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1. [VADAS

1.1. DARBO AKTUALUMAS

Alogeniné kraujodaros kamieniniy lasteliy transplantacija (KKLT) — tai
sudétingas gydymo metodas, kuris suteikia galimybg pasveikti ligoniams,
sergantiems nepagydomomis ligomis. Pirmoji alogeniné KKLT atlikta 1968
metais ligoniui, sirgusiam sunkiu imunodeficitu (Good R.A. ir kt., 1969). Nuo
to laiko transplantacijuy skaiCius nuolat auga visame pasaulyje ir Siuo metu
Europoje siekia 9000 KKLT per metus (Gratwohl A. ir kt.,, 2007).
Transplantacijos rezultatai priklauso nuo daugelio veiksniy: transplantato pries§
Seimininka ligos (TPgL) (Socié G. ir kt., 1999; Zecca M. ir kt.,, 2002;
Guardiola P. ir kt., 2004), toksiniy-infekciniy komplikacijy (Gratwohl A. ir kt.,
2005; Robin M. ir kt., 2007), leukemijos recidyvo (Eapen M. ir kt., 2004). giq
veiksniy tarpusavio sgveika lemia sékminga arba lemtinga transplantacijos
baigti, todél ankstyva Siy komplikaciju diagnostika yra labai svarbi ligoniy
pasveikimui.

Vienas pagrindiniy alogeninés transplantacijos vertinimo budy yra
chimerizmo tyrimas. Tiriant chimerizma, nustatoma kokios kilmés — i§ donoro
ar recipiento kraujodaros kamieniniy lasteliy (KKL) — yra recipiento kraujo
lastelés. Chimerizmo tyrimas leidZia jvertinti persodinty KKL prigijima,
transplantato prie§ Seimininka ir transplantato prieS leukemija reakcijas,
leukemijos recidyvo ir transplantato atmetimo rizika (Petz L.D., 1994).
Skiriamas visiSkas donoro chimerizmas (DC), kuomet visos tiriamos lastelés
yra donoro kilmés ir miSrus chimerizmas (MC), kai tuo paciu metu aptinkamos
donoro ir recipiento lastelés. Potransplantaciniy komplikacijy savalaikei
diagnostikai labai svarbu naudoti kuo jautresng chimerizmo tyrimo metodika.
Siuo  metu  chimerizmui  tirti  pladiai  naudojami  polimorfiniai
dezoksiribonukleino riigSties (DNR) Zymenys (Antin J.H. ir kt., 2001; Bader
P.ir kt., 2005a). Siy Zymeny analizé periferinio kraujo leukocituose (PKL)
uztikrina tyrimo jautruma iki 1-5x107 (Lion T., 2003; Schraml E. ir kt., 2003,



McCann S.R. ir Lawler M., 2004). PKL suskaidymas i atskiras lasteliy
populiacijas (ALP) padidina tyrimo jautruma iki 10°-10* (Lion T., 2001).

Mokslingje literatiiroje gana gausu publikacijy, nagrinéjanc¢iy chimerizma
analiz¢ ALP gali buti naudinga ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai
(Zetterquist H. ir kt., 2000; Mattsson J. ir kt., 2001a; Thiede C. ir kt., 2002) ir
TPSL rizikos jvertinimui (Mattsson J. ir kt., 2001b). Siy studijy trikumas yra
tame, kad buvo vertinami pacientai, sergantys ivairiomis leukemijos formomis,
kuriems skirta skirtinga parengiamoji chemoterapija (kondicionavimas). Be to,
daZniausiai buvo analizuota tik viena Iasteliy populiacija. Nuoseklus
chimerizmo stebé¢jimas ivairiose ALP po alogeninés transplantacijos vaikams
iki Siol yra néra atliktas.

Vienas vaiky alogeninés KKLT ypatumy — gana didelé dalis ligoniy,
transplantuojamy dél nepiktybiniy kraujo ligy. Sios ligos daZniausia pasireiskia
ankstyvoje vaikystéje ir pasizymi laipsniSku progresavimu. D¢l $iy susirgimy
patogenezés ypatumy sékmingi transplantacijos rezultatai pasiekti palyginus
neseniai (Baumann M. ir kt., 2003; Gluckman E. ir Wagner J.E., 2008).
Ivairiose  mokslinése  publikacijose  didZiausias démesys  skiriamas
kondicionavimo optimizavimui (Wagner J.E. ir kt., 2007) ir donoro parinkimui
(Guardiola P. ir kt., 2000; Resnick I.B. ir kt., 2005; Gluckman E. ir kt., 2007),
taCiau iki $iol neradome studijy, tyrin¢janéiy chimerizma. ALP izoliacijos
reikSm¢ chimerizmo analizei sergant Siomis ligomis taip pat néra aprasyta.

Sis mokslinis darbas pradétas Humboldto universiteto Charité kliniky
Vaiky kauly ciulpy transplantacijos skyriuje, vykdant doktorantiiros studijas
Humboldto universitete (Berlynas, Vokietija). Tai vienas didZiausiy vaiky

KKLT centry Europoje (www.ebmt.org), kuriame pagrinding transplantuojamy

ligoniy dali sudaro vaikai, sergantys Gimia limfoblastine leukemija (ULL),
Fanconi anemija (FA) ir adrenoleukodistrofija (ALD). Butent Sios ligoniy
grupés buvo pasirinktos chimerizmo tyrinéjimams — tai skirtingos patologijos,
kurioms taikoma skirtinga transplantacijos taktika. Dél to galima biity tikétis

skirtingos chimerizmo kinetikos.



Tegsiant darba Vilniaus universitete, siekta ivertinti nuosava patyrima
vaiky hematologinés transplantacijos srityje. Lietuvoje pirmoji KKLT vaikams
atlikta 2002 m. vasario ménesi, transplantacijy rezultatai atitinka pasauling
praktikg. Taciau Lietuvos vaikams chimerizmo tyrin¢jimai iki Siol nebuvo
atlikti. ALP iSskyrimas miusy Salyje kol kas neatliekamas. Manome, kad
chimerizmo analiz¢ ALP remiantis kitos klinikos patirtimi gali buiti naudinga,
siekiant iSsiaiSkinti Sio metodo svarba vaiky alogeninei KKLT ir ivertinti jo

idiegimo Lietuvoje butinuma.

1.2. DARBO TIKSLAS

Pagerinti vaiky iStyrima po alogeninés KKLT, ivertinus chimerizmo

pokyciy ALP reik§me¢ ankstyvai gyvybei pavojingy komplikacijy diagnostikai.

1.3. DARBO UZDAVINIAI

1. Nustatyti DC ir MC dazni PKL ir ALP atskirose ligy grupése po specifinio
kondicionavimo.

2. Palyginti chimerizmo kinetika PKL ir ALP.

3. Nustatyti chimerizmo PKL ir ALP rysi su ligos recidyvu ir transplantato
atmetimu.

4. Isanalizuoti prieStransplantaciniy veiksniy itaka chimerizmui.

5. Ivertinti chimerizmo PKL ir ALP itaka iSgyvenamumui po transplantacijos.

6. ISnagrinéti chimerizma vaikams, kuriems alogeniné KKLT atlikta

Lietuvoje.



1.4. DARBO NAUJUMAS

e Disertacijoje pateiktas nuoseklus ir ilgalaikis chimerizmo steb¢jimas PKL ir
trijose ALP. Skirtingai nuo jau skelbty darby, chimerizmas sektas labai
homogeninéje ligoniy grupéje — ULL sergantiems vaikams po mieloabliacinio
kondicionavimo. Pirma karta iStirta chimerizmo kinetika KKL frakcijoje.

e Pirma karta atlikta chimerizmo analizé ligoniams sergantiems FA. Iki Siol
duomenys apie chimerizma Sioje ligoniy grupéje minimi tik bendrame
transplantacijos kontekste, daugiausia apraSant pavienius klinikinius atvejus.
Neradome didesniy studijy, tyrinéjan¢iy chimerizmo kinetika ALP sergant FA.

e Chimerizmo stebéjimas ligoniams sergantiems ALD kol kas néra apraSytas.
Disertacijoje pateikta analizé¢ papildo mokslo Zinias ne tik apie chimerizmo
kinetika, bet ir apie transplantacija sergant ALD apskritai, kadangi
moksliniy duomeny apie $ig labai reta liga itin maZzai.

e Pirma karta atlikti Lietuvoje transplantuoty vaiky chimerizmo tyriné€jimai.
Si analizé atspindi miisy 3alies hematologinés transplantologijos rezultatus

ir ju vieta Siuolaikiniy mokslo pasiekimy kontekste.

1.5. DARBO PRAKTINE REIKSME

Chimerizmo tyrimas ALP suteikia naujos informacijos apie §io metodo
informatyvuma kiekvienoje ligos grupéje ir jo kasdienio pritaikymo klinikinéje
praktikoje tikslinguma. Remiantis disertacijoje pateiktais duomenimis,
pateikiamos ligoniy iStyrimo po KKLT rekomendacijos. Planuojama Sias
rekomendacijas idiegti praktiniame darbe, tiriant chimerizma Lietuvos
vaikams. Miisy darbe apraSyti rezultatai suteikia pagrinda tolimesniems
moksliniams tyrin¢jimams, siekiant i$siaiSkinti po transplantacijos iSliekancios

recipiento kraujodaros, aptinkamos ALP, reikSme.
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1.6. GINAMIEJI DISERTACIJOS TEIGINIAI

. Sergantiems ULL ir ALD po mieloabliacinio kondicionavimo, esant
visiSkam DC leukocity frakcijoje ALP aptinkama autologiné kraujodara,
iSliekanti kelerius metus po transplantacijos, bet neturinti jtakos jos
rezultatams.

. Sergant FA ir ALD vystosi ilgalaikis stabilus MC, matomas PKL ir
ALP. FA recipientai, kuriems randamas §is MC tipas, linke gyventi ilgiau.

. FA grupéje chimerizmas priklauso nuo KKL S$altinio — galimybé iSsivystyti
MC yra didesné persodinus kauly ¢iulpus, nei periferinio kraujo KKL.

. Chimerizmas ALP neturi jtakos transplantacijos rezultatams.

5. ISanalizavus PKL Lietuvoje transplantuotiems vaikams nustatyta, kad miisy

Salyje atlikty chimerizmo tyrimy rezultatai atitiko Siuolaikinius mokslo

pasiekimus S$ioje srityje.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. CHIMERIZMO REIKSME IR TYRIMO METODAI

2.1.1. Chimerizmo reikSmé po alogeninés KKLT

Zodis chimerizmas kiles i§ graiky mitologijos (2.1 pav.). Antikoje
“chimaera” (graikiskai “ozka”) vadintas mistinis gyviinas, turintis lilito galva,
ozkos kiing ir gyvatés uodega. Medicinoje chimerizmo savoka apibudina
biiklg, kuomet viename organizme aptinkamos dvieju genetiSkai skirtingy

individy lastelés. Dazniausiai taip

:r-.:fl atsitinka terapiniy intervencijy

T

pasekoje: po organy arba kauly
Ciulpy transplantacijos, po kraujo
komponenty perpylimo. Naturaliai

chimerizmas kartais aptinkamas

_,.f,r ff":”'-. |\ | heterozigotiniy ~ dvyniy  kraujo

Il'I -

Co

lIastelése, kai dél fetaliniy

—

‘ kraujagysliy anastomoziy vyksta

KKL migracija tarp abiejy dvyniu.

2.1 pav. Chimera graiky mitologijoje
Manoma, kad labai nedidelis
vaisiaus lasteliy kiekis (mikrochimerizmas), patenkantis { moters organizma
néStumo metu, véliau gali salygoti autoimuninés ligos iSsivystyma (Adams
K.M. ir Nelson J.L., 2004).

