osocza nie spowodowata
istotnych statystycznie zmian w zakresie liczby komorek jednojadrowych oraz komoérek

CD34+, odsetka komoérek CD34+ oraz zywotnosci komoérek CD34+. Zywotno$é
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komorek jednojadrowych oraz CD34+ oceniana przed zamrozeniem byta na wysokim
poziomie w 4°C, natomiast ulegta istotnemu statystycznie obnizeniu w 20°C. Zywotno$¢
komorek CD34+ oceniana po rozmrozeniu ulegla istotnemu statystycznie obnizeniu w
20°C, a jej wartos¢ byta bliska 0. Potencjal CFU-GM ulegt istotnemu statystycznie
zmniejszeniu w materiale przechowywanym w 4°C przed zamrozeniem oraz ocenianym
po rozmrozeniu, jednakze materiat speiniat kryteria kwalifikujagce do przeszczepienia.
Natomiast w materiale przechowywanym w 20°C zar6wno przed zamrozeniem jak i po
rozmrozeniu liczba CFU-GM byla istotnie statystycznie obnizona. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, iz uzycie separatora Spectra Optia pozwala
uzyska¢ preparaty o wigkszej catkowitej liczbie komorek jednojadrowych oraz CD34+,
przy wigkszej objetosci preparatu. Najwieksza bezwzgledng liczbe komoérek CD34+
uzyskano u m¢zczyzn z zastosowaniem separatora Spectra Optia, natomiast najmniejsza
U kobiet przy uzyciu separatora Cobe Spectra. Wiek nie wptywa istotnie statystycznie
na wydajno$¢ leukaferezy. Redukcja 0socza z zastosowaniem obecnie uzywanej metody
| parametréw wirowania pozwala zachowa¢ wysoka jakos¢ komorek krwiotworczych
I nie wplywa istotnie na: bezwzgledng liczb¢ komorek jednojadrowych, bezwzgledng
liczbe komorek CD34+ oraz zywotnos$¢ komérek CD34+. Na podstawie uzyskanych
wynikow analizy warunkéw przechowywania materiatlu transplantacyjnego mozna
wnioskowa¢, iz W materiale ocenianym po rozmrozeniu, przechowywanym przez 48h w
20°C zywotno$¢ komorek jednojadrowych oraz CD34+ ulegla istotnemu zmniejszeniu,
a potencjal klonogenny CFU-GM oceniany po rozmrozeniu w materiale
przechowywanym przez 24h 1 48h w 4°C pozwala zakwalifikowaé¢ materiat
do transplantacji. Przechowywanie materiatu transplantacyjnego przez 24h i 48h w 20°C
powoduje znaczne zmniejszenie potencjatu klonogennego, dyskwalifikujac produkt
z procedury transplantacyjnej. Natomiast przechowywanie materiatu do 48h w 4°C

zapewnia wysokie parametry ilo§ciowo-jakos$ciowe.

Przedstawiona w pracy wieloaspektowa analiza czynnikow wptywajacych
na parametry ilo§ciowo-jakosciowe materialu przeznaczonego do przeszczepienia
na etapie przed przyjeciem do banku oraz w trakcie bankowania zwraca uwage
na wielowymiarowo$¢ zagadnienia. Zaréwno pozyskanie, warunki przechowywania
materiatu jak i preparatyka oraz wiasciwe przeprowadzenie procedury krioprezerwacji
maja istotne znaczenie w przygotowaniu produktu o wysokich parametrach ilosciowo-
jakosciowych, pozwalajacych na  bezpieczne  przeprowadzenie  procedury

transplantacyjne;.
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8. Summary

Hematopoietic stem cell transplantation is an important element of the treatment of
hematooncologic diseases. It is essential that the transplantation material is of the highest
possible quality. This dissertation aims to optimize the conditions of hematopoietic stem
cell procurement, storage and processing from the time of hematopoietic cell collection
to cryopreservation and post-freezing storage. The thesis compares the effect of the type
of cell separator used on the quality of the obtained material accepted by the cell bank.
The role of preparation in the process of transplant preparation was also evaluated, and
the influence of storage time and temperature of hematopoietic cell preparations on their

quantitative and qualitative parameters was analyzed.