Kauly ciulpy transplantacijoje chimerizmo terming pirmas panaudojo
Fordas 1956 metais — mirtinai apSvitinta gyving, kurio kraujodara atsistaté
perpylus kito gyvino kauluy ciulpus, jis pavadino “apsvitos chimera” (angl.
radiation chimaera) (Ford C.E. ir kt., 1956). Hematologijoje nagrinéjamas
hemopoetinis, t.y. kraujo lasteliy chimerizmas. Tiriant chimerizma, nustatoma
kokios kilmés (iS donoro ar recipiento KKL) yra kraujo lastelés. Jei visos

tiriamos lastelés yra donoro kilmés, kalbama apie visiS$ka donoro chimerizma.

Jei randamos abieju individy lastelés, tokia biklé vadinama miSriu

12



chimerizmu. Jei randamos tik recipiento lastelés — kalbama apie visiSka
recipiento chimerizma.

Chimerizmo tyrimas po transplantacijos turi didZiulg reikSmg: jis leidZia
ivertinti persodinty KKL prigijima, transplantato atmetimo rizika, transplantato
prieS Seimininka ir transplantato prie§ leukemija reakcijas, transplantato
funkcija, t.y. hematologini bei imuninj atsistatyma, metaboling substitucija
(Petz L.D., 1994). Sergant leukemija, didéjantis MC gali pranaSauti artéjanti
recidyva (Ramirez M. ir kt., 1996). ISvardintos biklés lemia transplantacijos
rezultatus, todél  chimerizmo  tyrimas yra  vienas  svarbiausiy

potransplantaciniame periode.

2.1.2. Chimerizmo tyrimo metodai

Chimerizma galima tirti jvairiais metodais. Visi metodai grindZiami tam
tikro Zymens nustatymu, pagal kuri galima nedvejojant atskirti donoro lasteles
nuo recipiento. IstoriSkai chimerizmui tirti buvo naudojami kraujo grupiy
antigenai, lyties chromosomos, autosomy aberacijos, Zmogaus leukocity
antigenai, imunoglobuliny poklasés. Siu metody esminis trilkumas — ribotas
Zymeny polimorfiSkumas (ypa¢ jei recipientas ir donoras giminingi) ir
nedidelis jautrumas, nevirsijantis 10'=10"" (Barta A. ir kt., 2000).

Prag¢jusio Simtmecio 80-aisiais metais chimerizmui tirti pradéti naudoti
DNR struktiiros skirtumai (Knowlton R.G. ir kt., 1986). Sis metodas remiasi
trumpy DNR fragmenty, taip vadinamy polimorfiniy DNR Zymeny (VNTR,
variabilios tandemiSkai pasikartojancios sekos, anlg. variable number tandem
repeats ir STR, trumpos pasikartojancios sekos, angl. short tandem repeats)
analize. Jy struktiiros pagrinda sudaro tandemiSkai pasikartojantis baziy pory
(bp) motyvas (VNTR motyva sudaro 10-60 bp, STR - 4-10 bp), kuris
suformuoja nuo 100 iki 340 bp ilgio DNR fragmenta. VNTR ir STR Zymeny
esama visose chromosomose, jie nekoduoja genetinés informacijos ir pasiZymi

didele ivairove (polimorfiSkumu) tarp atskiry individy. Butent Si fragmenty
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ilgio ivairové naudojama gretinant donoro ir recipiento DNR, tuo budu
nustatant kraujo lasteliy kilmg. Chimerizmo tyrimas DNR lygmenyje yra
Zymiai jautresnis ir specifiSkesnis, nei taikant kitus metodus — lasteliy kilmei
nustatyti pakanka > 3 lasteliy tiriamojoje medzZiagoje (Nagy M. ir kt., 2005).

Dauguma laboratorijy chimerizmui tirti naudoja STR fragmentus. Kartais
kai kuriy STR Zymeny donoro ir recipiento aleliai gali biti vienodi, ypac jei
donoras ir recipientas giminingi. Tokie aleliai chimerizmo analizei yra
neinformatyvis. Todél, siekiant kuo tiksliau jvertinti recipiento chimerizma po
transplantacijos, analizuojamos keletas ar net keliolika DNR sri¢iy ir nustatomi
visi informatyvis aleliai. Analizuojamy STR Zymeny skaicius priklauso nuo
kiekvienos laboratorijos darbo specifikos ir paprastai svyruoja nuo 5 (Schraml
E. ir kt., 2003) iki 15 (Hancock J.P.ir kt., 2003). STR Zymenuy spektras
parenkamas vadovaujantis kiekvienos institucijos patirtimi ir nuostatomis arba
naudojami komerciniai rinkiniai, taciau Sis pasirinkimas neturi itakos rezultaty
tikslumui (Beck O. ir kt., 2006). Chimerizmo tyrimo jautrumas remiantis DNR
Zymeny analize siekia 1-5%1072 (Lion T., 2003; Schraml E. ir kt., 2003;
McCann S.R. ir Lawler M., 2004).

Po transplantacijos chimerizmas tiriamas periferiniame kraujyje ir/ar
kauly ciulpuose. Paprastai dauguma kliniky tiria chimerizma periferiniame
kraujyje, kadangi §i tiriamoji medZiaga yra lengvai prieinama ir nereikalauja
vietinés ar bendros nejautros bandiniui paimti. Rezultatai yra pakankamai
informatyvis, tiriant abi terpes, nors kai kurios studijos rodo, kad kauly
Ciulpuose MC aptinkamas daZzniau, nei periferiniame kraujyje, o tai gali buti
svarbu ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai (Wang L.J. ir kt., 2002;
Stumph J. ir kt., 2008).

Pirmiausia i§ tiriamosios medZiagos iSgryninama DNR. Po to ji
gausinama dauginés polimerazés grandininés reakcijos (PGR) biidu, naudojant
specifinius STR pradmenis. PGR reakcija suteikia galimybg tiriama DNR
sekos fragmenta pagausinti Simtus tikstanc¢iy karty. Amplifikuoty fragmenty
ilgis priklauso nuo pasikartojan¢iy nukleotidy motyvy skaiciaus. PGR

fragmenty vaizdinei analizei naudojama vertikali elektroforeze poliakrilamido
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gelyje arba kapiliariné elektroforezeé. Pastaroji yra jautresné ir patogesné
kiekybiniam vertinimui (Lion T., 2003). Kiekybinis donoro ir recipiento aleliy
santykis apskaiiuojamas remiantis informatyviy aleliy piky plotu pagal
specialias formules (Thiede C. ir kt., 1999) arba pasitelkiant kompiuterines
programas.

Siuo metu jvairiuose Europos centruose chimerizmui tirti naudojamos
metodikos yra ganétinai skirtingos. Tai apsunkina klinikiniy studijy rezultaty
palyginima ir apibendrinima. Todel 2002 metais pradétas bendras
EUROCHIMERISM projektas (www.eurochimerism.org), kuriame dalyvauja

dvylika pagrindiniy Europos laboratoriju. Projekto tikslas — standartizuoti
chimerizmo tyrimo metodika, paruosti vieningag STR fragmenty nomenklatiira
(Watzinger F. ir kt., 2006), sukurti vienodus diagnostikos ir chimerizmo
steb¢jimo po transplantacijos kriterijus. Tokiu biidu siekiama pagerinti

klinikiniy intervencijy, besiremian¢iy chimerizmo tyrimais, efektyvuma.

2.1.3. Chimerizmo tyrimo jautrumo padidinimo biidai

Paprastai chimerizmui tirti naudojami nefrakcionuoti periferinio kraujo
leukocitai arba kauly ¢&iulpy mielokariocitai. Si tiriamoji medZiaga yra
lengviausiai prieinama ir nereikalauja papildomo apdorojimo prie§ DNR
zymeny gausinima PGR. Tokioje terpéje metodo jautrumas leidZia
identifikuoti 107-10 recipiento lasteliy (Thiede C. ir Lion T., 2001). Norint
kuo anksCiau diagnozuoti leukemijos recidyva ar transplantato atmetima,
meéginama jvairiais biidais padidinti tyrimo jautruma. Vienas galimy keliy Siai
problemai spresti — tirti chimerizma atskirose leukocity frakcijose (T
limfocituose, B limfocituose ir kt.). Atskiry lasteliy populiacijy iSskyrimas
padidina tyrimo jautruma iki 10°-10* (Lion T. ir kt., 2001). Lasteliy izoliacija
gali biuti atlikta tékmés citometrijos (Wan L.P.ir kt, 2006) arba
imunomagnetinés izoliacijos biidu (Bader P. ir kt., 2000, Massenkeil G. ir kt.,

2003). Klinikinéje praktikoje paprastai iSskiriami T ir B limfocitai, monocitai,
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granulocitai. Moksliniais tikslais chimerizmas tiriamas NK lastelése (Koenecke
C. ir kt., 2003), eritrocituose (Spangrude G.J. ir kt., 2006), trombocituose
(Eklund O. ir kt., 2003; Thiele J. ir kt., 2003), dendritinése lastelése (Nachbaur
D. ir kt.,, 2003; Auffermann-Gretzinger D. ir kt., 2006) ir kitose lastelése.
Donoro ir recipiento ivairiy lasteliy santykio pokyciy stebéjimai leidZia tiksliau
ivertinti transplantato prigijima (Baron F. ir kt., 2005a; Wan L.P. ir kt., 2006),
anksciau diagnozuoti leukemijos recidyva (Massenkeil G. ir kt., 2003) ar
transplantato atmetima (Matthes-Martin S. ir kt., 2003). Tai ypatingai svarbu
tais avejais, kai KKL persodinamos po sumaZinto intensyvumo
kondicionavimo (Lion T., 2007). Lasteliy populiacijy i§skyrimas yra paprastas
ir greitas biidas padidinti chimerizmo tyrimo jautruma, tod¢l lengvai
idiegiamas klinikinéje praktikoje. Vienintelis jo trikumas — didesni tyrimo
kastai.

Chimerizmo tyrimo informatyvumui pagerinti DNR Zymenis galima
gausinti kiekybinés PGR, taip vadinamos tikro laiko PGR, bidu. Sios reakcijos
privalumas — tikslus ir automatizuotas donoro ir recipiento DNR santykio
kiekybinis jvertinimas bei didesnis reakcijos jautrumas, siekiantis 10~ — 10~
(Alizadeh M. ir kt., 2002). Tuo paciu metu chimerizmui tirti bandomi
alternatyvus polimorfizmo Zymenys. Vieni labiausiai paplitusiy yra genomo
pavieniy nukleotidy skirtumai (Maas F. ir kt., 2003; Hochberg E.P. ir kt. 2003;
Gineikien¢ E. ir kt., 2009). Siy Zymeny analizé padidina tikimybe rasti
informatyvius genetinius skirtumus tarp giminingy individy, taciau Sis metodas
yra techniSkai sudétingas, todél kol kas naudojamas daugiausiai moksliniams
tikslams (Baron F. ir kt., 2005a; Koldehoff M. ir kt., 2006). Pastaruoju metu
moksliniuose tyrimuose naudojami ir kiti polimorfizmo Zymenys, pvz. Y
chromosomos specifinés sekos (Fehse B. ir kt., 2001; Thiede C. ir kt., 2003),
genomo seky polimorfizmas (Willasch A. ir kt., 2007), kurie gausinami ir
vertinami tikro laiko PGR biidu. Sios metodikos jautrumas taip pat siekia 10™ —
10°. Naudojant standartinius DNR Zymeny rinkinius, méginama tobulinti

vaizding amplifikaty analiz¢ kapiliarinés elektroforezés metodu — prailginus
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fluorescuojanciy Zymeny ipurskimo laika, galima padidinti tyrimo jautruma iki

107 (Bufio L ir kt., 2005).

2.2. CHIMERIZMO REIKSME SERGANT ULL

2.2.1. Alogeniné KKLT gydant vaiky ULL

ULL yra viena daZniausiai diagnozuojamy piktybiniy ligy vaiky amzZiuje.
Ji sudaro iki 30 proc. visy pediatriniy naviky (Gustaffson G. ir Lie S.0O., 1999).
Chemoterapijos tobuléjimo déka per paskutinius trisdeSimt mety vaiky ULL
gydymo rezultatai labai pageréjo — Siuo metu ilgalaikis bendras
iSgyvenamumas siekia 85 proc. (Gatta G. ir kt., 2005). Taciau gydymas
citostatikais nevisada veiksmingas. Daugiausiai gydymo rezultatai priklauso
nuo ligos rizikos grupés: standartinés rizikos ligoniai pasveiksta gydant vien
chemoterapija — juy iSgyvenamumas be neigiamo jvykio siekia 90 proc., tuo
metu didelés rizikos ligoniy iSgyvenamumas be neigiamo jvykio nevirSija
50 proc. (Moricke A. ir kt., 2008; Pui C.H. ir kt., 2008). Likusiai pusei ligoniy,
kuriems chemoterapija yra neveiksminga, alogeniné KKLT gali uZtikrinti
pasveikima 67 proc. atveju (Schrauder A. ir kt., 2006). Pastaraisiais metais
vaiky alogeninés transplantacijos rezultatai gydant vaiky ULL labai pageréjo:
atliekant genetini Zmogaus leukocity antigeny tipavima, tapataus giminingo ar
negiminingo donoro pasirinkimas nebeturi jtakos transplantacijos rezultatams
(Al-Kasim F.A. ir kt., 2002; Gassas A. ir kt., 2007; Remberger M. ir kt., 2008),
o mirtingumas de¢l infekciniy-toksiniy komplikacijy sumazéjo iki 13-16 proc.
(Meisel R. ir kt., 2005). Leukemijos recidyvas po transplantacijos iSlieka
pagrindiné problema — vaikams sergantiems ULL tikimybé i§gyventi tris metus
po KKLT be recidyvo ivairiy autoriy duomenimis svyruoja nuo 30 iki 54 proc.
(Bader P. ir kt., 2004; Gaynon P.S., 2005).

Moksliniai tyrimai rodo, kad anksti diagnozavus recidyva po
transplantacijos, daliai ligoniy galima pasiekti pakartoting remisija, paskyrus

imunoterapija. Kuo anksCiau aptiktas recidyvas, t.y. kuo maZiau organizme
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navikiniy lasteliy, tuo didesné tikimybe, kad imunoterapija bus efektyvi,
nesukeldama nepageidaujamy reakcijy (Slavin S. ir kt., 1995; Or R. ir kt,,
1998). Todél jautriy metodiky, kurios jgalina aptikti minimalius piktybinio
proceso poZymius, taikymas yra ypatingai svarbus klinikin¢je praktikoje. Po
transplantacijos remisijos kokybei sekti gana placiai naudojami jautriis
molekuliniai minimalios liktinés ligos Zymenys, kurie gausinami tikro laiko
PGR budu. Metodikos jautrumas leidZia aptikti tiriamojoje medZiagoje viena
blasta tarp 10*-10° sveiky lasteliy (Spinelli O. ir kt., 2007; Jotkowska J. ir kt.,
2007). Sio metodo trikumas — ne visiems ligoniams identifikuojamas
molekulinis Zymuo: greitai ir lengvai aptinkami geny susiliejimo transkriptai
randami apie 40-50 proc. ligoniy serganc¢iy B pirmtaky ULL ir tik 10-20 proc.
sergan¢iy T pirmtaky ULL (Cazzaniga G. ir Biondi A., 2005). Kloniskumo
tyrimas, remiantis imunoglobuliny ir T limfocity receptoriy genu
persitvarkymy analize, leidzia aptikti specifini molekulini Zymeni beveik
95 proc. ligoniy, tafiau §i metodika reikalauja dideliy techniniy ir laiko
sanaudy (Li A. ir kt., 2003; Cazzaniga G. ir Biondi A., 2005). Remisijos
kokybg taip pat galima jvertinti t€kmes citometrijos metodu pagal pirmini
blasty fenotipa, tadiau metodikos jautrumas nevirsija 10™ (van der Velden V.H.
ir kt., 2004; Janelitiniené M. ir kt., 2007). Norint tiksliai apskai¢iuoti minimaly
piktybiniy Iasteliy kieki, biitina tirti kauly ¢iulpus, kadangi kai kuriy tyrimy
duomenimis minimalios liktinés ligos kiekybiné iSraiSka kauly ciulpuose ir
periferiniame kraujyje tarpusavyje nekoreliuoja (Stock W. ir kt., 2007). Tuo
tarpu po transplantacijos ligoniai ilga laika sekami ambulatoriSkai, kuomet
kauly cCiulpai tiriami kur kas reciau, nei periferinis kraujas, kuris imamas
vairiems kitiems tyrimams. Be to, vaikams kauly Ciulpy aspiraciné biopsija
atlickama su bendra nejautra. Visa tai riboja molekuliniy Zymeny tyrimus po
transplantacijos. Chimerizmo tyrimas gali biti gera alternatyva remisijos
kokybés vertinimui po transplantacijos — polimorfiniai DNR Zymenys randami
visiems recipientams, metodikos jautrumas analizuojant ALP arba taikant tikro

laiko PGR siekia 10— 10, klinikiniais tyrimais {rodytas rySys tarp didéjancio
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MC ir leukemijos recidyvo (Zr. Zemiau), o tiksliam recipiento ir donoro lasteliy

kiekybiniam jvertinimui pakanka periferinio kraujo.

2.2.2. Chimerizmo rysys su leukemijos recidyvu

Mokslingje literatiiroje yra daug publikacijuy nagrin¢janciy chimerizma
sergant leukemija. Tyrin¢jimy pradZioje daugelis moksliniy grupiy nagrinéjo
chimerizmo reik§Sme leukemijos recidyvo diagnostikai, ta¢iau jy sasaja pavyko
nustatyti ne i§ karto (Yam P.L ir kt., 1987; Offit K. ir kt., 1990; Bertheas M.F.
ir kt., 1991). Kol chimerizmui tirti buvo naudojami maZzai jautriis Zymenys, po
mieloabliacinio kondicionavimo stebétas tiek visiSkas DC, tiek MC, kuris
daugiausia buvo apibtidinamas kaip laikinas.

Suttorp pirma karta aprase leukemija sergantiems recipienty chimerizmo
tyrimus remiantis DNR Zymeny skirtumais (Suttorp M. ir kt., 1993).
Informatyviis DNR aleliai buvo rasti visiems tirtiems ligoniams (n = 61). Si
metodika leido pakankami tiksliai jvertinti transplantato prigijima po
mieloabliacinio kondicionavimo, kai lasteliy kiekis periferiniame kraujyje yra
labai mazas. Ji taip pat pasirodé esanti pakankamai jautri MC aptikti, taciau
MC reikSme recidyvo diagnostikai Siame tyrime iSliko neaiski.

DNR Zymeny tyrimas gana greitai tapo visuotinai priimtu metodu
chimerizmui tirti. Nepaisant jautrios metodikos, van Leeuwen ir jo grupé
nesugebéjo jrodyti MC sasajos su leukemijos recidyvu (van Leeuwen J.E. ir
kt., 1993). IStyrusi 53 ligonius, sergancius imia limfoblastine ir mieloblastine
leukemijomis, mielodisplaziniu sindromu bei juveniline mielomonocitine
leukemija, olandy moksliné grupé rado stabily ir praeinanti MC, kuris pirma
karta buvo tirtas ne tik periferinio kraujo leukocituose, bet ir T limfocituose.
Studijos rezultatai gali buti paaiSkinami ganétinai ilgais laiko tarpais tarp
chimerizmo tyrimy — kraujo méginiai buvo imami, pracjus 2, 6 ir 12

meénesiams po KKLT.
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Pradéjus tirti chimerizma karta per ménesi, buvo rasta koreliacija tarp
MC ir leukemijos recidyvo — Ramirez ir bendraautoriai paskelbé klinikinés
studijos, kurioje tyrinéjo chimerizma 12 vaiky sergan¢iy ULL, rezultatus
(Ramirez M. ir kt., 1996). Siame tyrime pirma karta pabréZiama chimerizmo
kinetikos svarba — didéjantis MC buvo susijes su leukemijos recidyvu, o esant
maze¢janciam MC arba tranzitoriniam chimerizmui T limfocituose ligoniams
tgseési remisija.

Tyrimo daZznumo svarba buvo patvirtinta vokieCiy studijoje, kurioje
chimerizmas tirtas 55 vaikams sergantiems Umia limfoblastine ir mieloblastine
leukemija ir mielodisplaziniu sindromu (Bader P.ir kt., 1998). Ankstyvame
potransplantaciniame periode kraujo méginiai imti karta per savaitg iki 200-
osios dienos po KKLT, o véliau ambulatori§kai — karta per ménesi. Intensyvi
chimerizmo kontrolé patvirtino MC koreliacija su leukemijos recidyvu ir
atskleidé kelis chimerizmo kinetikos tipus, kuriy prognozé pasirod¢ esanti
skirtinga: 9 i§ 10 ligoniy, kuriems rastas didéjantis MC, iSsivysté leukemijos
recidyvas, o vaikams, kuriems recipiento frakcija palaipsniui mazéjo, tgsési

ilgalaikeé remisija.

2.2.3. Chimerizmo tyrinéjimai atskirose lasteliy populiacijose

Pirmieji meéginimai tirti chimerizma atskirose lasteliu populiacijose
paskelbti 1993 metais — van Leeuwen tyré chimerizma periferinio kraujo T
limfocituose (van Leeuwen J.E. ir kt., 1993), o véliau ir leukemijos fenotipui
specifinése lastelése, iSskirtose 1§ kauly Ciulpy (van Leeuwen J.E. ir kt., 1994).
Siuose darbuose nepavyko nustatyti ALP iskyrimo pranafumo, lyginant su
bendra periferinio kraujo leukocity populiacija.

Bader paskelbé klinikinio tyrimo rezultatus, kuriame nagrinéta ALP
reikSm¢ leukemijos recidyvo diagnostikai (Bader P.ir kt., 2000). Studijoje
dalyvavo 22 vaikai, sergantys Uumia limfoblastine ir mieloblastine
leukemijomis ir mielodisplaziniu sindromu, kuriems skirtas mieloabliacinis

kondicionavimas. Chimerizmas tirtas granulocituose, CD3, CD14, CD19 ir

20



CD56 lasteliy populiacijose. ALP izoliacija buvo atliekama tik tuo atveju, kai
MC buvo aptinkamas PKL. MC buvo rastas visose tirtose lastelése tuomet, kai
leukemijos recidyvas diagnozuotas nepra¢jus 300 dieny po transplantacijos (3
1S 6 recidyvavusiy ligoniy). Esant vélyvam leukemijos recidyvui (likg 3
ligoniai), MC buvo aptiktas tik blasty populiacijoje, tuo metu visos kitos tirtos
lastelés liko donoro kilmeés. Sioje publikacijoje ALP tyrimo biitinumas iliko
neaiskus.

Zetterquist iStyré chimerizma B limfocituose 12 ligoniy serganéiy B
pirmtaky ULL (Zetterquist H. ir kt., 2000). Sioje studijoje jis aptiko MC B
limfocituose 5 i§ 12 tirty pacienty. Keturiems i§ penkiy véliau iSsivysté
leukemijos recidyvas. Siame tyrime lygiagretiai buvo tirti ir minimalios
liktinés ligos Zymenys, kurie taip pat koreliavo su leukemijos recidyvu. Buvo
padaryta iSvada apie chimerizmo tyrimo B limfocituose informatyvuma
ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai.