In comparison of cell separators used, 293 materials obtained with Cobe Spectra and
Spectra Optia separators were analyzed. The volume of the preparations, the total number
of mononuclear and CD34+ cells, and their viability before and after thawing were
analyzed. In terms of analyzing the effect of the plasma reduction procedure on the
transplantation material, the parameters of 360 samples were compared, 224 of which
underwent plasma reduction. The absolute number of mononuclear and CD34+ cells, the
percentage of CD34+ cells and their viability before and after plasma reduction were
evaluated. For the evaluation of the effect of storage time and temperature, 31 autologous
hematopoietic cell samples were evaluated. In this regard, the percentage of CD34+ cells
and their viability were analyzed by flow cytometry using 7-aminoactinomycin-D and a
trypan blue assay was used to assess the viability of mononuclear cells. An in vitro culture
technique was used to determine the clonal growth of CFU-GM precursors. The total
number of mononuclear cells was determined using a hematology analyzer. The above
mentioned parameters were evaluated on the day of apheresis and after 24h and 48h of
storage at 4°C and 20°C before and after freezing the samples. The material for the study
was obtained in the Department of Hematology and Bone Marrow Transplantation based

on the consent of the Bioethics Committee.

In terms of cell acquisition, a statistically significantly higher volume of material,
absolute number of mononuclear cells and CD34+ cells were obtained using Spectra
Optia separator. The plasma reduction procedure did not result in statistically significant
changes in the number of mononuclear cells and CD34+ cells, the percentage of CD34+
cells and the viability of CD34+ cells.
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The viability of mononuclear and CD34+ cells assessed before freezing was at a high
level during the following days of storage at 4°C but decreased significantly at 20°C. The
viability of CD34+ cells assessed after thawing was statistically significantly decreased
at 20°C and was close to 0. The CFU-GM potential was statistically significantly
decreased in the material stored at 4°C before freezing and after thawing, but the material
fulfilled the criteria for transplantation. On the other hand, in the material stored at 20°C
both before freezing and after thawing the number of CFU-GM was statistically

significantly reduced.

On the basis of the obtained results we can conclude that the use of Spectra Optia
separator allows to obtain preparations with a higher absolute number of mononuclear
cells and CD34+ cells, with a larger volume of the preparation. The highest absolute
number of CD34+ cells was obtained in men using the Spectra Optia separator, while the
lowest in women using the Cobe Spectra separator. Age does not have a statistically
significant effect on leukapheresis yield. Plasma reduction with the currently used method
and centrifugation parameters preserves high quality of hematopoietic cells and does not
significantly affect: the absolute number of mononuclear cells, the absolute number of
CD34+ cells and the viability of CD34+ cells. On the basis of the obtained results of the
analysis of the storage conditions of transplantation material it can be concluded that in
the material evaluated after thawing, stored for 48 hours at 20°C, the viability of
mononuclear cells and CD34+ cells decreased significantly, and the clonogenic potential
of CFU-GM evaluated after thawing in the material stored for 24 and 48 hours at 4°C
allows to qualify the material for transplantation. Storage of the transplant material for 24
h and 48 h at 20°C results in a significant decrease in the clonogenic potential,
disqualifying the product from the transplantation procedure. On the other hand, storing

the material up to 48h at 4°C ensures high quantitative and qualitative parameters.

The multifaceted analysis of factors affecting the quantitative and qualitative
parameters of the material intended for transplantation at the stage before and during
banking, presented in this paper, highlights the multidimensionality of the issue. The
acquisition and storage conditions of the material, as well as the preparation and proper
performance of the cryopreservation procedure are of significant importance for the
preparation of a product with high quantitative and qualitative parameters, allowing for a

safe transplantation procedure.
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