Mattsson paskelbé chimerizmo tyrinéjimy leukemijos fenotipui
specifinése lastelése rezultatus (Mattsson J. ir kt., 2001a). Sioje studijoje tirti
30 ligoniy, kurie sirgo mieloidinés eilés hemoblastozémis (imia mieloblastine
ir bifenotipine leukemijomis, mielodisplaziniu sindromu ir juveniline
mielomonocitine leukemija). Visiems ligoniams skirtas mieloabliacinis
kondicionavimas. Chimerizmui tirti lasteliy populiacija buvo iSskiriama
atsizvelgiant 1 leukemijos blasty fenotipa diagnozés metu (CD13, CD33, CD7
koekspresija). Siame tyrime leukemijos recidyvas diagnozuotas 10 i§ 30
ligoniy. Visais atvejais recidyvo metu MC buvo randamas leukemijos fenotipui
specifinése lastelese.

Thiede teige, kad chimerizmo tyrimas CD34 Iastelése yra pakankamai
patikimas ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai (Thiede C. et al., 2002).
IStyrus 87 ligonius sergancius daugiausia mieloidinés eilés leukemijomis po
mieloabloacinio kondicionavimo, MC CD34 populiacijoje buvo rastas 22
ligoniams, i8 kuriy 20 diagnozuotas recidyvas.

Chimerimo kinetika ALP tirta taip pat ligoniams, kuriems skirtas

sumazinto intensyvumo kondicionavimas. Nemieloabliaciniy citostatiky doziy
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skyrimas galutinai nesunaikina recipiento kraujodaros, tod¢el MC po
transplantacijos aptinkamas Zymiai dazniau (Baron F. ir kt.,, 2005a).
Autologinés kraujodaros iSlikimas ankstyvame potransplantaciniame periode,
kai lasteliy kiekis periferiniame kraujyje yra ganétinai mazas, sudaro geras
prielaidas atskiry lIasteliy frakcijy iSskyrimui ir tyrin¢jimams. IS kitos puses,
iSliekant recipiento kraujodarai, recidyvo rizika yra kur kas didesné — sergant
umia limfoblastine ar mieloidine leukemija ji sieka 44-52 proc. (Baron F. ir kt.,
2006; Kahl C. ir kt., 2007). Tod¢l MC kinetikos stebéjimas po
nemieloabliacinés transplantacijos yra ypa¢ aktualus ankstyvai recidyvo
diagnostikai.

Massenkeil tyrinéjo profilaktinés imunoterapijos veiksminguma 23
ligoniams sergantiems Umia limfoblastine ir mieloblastine leukemijomis.
Donoro limfocity infuzija buvo skirta profilaktiSkai remiantis MC
periferiniame kraujyje. Recipiento kraujodara aptikta visiems ligoniams (n =
13), kuriems iSsivyst¢ leukemijos recidyvas (vidutiniSkai 8 savaites prie§
recidyva). Autologiné frakcija anksciausiai pasirodé CD4, CD8 populiacijose,
o veliau granulocituose (CD14/15). Tokie chimerizmo pokyciai apraSyti ir kity
autoriy (Wan L.P. ir kt., 2006). ISnagringjgs chimerizmo kinetika, Massenkeil
stebéjo didéjanti arba maz¢janti, bet ne stabily MC (Massenkeil G. ir kt.,
2003). Stabilaus MC nebuvimas po sumazinto intensyvumo kondicionavimo
sergant leukemija taip pat patvirtintas kituose darbuose (McSweeney P.A. ir
kt., 2001; Niederwieser D. ir kt., 2003).

Apibendrinant skelbty tyrimu rezultatus, reikia paZymeéti, kad didziajai
vaiky leukemijy daliai, ty. ligoniams sergantiems ULL, kuriems skiriamas
mieloabliacinis kondicionavimas, ALP izoliacijos reikSmé chimerizmo
diagnostikai iSliko neaiSki. Publikuotos studijos tyrin¢ja palyginus nedideli
ligoniy skai¢iy, serganciy jvairiomis piktybinémis kraujo ligomis (daugiausia
mieloidinés eilés neoplazijomis). Negausiis tyrimai, irod¢ ALP izoliacijos
pranaSuma, atlikti tyrin¢jant daugiausia suaugusius pacientus po sumazinto
intensyvumo kondicionavimo. Vaikams sumazinto intensyvumo

kondicionavimas yra pakankamai placiai taikomas gydant nepiktybines kraujo
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ligas, taciau jo efektyvumas sergant leukemija iSlieka abejotinas (Meissner B.
ir kt., 2007). Siuo metu bandoma tiksliau apibréZti sumaZinto intensyvumo
kondicionavimo taikyma pediatrin¢je praktikoje (Klingebiel T. ir kt., 2006;
Satwani P. ir kt., 2008). Bendrai chimerizmo tyrin¢jimy tendencijai biudingas
laipsniSkas per¢jimas prie jautresniy metodiky, siekiant kuo anksciau
diagnozuoti leukemijos recidyva. ALP iSskyrimas yra viena i§ galimybiy
metodikos jautrumui pagerinti, taciau jos informatyvumas néra pakankamai

istirtas.

2.2.4. Chimerizmo reikSmé imunoterapijai

Po transplantacijos TPSL profilaktikai skiriamo imunosusupresinio
gydymo intensyvumas yra tiesiogiai susijgs su transplantato prie§ leukemija
efektu. Kuo didesn¢ ciklosporino doze, tuo mazesné TPSL iSraiska, bet didesné
recidyvo rizika. Sis rySys yra gana gerai iStirtas suaugusiems pacientams
sergantiems létine mieloidine leukemija (Kolb H.J. ir kt., 1995), taciau jis taip
pat patvirtintas ir vaiky transplantacijoje, kur dauguma ligoniy
transplantuojami dél Gimiy sparciai progresuojanciy leukemijy (Teuffel O. ir
kt., 2005; Gassas A. ir kt., 2007). Leukemijos recidyvas po transplantacijos
iSlieka pagrindine problema, kuri nulemia ligoniy mirtinguma (Socie G. ir kt.,
1999; Eapen M. ir kt., 2004). Keletas studiju pademonstravo imunoterapijos
korekcijos efektyvuma, méginant iSgelbéti recidyvo iStiktus ligonius. Staigus ir
ankstyvas ciklosporino nutraukimas arba donoro limfocity infuzija pasirodé
esantys veiksmingi, méginant nugaléti piktybini klona (Abraham R. ir kt.,
1997; Porter D.L. ir kt., 2000). Taciau sergant greitai progresuojanciais
navikais, imunonokorekcija esant morfologiniams ir klinikiniams recidyvo
poZymiams daZnai biina pavéluota, nes navikiniy lasteliy daugéja kur kas
greifiau, nei spéja iSsivystyti imunologinis atsakas (Collins J.R.H. ir kt., 2000;
Bader P. ir kt., 2004). Todél imuninés reakcijos sukélimas pradinéje recidyvo

stadijoje yra labai svarbus, méginant uZzkirsti kelig leukemijos atsinaujinimui.
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Taciau Siai intervencijai truko objektyvaus kriterijaus, kuris nusakyty jos
optimaly momenta.

IrodZius didéjancio MC ir leukemijos recidyvo sasaja, recipiento lasteliy
daugéjimas periferiniame kraujyje tapo pagrindu prevencinés imunoterapijos
skyrimui nelaukiant morfologinio recidyvo diagnozés. Imunoterapija
koreguojama — nutraukiama imunoprofilaktika ciklosporinu arba skiriama
donoro limfocity infuzija — kai autologiniy lasteliy dalis PKL did¢ja daugiau
nei 5 proc. Atsakas | gydyma vertinamas pagal chimerizmo konversija i§ MC {
visiSka DC ir pagal ligoniy, kuriems tgsési remisija, skaiCiy. Profilaktinés
imunoterapijos efektyvumas pradZioje buvo irodytas nedideléje studijoje,
tyrusioje 12 vaiky, serganciy imia limfoblastine ir mieloblastine leukemijomis
bei mielodisplaziniu sindromu (Bader P.ir kt., 1999). V¢éliau §ie rezultatai
pakartoti dideliame tyrime, kuriame dalyvavo 173 vaikai, sergantys ULL
(Bader P.ir kt., 2002). Paskyrus profilakting imunoterapija ligoniams su
didé¢janciu MC, ju iSgyvenamumas be neigiamo ivykio statistiSkai reikSmingai
pegerejo nuo O iki 38 proc., lyginant su tais, kuriems §is gydymas nebuvo
skirtas (p = 0,0024). Prospektyvinis daugiacentrinis tyrimas, kuriame tirti 163
vaikai sergantys ULL dar karta patvirtino intensyvaus chimerizmo tyrimuy
atlikimo svarba, norint laiku aptikti MC ir uZtikrinti profilaktinés
imunoterapijos maksimaly efekta (Bader P. ir kt., 2004).

Pana$iis rezultatai gauti tiriant suaugusius ligonius. Daugumai ju dél
1vairiy prieZas¢iy skirtas sumazinto intensyvumo kondicionavimas, po kurio
MC daznis PKL sieké 64 proc. (Massenkeil G. ir kt., 2003). IS 23 studijoje
aprasSyty ligoniy 14 buvo transplantuoti nesant remisijai iki KKLT. Paskyrus
profilakting donoro limfocity infuzija remiantis vien MC periferiniame
kraujyje (n = 11), 6 i 11 tiriamyjuy pasiekta chimerizmo konversija i§ MC {
DC. Trims pacientams, kuriems leukemija iki KKLT progresavo, pavyko
pasiekti remisija, perpylus donoro limfocitus. Skiriant profilakting
imunoterapija, chimerizmo konversija pavyksta pasiekti 92 proc. ligoniy, tuo
paciu uZztikrinti remisija 83 proc. pacienty (Lutz C. ir kt., 2008). Stabiliai

remisijai i§laikyti ir maksimaliam transplantato prie§ leukemijq efektui pasiekti
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ypa¢ svarbi chimerizmo konversija T limfocituose (Dey B.R. ir kt., 2003;
Mohty M. ir kt., 2007).

Apibendrinant apZvelgtus mokslinius tyrimus matome, kad sergant
leukemija chimerizmo tyrimas yra vienas svarbiausiy biidy ankstyvai recidyvo
po transplantacijos diagnostikai. Taciau chimerizmo tyrimo ALP rezultatai
prieStaringi. ALP iSskyrimo reikSmé ankstyvai recidyvo diagnostikai ir
imunoterapijai pediatriniams ligoniams po mieloabliacinio kondicionavimo
néra iStirta. Todél disertacijoje pateikiami vaiky sergan¢iy ULL chimerizmo

tyrimo ALP rezultatai gali suteikti naujy duomeny Sioje srityje.

2.3. CHIMERIZMO REIKSME SERGANT FA

2.3.1. Alogeniné KKLT gydant FA

Fanconi anemija (FA) — tai reta jgimta liga, paveldima autosominiu
recesyviniu biidu. FA biidingos daugybinés jgimtos jvairiy organy anomalijos
ir progresuojanti kauly Ciulpuy aplazija (Young N.S. ir Alter B.P., 1994).
Pakitimai kauly Ciulpuose pradzioje primena aplazing anemija. Palaipsniui
kraujodaros  lastelése  atsiranda  chromosomy  pakitimai  bidingi
mielodisplaziniam sindromui, kurie galiausiai salygoja fimios mieloblastinés
leukemijos iSsivystyma. Kauly ciulpy aplazija (anemija, trombocitopenija,
leukopenija) paprastai randama pirmaisiais gyvenimo metais, taciau jei del
lasteliy mozaicizmo, pasitaikancio iki 30 proc. ligoniy (Soulier J. ir kt., 2005),
somatinés anomalijos néra ryskios, liga gali biiti diagnozuota Zymiai vé¢liau
(Rageliené L., 2003; Gluckman E. ir Wagner J.E., 2008). Negydant 81 proc.
ligoniy mirSta nesulauk¢ 40 mety nuo sunkiy infekcijy arba kraujavimo
(Butturini A. ir kt., 1994).

FA serganciyju lasteléms biidingas chromosomy nestabilumas ir
padidéjgs jautrumas DNR suriSancioms medZiagoms bei jonizuojanciam
spinduliavimui (Auerbach A.D. ir Wolman S.R., 1976; Gluckman E. ir kt.,

1983). Genomo nestabilumas palengvina lastelés transformacija ir piktybinio
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klono atsiradima. Sergant FA, ypa¢ daznai diagnozuojama timi mieloblastiné
leukemija ir stemplés, galvos, kaklo bei Slapimo taky plokScialasteline
karcinoma (Faivre L. ir kt., 2000; Rosenberg P.S. ir kt., 2003; Kutler D.I. ir kt.,
2003). [gimtas polinkis malignizacijai lemia 76 proc. kumuliacing vézio
iSsivystymo rizika iki 45 mety amziaus (Alter B.P., 2003). Taigi,
progresuojanti kauly Ciulpy aplazija ir véZys yra pagrindinés FA serganciyju
mirties priezastys.

Persodinus donoro kauly ¢iulpus, galima pakeisti paZeista kraujodarg ir
taip iSvengti ligonio mirties dél hematologiniy komplikacijy. Taciau alogeniné
KKLT FA sergantiesiems turi kai kuriy ypatumy: deél chromosomy
nestabilumo iprastinis mieloabliacinis kondicionavimas sukelia Zymiai daugiau
toksiniy komplikacijy ir sunkesng TPSL, nei transplantuojant kitomis ligomis
serganCius vaikus. Dél Siy priezasCiy alogenineé KKLT ilga laika buvo
neefektyvi. Pirmieji sékmingi transplantacijos rezultatai buvo paskelbti
pranciizy mokslininky 1983 metais, panaudojus sumaZinto intensyvumo
kondicionavima torakoabdominaline apsvita ir ciklofosfamidu (Gluckman E. ir
kt., 1983). PradZioje transplantacija taikyta tik tiems vaikams, kurie tur¢jo
identiSka gimininga donora. Minéto reZimo skyrimas didesnei ligoniy grupei
(n=151) léemé 70 proc. bendra dveju mety iSgyvenamuma, persodinus
giminingy donory KKLT (Gluckman E. ir kt., 1995). Véliau vis placiau
pradétos naudoti tapaciy negiminingy donory KKL, kurioms prigijus pasiektas
30 proc. bendras treju mety iSgyvenamumas (Guardiola P. ir kt., 2000a).

Taciau tiek kiino apSvita, tiek ciklofosfamidas patys gali skatinti
nestabilaus FA Iasteliy genomo piktybing transformacija ir véZio atsiradima.
Tikimybe, kad pra¢jus 2 metams po transplantacijos ligoniui iSsivystys vézZys
sudaro 14 proc. (Deeg H.J. ir kt., 1996). Todél méginant sumaZinti véZio
atsiradimo rizika, daugelis centry ieSko alternatyviy kondicionavimo budy.
Labiausiai paplites sumazinto intensyvumo kondicionavimas fludarabinu, kuris
derinamas su torakoabdominaline apSvita (Kurre P.ir kt., 2003), busulfanu

(Maschan A.A. ir kt., 2004) arba ciklofosfamidu (Tan P.L. ir kt., 2006;

26



Locatelli F. ir kt., 2007). TPSL pasireiSkimui suSvelninti T limfocity kiekis
mazinamas, Salinant juos i$ transplantato arba skiriant antitimocitini globulina.

Sumazinto  intensyvumo  kondicionavimas  Zenkliai = pagerino
transplantacijos rezultatus ir sudaré salygas persodinti giminingy ir
negiminingy donory KKL. Siuo metu persodinus giminingo donoro KKL,
bendras 5 mety i§gyvenamumas sieka 85 proc., o persodinant negiminingo
donoro KKL, bendras 3 mety iSgyvenamumas padidéjo iki 52 proc. (Gluckman
E. ir Wagner J.E., 2008). Keliy studijuy patirtis rodo, kad biitent fludarabino
naudojimas sumaZzino mirtinguma deél toksiniy komplikacijy iki 24 proc. ir
pagerino iSgyvenamumo rodiklius (Locatelli F. ir kt., 2007; Wagner J.E. ir kt.,
2007). Ar sumaZéjo antriniy naviky iSsivystymo rizika po Sio rezimo kol kas
iSlieka neaiSku, nes didZiausia solidiniy naviky atsiradimo tikimybé¢ yra praé&jus

8-9 metams po KKLT (Deeg H.J. ir kt., 1996).

2.3.2. Chimerizmo tyrinéjimai sergant FA

Siai dienai yra palyginus nedaug skelbty moksliniy darby, nagrinéjanéiy
chimerizma FA recipientams. Viena pirmyjy ir iSsamiausiy studijy apima 19
ligoniy, kuriems tirtas chimerizmas po sumaZzinto intensyvumo
kondicionavimo torakoabdominaline kiino apsvita ir ciklofosfamidu (Socié G.
ir kt,, 1993). Daugumai pacienty (17/19) persodintos identiSky giminingy
donory KKL. Chimerizmas tirtas periferinio kraujo mononuklearuose ir
bendroje limfocity populiacijoje nesilaikant kokios nors schemos. Donoro ir
recipiento lasteléms atskirti naudoti polimorfiniai DNR Zymenys. Kraujo
meéginiai tyrimams imti 2 metus po transplantacijos. Esant tokiai tyrimo
metodikai, 13 i§ 19 tirty vaiky rastas visiSkas DC, o 6 i§ 19 aptiktas
tranzitorinis MC, po kurio 5 i 6 iSsivysté visiSkas DC.

Mital aprasé chimerizmo kinetika FA serganciam ligoniui po identiSko
kondicionavimo torakoabdominaline apS$vita ir ciklofosfamidu, kuriam buvo

persodintos tapataus giminingo donoro KKL (Mital M.K. ir kt., 1999).
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Chimerizmui tirti lygiagreciai naudoti citogenetiniai markeriai ir polimorfiniai
DNR Zymenys. Analizuota bendra leukocity populiacija ir ALP: granulocitai,
CD3 ir CDI19 limfocitai. Tiriant minétas Iasteles karta per ménesi, T
limfocituose rastas MC, iSlikes iki 2 mety po transplantacijos. Tuo paciu metu
ligoniui stebétas uzsitgsgs kraujodaros atsistatymas, kuris buvo susietas su MC
CD3 populiacijoje. Motwani aprase¢ 7 ligonius, kuriems KKLT atlikta skiriant
kondicionavimg fludarabinu ir ciklofosfamidu (Motwani J. ir kt., 2005). Siame
straipsnyje palyginus iSsamiai apraSyti dviejuy ligoniy, kuriems iSsivysté
transplantato atmetimas, chimerizmo tyrimai. Abiem ligoniams buvo atlikta T
limfocity delplecija, tod¢él po transplantacijos leukocity frakcijoje stebétas
donoro DNR maz¢jimas.

Didzioji dalis kity skelbty darby apraso pavienius klinikinius atvejus,
kuriuose chimerizmas minimas tik bendrame transplantacijos kontekste kaip
persodinty Iasteliy prigijimo rodiklis po tam tikros sumazinto intensyvumo
kondicionavimo modifikacijos, pvz., skiriant fludarabing su ciklofosfamidu
(Boulad F. ir kt., 2000; Rossi G. ir kt., 2003; George B. ir kt., 2005),
fludarabing su busulfanu (Maschan A.A. ir kt., 2004), vien ciklofosfamida be
apsvitos (Ayas M. ir kt., 2005) arba naudojant alternatyvius KKL Saltinius,
pvz., identiSka negiminga (Zwaan C.M. ir kt., 1998; MacMillan M.L. ir kt.,
2001) arba haploidentini donora (Elhasid R. ir kt., 2000), identisko
negiminingo donoro virkstelés krauja (Aker M. ir kt., 1999; Yoshimasu T. ir
kt., 2001). Minétuose darbuose chimerizmui tirti naudoti polimorfiniai DNR
Zymenys, kuriy pagalba randamas visiSkas DC arba MC. Taciau né viena Siy
publikacijy nenagrin¢ja chimerizmo kinetikos per se ir jos vaidmens sergant

FA.

2.3.3. Chimerizmas ir transplantato atmetimas

Transplantato atmetimas — viena galimy komplikacijy, kurios gali lemti

nes¢kminga transplantacijos iSeiti (Dufour C. ir kt., 2001). Ivairiy autoriy
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duomenimis sergant FA transplantato atmetimo daZnis svyruoja nuo 6 iki
22 proc. (Motwani J. ir kt., 2005; Locatelli F. ir kt., 2007). Vienintelis
transplantato gydymo biidas — pakartotine KKLT. Taciau transplantato
prigijimas po antro persodinimo ivairiy autoriy duomenimis tesiekia 57-
75 proc. (Davies S.M. ir kt., 1994; Remberger M. ir kt., 1998). Be to, ji susijusi
su didesne TPSL ir infekciniy-toksiniy komplikacijy rizika (Lang P.ir kt.,
2008). Todel ankstyva savalaiké gresiancCio atmetimo diagnostika yra labai
svarbi. Chimerizmo sekimas gali biiti naudojamas gresiancio transplantato
atmetimo diagnostikai. Kaip minéta aukSciau, kol kas nepavyko rasti iSsamiy
studijy, nagrin¢janciy chimerizmo kinetika FA sergantiems ligoniams.
Chimerizmo svarba transplantato atmetimui daugiausia iStirta ligoniams,
sergantiems kitomis nepiktybinémis kraujo ligomis.

MC rySys su transplantato atmetimu nustatytas dar devintame
deSimtmetyje — Hill paskelbé klinikinés studijos rezultatus, kurioje iStyré 96
ligonius sergancius aplazine anemija (Hill R.S. ir kt., 1986). Transplantato
atmetimas buvo reikSmingai daZniau diagnozuojamas ligoniams turintiems
MC, nei turintiems visiSka DC. PanaSios iSvados buvo padarytos kai kuriuose
vélesniuose tyrimuose, taciau Siuose darbuose buvo atkreiptas démesys taip pat
ir 1 chimerizmo kinetika — esant nedideliam stabiliam recipiento DNR kiekiui
kraujo lastelése, transplantato atmetimas nesivysté ir ligoniams tgsési ilgalaike
remisija (Lawler M. ir kt., 1995; Bader P. ir kt., 1997; Hassan R. ir kt., 2004).
Chimerizmo kinetikos svarba ankstyvai transplantato atmetimo diagnostikai
iSsamiai iSnagrinéta Hoelle paskelbtame tyrime, kuriame tirti 32 aplazine
anemija sergantys vaikai (Hoelle W. ir kt., 2004). Dviems i$ keturiy pacienty,
kuriems nustatytas didéjantis MC, diagnozuotas transplantato atmetimas. Kitus
du ligonius pavyko iSgelbéti nuo gresianCio transplantato atmetimo, paskyrus
profilakting imunoterapija. Po jos abiems pacientams ivyko chimerizmo
konversija i§ MC 1 DC. Tuo tarpu kitiems 6 ligoniams, kuriems aptiktas
stabilus arba mazéjantis MC, tesési ilgalaiké remisija be jokiy transplantato

atmetimo pozymiy. Didéjan¢io MC sasaja su transplantato atmetimu taip pat
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apraSyta sergant létine mieloidine leukemija, metabolinémis kaupimo ligomis,
mielodisplaziniu sindromu (Woodard P. ir kt., 2003).

Chimerizmo tyrin¢jimai ALP rodo, kad did¢jantis MC chimerizmas T
limfocituose yra svarbus transplantato atmetimui. Horan apaS¢ chimerizmo
kinetika 4 ligoniams sergantiems talasemija ir pjautuvo pavidalo lasteliy
anemija (Horan J.T. ir kt., 2005). Po sumaZinto intensyvumo kondicionavimo
fludarabinu ir torakoabdominaline apSvita 3 1S 4 ligoniy iSsivysté transplantato
atmetimas. IStyrus chimerizma CD3 ir CD33 populiacijose pastebéta, kad
autologiné frakcija visais atvejais buvo didesné T limfocituose, nei
granulocituose. Kitoje studijoje, tyrusioje 124 ligonius sergancius piktybinémis
ir nepiktybinémis kraujo ligomis, jvertinta transplantato atmetimo tikimybe¢ po
analogisko nemieloabliacinio kondicionavimo fludarabinu ir
torakoabdominaline apgvita. Sioje studijoje patvirtinta donoro DNR kiekio
svarba CD3 frakcijoje — transplantato atmetimo rizika buvo reikSmingai
didesné, jei 14 diena po KKLT donoro chimerizmas T limfocituose buvo
mazas (Masmas T.N. ir kt., 2008).

ApZzvelgti literatiros duomenys rodo, kad sergant FA iSsamis
chimerizmo tyrin¢jimai ligoniams gydytiems fludarabinu kol kas nebuvo
atlikti. Stokojama ir duomeny apie ALP iSskyrimo ir tyrimo tikslinguma
sergant Sia liga. Tikimasi, kad Zemiau apraSyti 22 FA serganciy vaiky
chimerizmo tyrimo ALP rezultatai papildys mokslo Zinias Siuo klausimu ir bus

svarbiis priimant sprendimus klinikinéje praktikoje.

2.4. CHIMERIZMO REIKSME SERGANT ALD

2.4.1. Alogeniné¢ KKLT gydant ALD

Su X chromosoma susijusi ALD yra retas neurometabolinis sutrikimas.
Ligos daznis bendroje populiacijoje sudaro 1:42 000 gyventojuy (Bezman L. ir
kt., 2001). Sia liga serga berniukai ir vyrai, o moterys paprastai yra

besimptomés nesiotojos, nors dél papildomy spontaniniy mutacijy gali susirgti
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ir mergaités (Hershkovitz E. ir kt., 2002). Pagrindinis ALD patogenezés
veiksnys — sutrikusi labai ilgy grandZiy riebaly rugsciy f-oksidacija ir skilimas
peroksisomose (Moser H.-W., 1995). Padidéjgs minéty rugsciy kiekis kraujyje
salygoja mielino nestabilumg. Pakitgs mielinas aktyvuoja smegenuy glijos
lasteles ir sukelia uZzdegiming-imuning CNS demielinizacija ir/arba antinks¢iy
nepakankamuma (Ito M. ir kt., 2001; Hudspeth M.P. ir Raymond G.V., 2007).
Klinikiniy simptomy iSraiSka svyruoja nuo greitai progresuojancios cerebrinés
vaiky formos, dél kurios berniukai paprastai mirSta nesulauke 15 mety, iki
adrenomieloneuropatijos, pasireiskiancios periferinémis paraparezémis, kurios
labiau biidingos suaugusiems (Reingardien¢ D., 2002; Moser H.-W. ir kt.,
2005). Iki 10 proc. atvejy liga gali pasireiksti tik Adisono sindromu (Kemp S.
ir Moser H.W., www.x-ald.nl). Vaiky cerebrin¢ su X choromosoma susijusi
ALD forma pirma karta apraSyta 1923 metais (Siemerling E. ir Creutzfeldt
H.G., 1923). Liga pasireiSkia greitai progresuojan¢ia smegeny baltosios
medziagos demielinizacija. Vidutinis klinikiniy simptomy atsiradimo amZius
yra 7 metai. Psichoneurologiniai simptomai per 1-3 metus progresuoja iki
vegetacinés buklés ir galiausiai ligonio mirties. Vienintelis radikalus gydymo
metodas, kuris gali sustabdyti ligos progresavima, yra alogenin¢ KKLT.

ALD yra neurometabolinio sutrikimo pavyzdys, kai liga pakankamai
gerai gydoma KKLT. ADL serganciyjy lyginamoji studija, kurioje analizuotas
bendras iSgyvenamumas tarp identiSkus CNS paZeidimus turin¢iy ligoniy,
parod¢ reikSmingai geresni recipienty bendra iSgyvenamuma po KKLT,
lyginant su kitais biidais gydytais vaikais (54 proc., lyginant su 95 proc.,
p=0,006) (Mahmood A. ir kt., 2007). Alogeniné¢ transplantacija ALD
sergan¢iam vaikui pirma kartg apraSyta 1984 metais (Moser H.W. ir kt., 1984).
Nuo tada S§is gydymo budas taikomas ivairiose pasaulio klinikose.
Transplantacijos efektas grindZiamas imuninés sitemos pakeitimu — aktyvuotos
recipiento glijos lastelés (priklausan¢ios monocity-makrofagy sistemai)
pakei¢iamos sveikomis donoro lasteléemis (Krivit W. ir kt., 1999; Hudspeth
M.P. ir Raymond G.V., 2007). Shapiro paskelbé tyrimo, kuriame apie 10 mety
stebéta 12 berniuky po alogeninés KKLT, rezultatus. Nustatyta, kad
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transplantacijos  efektyvumas  stabdant neurologinés  simptomatikos
progresavima priklauso nuo psichoneurologinio pazeidimo laipsnio prie§
transplantacija (Shapiro E. ir kt., 2000).

Didziausia Siuo metu publikuota studija, tyrusi transplantacijos rezultatus
ALD sergantiems ligoniams, iSspausdinta 2004 metais (Peters C. ir kt., 2004).
Joje iSnagrinéta 94 ligoniy buklé po transplantacijos. Straipsnyje apibendrinta
43 vaiky transplantacijos centry patirtis nuo 1982 iki 1999 mety. Visiems
ligoniams skirtas mieloabliacinis kondicionavimas, taciau jis buvo nevienodas
(citostatikai su apSvita, vien citostatikai, skirtingi chemopreparatai), kadangi
tiriamieji surinkti i§ daugelio Europos ir JAV kliniky. Donorai ir KKL Saltiniai
taip pat yra nevienodi — persodintos negiminingy, giminingy, identiSky ir
netapaciy donory lastelés, kurios imtos i$ kauly Ciulpy, periferinio ir virkstelés
kraujo. Bendras 5-iy mety iSgyvenamumas, persodinus tapataus giminingo
donoro KKL, sieké¢ 64 proc., o persodinus negiminingo donoro lasteles —
53 proc. Dar karta patvirtinta, kad transplantacijos rezultatams didZiausios
itakos turi psichoneurologiné ligonio buklé iki KKLT. Nustatyta, kad intelekto
koeficientas prie§ transplantacija yra patikimas prognostinis rodiklis, kuris
nusako tiek bendra iSgyvenamuma, tiek neurologinés simptomatikos galima
progresavima po KKLT.

Transplantacijos  rezultatams  pagerinti,  ieSkomi  alternatyviis
kondicionavimo biidai ar KKL Saltiniai. Tyrimy duomenimis mirtingumas dél
toksiniy komplikacijy svyruoja nuo 14 iki 18 proc., o TPSL iSsivysto 12 proc.
ligoniy (Peters C. ir kt., 2004). Tod¢l kai kuriose klinikose méginama skirti
sumazinto intensyvumo kondicionavima. Resnick aprasé 3 ligonius, kuriems
skirtas sumaZzinto intensyvumo kondicionavimas fludarabinu, busulfanu ir
antitimocitiniu imunoglobulinu (Resnick I.B. ir kt., 2005). Visiems persodinti
tapaciy giminingy donory kauly ciulpai. Nei vienas Siy ligoniy nemire dél
infekciniy-toksiniy komplikaciju, tik vienam jy i§sivysté I° ami TPSL. Visi trys
apraSyti pacientai iSgyveno po transplantacijos, iSliekant stabiliai ar kiek

pageréjusiai neurologinei buklei.
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2.4.2. Chimerizmo tyrinéjimai sergant ALD

Siai dienai literatiiroje esamy duomeny apie chimerizmo kinetika sergant
ALD yra itin mazai. Pra¢jusio deSimtmecio pabaigoje Bader paskelbé studijos
rezultatus, kurioje nustat¢ MC ryS$i su transplantato atmetimu ir leukemijos
recidyvu (Bader P. ir kt., 1997). Tiriamyju grupe sudaré 52 vaikai sergantys
piktybinémis ir nepiktybinémis kraujo ligomis, i§ ju paminéti 2 ALD sirge
ligoniai. Paskyrus mieloabliacini kondicionavima busulfanu ir ciklofosfamidu,
abiem iSsivysté visiSkas DC, aptiktas PKL. Abu berniukai miré dé¢l pagrindinés
ligos progresavimo. Sesi pacientai paminéti kitoje vokie¢iy autoriy studijoje,
kurioje tirtas chimerizmas ir profilaktiné imunoterapija 53 nepiktybinémis
kraujo ligomis sergantiems vaikams (Willasch A. ir kt., 2006b). Trims i$ SeSiy
recipienty po mieloabliacinio kondicionavimo ir T limfocity deplecijos
iSsivyste MC. Vienas jy miré dél ligos progresavimo.

Koc tyrinéjo chimerizma stromos lastelése po alogeninés KKLT, kuri
buvo atlikta ligoniams turintiems lizosomini ar peroksisomini medZiagy
apykaitos defekta (Koc O.N. ir kt., 1999). Tarp 13 tiriamyjuy buvo ir du ALD
sergantys ligoniai. Tirtoje lasteliy populiacijoje rastas MC, esant visiSkam DC
kraujo lastelése. Taciau hemopoezinis chimerizmas Siame darbe placiau
nenagrinetas.

Krivit analizavo neurologing simptomatika po transplantacijos 21 ALD
sergan¢iam ligoniui (Krivit W. ir kt., 1995). Psichoneurologinés buklés
pageré¢jimas buvo tiesiogiai siejamas su stabiliu transplantato prigijimu. Taciau
prigijimo stabilumas nebuvo patvirtintas chimerizmo tyrimais. Klinikinis ir
vizualiai matomas (magentinio branduolinio rezonanso tyrimo metu)
transplantato gydomasis poveikis buvo taip pat konstatuotas ir kituose
tyrimuose (Loes D.J. ir kt., 1994; Moser H.W. ir kt., 1995). Akivaizdus
pager¢jimas paprastai buvo matomas pra¢jus 5-12 mety po transplantacijos
(Shapiro E. ir kt., 2000). Visose publikacijose biitina pagrindinés ligos regreso
salyga laikomas stabilus transplantato prigijimas, taciau S$is teiginys néra

paremtas chimerizmo tyrimais.
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Baumann apra$¢ transplantacijos poveiki 12 berniuky (Baumann M. ir
kt., 2003). Siame tyrime pagrindinis démesys skirtas neurologinés biklés
vertinimui prie§ ir po transplantacijos ir jos jtakai transplantacijos baigciai.
Taip pat paminétas ir prigijimas po KKLT: po mieloabliacinio kondicionavimo
busulfanu ir ciklofosfamidu — daugumai ligoniy (11/12) iSsivysté visiSkas DC.
Vienam pacientui stebétas dinamikoje didéjantis MC, po 4 mety autologiné
frakcija sieke 60-80 proc. Placiau chimerizmo kinetika Siems ligoniams
nenagrineta.

Auksciau minétoje Peters studijoje, kurioje tirti 96 ligoniai, minimas ir
transplantato prigijimas (Peters C. ir kt., 2004). Vertinant prigijima, jis buvo
apibréztas kaip 10-89 proc. donoro lasteliy, esant 0,5x10°/L neutrofily
periferiniame kraujyje. Chimerizmui tirti naudoti polimorfiniai DNR Zymenys
arba lyties chromosomos. Taikant tokius kriterijus ir tyrimo metodus,
prigijimas konstatuotas 86 proc. ligoniy. Turint omenyje ganétinai heterogenini
ligoniy kondicionavima, skirtingus donorus ir naudotus KKL Saltinius,
nevienoda chimerizmo tyrimo metodika, negalima daryti vienareikSmisky
iSvady apie miSraus ar visiSko DC daznuma.

Resnick  publikuotoje  studijoje po  sumazZinto  intensyvumo
kondicionavimo fludarabinu, busulfanu ir antitimocitiniu globulinu visiems
trims tiriamiesiems iSsivysté¢ visiSkas DC (Resnick [.B. ir kt., 2005).
Chimerizmas tirtas viena karta per savaitg¢ periferiniame kraujyje, naudojant
polimorfinius DNR Zymenis. Vienam ligoniui stebétas tranzitorinis MC, kuris
buvo aptinkamas tik pirma ménesj po transplantacijos. Sios studijos trikumas
— maZzas ligoniy skaicius, todél chimerizmo kinetika po sumazinto intensyvumo
kondicionavimo turéty biiti iStirta didesniam pacienty kolektyvui.

Apibendrinant literatiiroje paskelbtus duomenis, galima teigti, kad
moksliniai darbai, kurie tyrinéty chimerizma ADL sergantiems vaikams kol
kas néra atlikti. Taip pat néra tyrimy, nagrin¢janciy chimerizmo kinetika ALP,
sergant Sia reta liga. Todél disertacijoje pateikiami duomenys teikia naujy Ziniy

apie chimerizmo kinetikag ALD sergantiems vaikams.
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2.5. ALOGENINE KKLT LIETUVOJE

2.5.1. KKL transplantacijy tarnyba Lietuvoje

Pirmoji KKLT Lietuvoje atlikta 1999 mety spalio ménesi Vilniaus
universiteto SantariSkiy klinikose suaugusiam ligoniui, sergan¢iam wmia
limfoblastine leukemija. Jam persodinti brolio dvynio kauly ¢iulpai. Nuo to
laiko transplantaciju skaiCius Lietuvoje nuolat augo (Slobinas A. ir kt., 2004).
PradZioje KKL buvo persodinamos tik suaugusiems recipientams. Daugiausia
buvo atliekamos autologinés ir alogenines KKLT i§ tapataus giminingo
donoro. Nuo 2005 mety, isteigus negiminingy donory paieSkos tarnyba ir
Lietuvos negiminingy kauly ¢iulpy donory registra, tapo imanoma persodinti
negiminingo donoro Iasteles.

2002 mety vasario ménesi Vilniaus universiteto vaiky ligoningje ikurtas
kauly Ciulpy transplantacijos poskyris, kuriame atlickamos KKL
transplantacijos vaikams. Pirma karta KKL vaikui buvo persodintos 2002 mety
vasario 12 diena — 14-os mety mergaitei, sirgusiai recidyvuojanc¢ia HodZkino
limfoma atlikta autologiné transplantacija. Tais paciais metais balandZio
2 diena 12-os mety mergaitei dél jgytos kauly ciulpy aplazijos persodinti
identiskos sesers kauly Giulpai. Suo metu Lietuvoje vaikams atliekamos tiek
autologinés, tiek alogeninés transplantacijos (Rascon J. ir kt., 2004; Pasauliené
R. ir kt., 2006). Nuo 2005 mety vaikams taip pat pradétos atlikti negiminingo
donoro transplantacijos, kuriy skacius kiekvienais metais did¢ja (Rageliené L.
ir kt., 2006). Pirma karta negiminingo donoro kauly ¢iulpai Lietuvoje vaikui
buvo persodinti 2005 mety spalio 12 diena. Pirmgja negiminingy KKL
recipiente tapo 7-iy mety mergaité serganti Fanconi anemija.

Siuo metu Lietuvoje vaikams ir suaugusiams vidutini$kai atliekama apie
70-80 transplantacijy per metus (Gratwohl A. ir kt., 2007). Apytiksliai pus¢ ju
sudaro alogeninés KKLT, kuriy didZiaja dali sudaro transplantacijos i$
negiminingo donoro. Lyginant su kitomis Baltijos Saliy valstybémis, Lietuvos
KKL transplantacijy tarnyba uZima pirmaujancia vieta — nors Estijoje

transplantacijos pradétos atlikti 1993 metais (Everaus H. ir kt., 2002), didZiaja
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ju dali ilga laika sudaré¢ autologinés transplantacijos, atliekamos suaugusiems
pacientams (Kaare A. ir Everaus H., 2004). Vaikams daugiausia taip pat
persodintos savos KKL, taCiau pastaruoju metu vis daugiau atliekama
alogeniniy transplantacijy, tame tarpe i§ negiminingy donory (Mikkel S. ir kt.,
2008). Latvijoje pirmosios autologinés transplantacijos atliktos 2001 metais,
alogeninés — 2006 metais (Puga I. ir kt., 2008). Persodinti KKL vaikams
Latvijoje kol kas néra galimybiy.

2.5.2. Chimerizmo tyrimy raida Lietuvoje

Idiegus alogenines transplantacijas Lietuvoje, atsirado biitinybé tirti
chimerizma (chimerizmo tyrimo reikSme¢ po alogeninés KKLT apraSyta
auks$ciau, Zr. 12 p.). Pirmieji tyrimai buvo atlikti Lietuvos teismo medicinos
institute DNR ekspertiziy laboratorijoje. Donoro ir recipiento lasteléms atskirti
naudoti polimorfiniai DNR Zymenys, tafiau tyrimai buvo atliekami
nereguliariai, dideliais intervalais tarp tiriamosios medziagos paémimo. Be to,
elektroferogramos buvo vertinamos tik kokybiSkai, nepateikiant tikslaus
donoro ir recipiento DNR procentinio santykio, o tyrimy atlikimas ir
vertinimas uztrukdavo nuo keliy savaiciy iki keliy ménesiy. Visa tai neatitiko
klinikiniy poreikiy.

2005 metai Vilniaus Biomedicinos tyrimy centre atsirado galimybé
rutiniSkai  tirti  chimerizma kiekvienam transplantuojamam ligoniui
(Ambrasien¢ D. ir kt., 2006). Donoro ir recipiento lasteléms atskirti naudoti
polimorfiniai DNR Zymenys — komercinis 16-0s autosominiy genetiniy sriciy
ir amelogenino geno rinkinys (AmpFISTR Identifiler PCR Kit, Applied
Biosystems, JAV). DNR Zymenys gausinti dauginés PGR budu, amplifikaty
vaizdiniam jvertinimui naudota kapiliarin¢ elektroforezé¢. Metodikos jautrumas
sieké 1-5x107%, rezultatai buvo pateikiami automatizuotai apskaiciavus donoro

ir recipiento DNR procentinj sanktyki. Si tyrimo metodika atitiko chimerizmo
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tyrimams keliamus reikalavimus (Antin J.H. ir kt., 2001; Bader P.ir kt.,
2005a), iSskyrus tai, kad tyrimy atlikimas uZtrukdavo iki keliy savaiciy.

Nuo 2007 mety Vilniaus universiteto SantariSkiy kliniky Hematologijos,
onkologijos it transfuziologijos centre isteigus biomolekuliniy tyrimy
laboratorija, chimerizmui tirti naudojami paskutiniai moksliniai pasiekimai —
Salia polimorfiniy DNR Zymenuy tiriami pavieniy nukleotidy skirtumai
(Gineikiené¢ E. ir kt., 2009). Analizuojami Zymenys gausinami tikro laiko PGR,
kurios metu atliekamas greitas ir tikslus donoro ir recipiento DNR kiekio
tvertinimas. Visa tai padidina metodikos jautruma iki 1-5%107, o tyrimy
rezultatai yra prieinami per viena-dvi dienas, kas labai svarbu klinikinéje
praktikoje.

Kol kas Lietuvoje chimerizmas tiriamas tik periferinio kraujo bendroje
leukocity populiacijoje ir kauly ciulpy mielokariocituose. Atskiry lasteliy
populiacijy iSskyrimas misy Salyje kol kas neatlieckamas, nors techninés
galimybés tam yra. Vienkartinai chimerizmas tirtas CD4 ir CD8 frakcijose
dviem vaikams po alogeninés transplantacijos i§ negiminingo donoro
(Norkiinas M. ir Rageliené L., 2008). Abiem ligoniams skirtas sumazinto
intensyvumo kondicionavimas, po kurio PKL aptikta recipiento DNR. Lasteliy
populiacijy iSskyrimas, kuris buvo atliktas tékmeés citometrijos metodu
(Matuzevi¢ien¢ R. ir Kudinskien¢ Z., 2002), suteikeé papildomos klinikiniu
poziliriu labai vertingos informacijos apie autologinés kraujodaros
persistavima.

Siuo metu Vilniaus universiteto Santariskiy klinikose yra techninés
galimybeés iSskirti ALP tékmés citometrijos ir imunomagnetinés izoliacijos
metodu, naudojant imunomagneting koloné¢lg. Vilniaus universiteto vaiky
ligoninéje planuojama idiegti imunomagnetini lasteliy iSskyrima, naudojant
imunomagnetines daleles. Taciau kol kas néra aiSku, ar visiems vaikams po
alogeninés KKLT tikslinga tirti chimerizma ALP. Turint omenyje didelius
alogeninés transplantacijos kastus, $is klausimas yra ganétinai aktualus. Sioje
disertacijoje pateikiami klinikinio tyrimo duomenys turéty padéti rasti

atsakyma 1 §i klausima.
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3. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

3.1. TYRIMO METODOLOGIJA

Tyrimo objekta sudaro chimerizmo ALP tyrin¢jimai vaikams, kuriems
KKL persodintos Humboldto universiteto Charité kliniky Bendrosios
pediatrijos klinikos Vaiky kauly ciulpy transplantacijos skyriuje (Berlynas,
Vokietija) ir Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Onkohematologijos centre.
Tiriant chimerizma vokie€iy pacientams, ALP izoliacija atlikta prospektyviai
pagal Zemiau apraSyta protokola (Zr. 3.3.2 skyriy, 41 p.), retrospektyviai buvo
perziliréta ir iSanalizuota pacienty medicininé dokumentacija. Lietuvos vaiky
chimerizmas tyrinétas retrospektyviai, nagrin¢jant medicining dokumentacija.

Visiems ligoniams chimerizmas tirtas pagal ta pacia schema:

2) perziureéti ir apibendrinti kiekvieno ligonio chimerizmo tyrimai PKL ir
ALP; apskaiciuotas DC ir MC daznis kiekvienoje analizuotoje lasteliy
frakcijoje; esant MC, chimerizmo kinetika pavaizduota grafiskai;

3) priklausomai nuo chimerizmo kinetikos PKL, ligoniai priskirti DC ar
MC grupei (Zr. 3.3 skyriy, 40 p.); abiejose grupése klinikiné eiga
palyginta su chimerizmo kinetika;

4) jvertinta klinikiniy rodikliy iki KKLT jtaka chimerizmui DC ir MC
grupése;

5) 1ivertinta chimerizmo PKL ir ALP itaka transplantacijos rezultatams.

Klinikiniai duomenys surinkti i§ ligos istorijuy ir ambulatoriniy korteliy.
Chimerizmas iSnagrinétas, perZitir¢jus ligoniy chimerizmo tyrimy originalus
DNR laboratorijoje. Kiekvieno ligonio klinikiniai rodikliai ir chimerizmo
duomenys apibendrinti ligonio tyrimo anketoje (1 priedas).

Vokie€iy pacientams chimerizmo tyrimai atlikti Humboldto universiteto
Charité kliniky Teismo medicinos instituto DNR laboratorijoje. Lietuvos

vaikams chimerizmo tyrimus atliko Biomedicininiy tyrimy centras (Vilnius).
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3.2. TIRIAMIEJI LIGONIAI

3.2.1. Chimerizmo analizé atskirose lgsteliy populiacijose

Tiriamaji kontingenta sudaré vaikai iki 18 mety, kuriems alogeniné
KKLT atlikta Humboldto universiteto Charité kliniky Bendrosios pediatrijos
klinikos Vaiky kauly ciulpy transplantacijos skyriuje (Berlynas, Vokietija).
Ligoniams persodintos tapataus giminingo ar negiminingo donoro KKL.
Transplantacijos atliktos nuo 1999 mety balandZio iki 2006 sausio ménesio.

Chimerizmo kinetikos tyrinéjimams pasirinktos trys ligy grupés: ULL,
FA ir ALD (3.2-1 lentel¢). Prie§ transplantacija skirtas ligai specifinis
kondicionavimas. Tyrimo tikslas buvo ivertinti chimerizmo kinetika PKL ir
ALP, esant standartinéms transplantacijos salygoms, tod¢l ligoniai, kuriems
naudotas ypatingas kondicionavimas, donoras ar transplantato paruoSimas (Zr.

neitraukimo kriterijus) buvo pasalinti i§ analizes.
Neitraukimo kriterijai:

e sumazinto intensyvumo kondicionavimas ligoniams sergantiems ULL

haploidentinis donoras

T limfocity paSalinimas i$ transplantato

ankstyvas mirtingumas iki 14 dienos po KKLT

nepakankamas chimerizmo tyrimy skaicius

Duomeny vertinimas baigtas 2006 mety geguZzés 1 diena.

3.2-1 lentelé. Tiriamieji ligoniai.

Ligoniy | AmZius metais Lytis

skaicius (Vld;;l)ﬂs * Berniukai | Mergaités szﬁl);;lll(!is
ULL 43 11,2+49 24 19 1,3:1
FA 22 9,9+49 15 7 2,1:1
ALD 21 15,3 £8,3 21 0 21:0
Lietuvos pacientai 19 9,8+54 8 11 1:1,4
Viso 105 10,1 £4.7 71 34 2,1:1

Santrumpos: SN — standartinis nuokrypis
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3.2.2. Lietuvoje transplantuoty vaiky chimerizmo analizé

Tiriamaja grupe sudaré vaikai iki 18 mety, kuriems alogenin¢ KKLT
atlikta Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Onkohematologijos centre nuo
2002 mety vasario iki 2007 metuy geguzés ménesio. Ligoniams persodintos
tapataus giminingo ar negiminingo donoro KKL. Tyrimo metu siekta
iSanalizuoti chimerizmo kinetika vaikams, kuriems chimerizmas tirtas pagal
tokia pacia metodika kaip ir vokieCiy pacientams (Zr. Zemiau). Kadangi
Lietuvoje ALP izoliacija kol kas neatliekama, chimerizmas tirtas tik PKL.

Lietuvos pacientams taikyti tokie patys 3.2.1 skyriuje apraSyti
neitraukimo kriterijai.

Surinkty duomeny vertinimas baigtas 2007 mety geguZzés 1 diena.

Lietuvos vaiky chimerizmo tyrin¢jimams buvo gautas Lietuvos bioetikos
komiteto leidimas (2007-04-23 Nr.: 12). I$ ligoniy ir ju tévy/globéju buvo

paimtas informuotas sutikimas dalyvauti tyrime (2 priedas).

3.3. CHIMERIZMO TYRIMO METODIKA

Donoro ir recipiento lasteléms atskirti naudoti polimorfiniai DNR
Zymenys, taip vadinamos trumpos pasikartojancios sekos (angl. STR, short
tandem repeats). Jas sudaro nuo 4 iki 10 tandemiSkai pasikartojanciy
nukleotidy pory, formuojanciy 100-400 baziy pory ilgio DNR atkarpa. DNR
Zymenys gausinti dauginés PGR metu. Pagausinti DNR fragmentai analizuoti

kapiliarinés elektroferezés metodu.

3.3.1. Tiriamoji medziaga
Pries transplantacija imti donoro ir recipiento periferinio kraujo meéginiai

abiejy individy DNR Zymenims nustatyti. Analizuotos devynios autosominés
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DNR specifinés sritys (lokusai) ir amelogenino genas. Kiekvienai donoro ir
recipiento porai identifikuotas maziausiai vienas informatyvus DNR Zymuo.

Po transplantacijos chimerizmui tirti imta apytiksliai 2,7-8 ml periferinio
kraujo 1 mégintuvélj su etilendiamintetraacetilo riigStimi. Periferinio kraujo
méginiai imti karta per savaitg iki 50 dienos. Véliau chimerizmas tirtas karta
per dvi savaites iki 100 dienos, po to — karta per ménesi per pirmuosius metus

po transplantacijos. Véliau — viena-du kartus per metus.

3.3.2. Atskiry lasteliy populiacijy iSskyrimas

Chimerizmas tirtas PKL ir ALP. Lasteliy frakcijy i$skyrimui naudota
teigiama selekcija imunomagnetinémis dalelémis (Dynabeads® M-450,
Deutsche Dynal GmbH, Hamburgas, Vokietija).

Imunomagneting dalel¢ sudaro latekso rutuliukas su geleZies branduoliu,
sujungtu su monokloniniu antikiinu prie§ Iastelés pavir§iuje esant] antigena
(pvz. anti-CD3 antikiinas prie§ T limfocity CD3 antigena). Apvalus 4,5 pm
skersmens gelezies branduolys (6Fe,O; ir Fe;O,) pasiZymi magnetinémis
savybémis, t.y. juda magnetiniame lauke. [vykus imuninei reakcijai tarp
antigeno ir antiklino-gelezies branduolio komplekso, suriStos lastelés
paSalinamos magneto pagalba ir tokiu biidu atskiriamos nuo kity.

Lasteliy populiacijos iSskyrimas atliktas tokia tvarka:

e PKL (bendra branduoli turinCiy lasteliy populiacija periferiniame
kraujyje)

e (D3 populiacija (T limfocitai) — CD3-Dynabeads

e (D19 populiacija (B limfocitai) — CD19-Dynabeads

e (D34 populiacija (KKL) — CD34-Dynabeads

Pirmiausia, 150 pl periferinio kraujo atskirta i atskira mégintuveli PKL
tirti. IS Sio méginio kiekio buvo iSskiriama DNR be jokio papildomo
tiriamosios medZiagos paruoSimo. I likusi kraujo kieki idéta 150ul vienos

ri§ies imunomagnetiniy daleliy (4x10° Dynabeads daleliu/ul, Dynal® Biotech,
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Hamburgas, Vokietija), laikantis virSuje apraSytos iSskyrimo tvarkos. Méginys
su Dynabeads dalelémis inkubuotas S$velniai maiSant 20-30 min. +6°C
temperatiroje. Po inkubacijos meégintuvéliai 3 minutéms patalpinti | magneto
stova (Dynal Magnetic Particle Concentrator, Dynal® MPC). Magnetiniame
lauke lasteliy frakcija, suriSta specifiniy Dynabeads daleliy, atsiskyré nuo
likusios kraujo dalies, kuri buvo surinkta sekanciai inkubacijai. Atskirta
lasteliy populiacija tris kartus plauta buferiniame tirpale. IS 150 pl paruostos
lasteliy suspensijos buvo iSskiriama DNR. Po Iasteliy frakcijos atskyrimo likusi
tiriamoji medZiaga inkubuota su kitos ruSies imunomagnetinémis dalelémis,
laikantis auksc¢iau apraSytos iSskyrimo tvarkos.

ISskirtos populiacijos grynumas patikrintas tékmes citometru, paSalinus
imunomagnetines daleles specifiniais reagentais (Becton Dickinson,
Heidelbergas, Vokietija). [vairiose iSskyrimo etapuose populiacijos grynumas

sieké 93 proc.

3.3.3. DNR isskyrimas

Visi DNR iSskyrimo etapai atlikti automatizuotai DNR iS§skyrimo aparatu
GenoM ™48 Robotic Workstation (GenoVision, Viena, Austrija). Pirmiausia,
chaotropiniais reagentais (guanidino tiocianatu) lizuota 150 pl paruoStos
lasteliy suspensijos. IS lasteliy homogenato DNR iSgryninta stiklo suspensija,
sujungta su magnetinémis dalelémis (Qiamp Blood Kit, Qiagen, Hildenas,
Vokietija). Nereikalingi lasteliy komponentai atplauti chaotropiniame tirpale,
kuris paSalintas etanoliu. Etanolis ir stiklo likuciai nuplauti vandeniu, o

magnetinés dalelés nuo DNR atitrauktos magnetu.
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3.3.4. DNR kiekio matavimas

ISskirtos DNR koncentracija nustatyta, matuojant DNR turincio tirpalo
optinio tankio absorbcija ultravioletiniy spinduliy spektroskopijos metodu.
Pries DNR kiekio ivertinima, atlikti kontroliniai matavimai spektrofotometru
(GeneQuant-Spectrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburgas,
Vokietija) su standartiniu DNR tirpalu. DNR koncentracija matuota prie 260
nm (nukleino rugsciy optinio tankio absorbcijos maksimumo) ir prie 320 nm
(likusiy magnetiniy daleliy bazinei absorbcijai nustatyti). DNR koncentracija
apskaiciuota pagal formulg:

OT26Onm = A26Onm - A320nm
OT - optinis tankis; A — absorbcija.

OTo60nm (Optinis tankis prie 260 nm) atitiko 50 pug/ml dvieju polinukleotidy
grandiniy DNR. ISmatavus DNR kieki, tirpalas skiestas iki PGR amplifikacijai
optimalios koncentracijos (Nagy M. ir kt., 2005).

3.3.5. DNR Zymeny gausinimas PGR metodu

DNR Zymeny tyrimui taikyta dauginé PGR, kurios metu gausintos
devynios autosominges genetines sritys (D3S1358/vWA/FGA,
D8S1179/D21S11/D18S51 ir D5S818/D13S317/D7S820) ir amelogenino
genas — lyties markeris (Li H. ir kt., 1993; Sullivan K.M. ir kt., 1993).
Gausinimui naudotas amplifikacijos rinkinys AmpFISTR Profiler Plus™ (PE
Applied Biosystems, DarmStatas, Vokietija), kurio lokusams specifiniai
pradmenys pazyméti trimis fluorescuojanc¢iomis medzZiagomis (5-FAM-
mélyna, JOE-Zalia und NED-geltona).

ISmatavus DNR koncentracija, paruoStas tirpalas skiestas destiliuotu
vendeniu (Aqua ad injectabilia, Fa. Braun, Melsungenas, Vokietija). Vienai
amplifikacijos reakcijai imta 1-2,5 ng DNR, 11ul AmpFISTR Profiler™ PGR
reagenty miSinio, 1pul AmpliTaq Gold DNR polimerazés ir Sul AmpFISTR
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Profiler™ Plus pradmeny rinkinio. Amplifikacijos kokybés kontrolei greta
tiriamosios DNR gausinta teigiama kontrol¢ su standartiniu DNR tirpalu ir
neigiama kontrolé¢ be DNR méginio.

DNR Zymenys gausinti termocikleryje (PTC-100, MJ Research,

Biozym, Oldendorfas, Vokietija) esant tokioms amplifikacijos salygoms:

95°C 11 min. Taq polimerazeés aktyvacija
34°C 1 min

59°C | min } 28 ciklai

72°C 1 min

72°C 1 min.

72°C 45 min.  prailginimas

3.3.6. Kapiliariné elektroforezé

PGR gausinimo produkty vaizdinei analizei naudotas Kkapiliarinés
elektroforezés analizatorius ABI Prism® 310 Genetic Analyzer (PE Applied
Biosystems, Darmstatas, Vokietija). Vienai elektroforezei naudoti Sie
reagentai: 1,5ul amplifikaty miSinio, 24ul dejonizuoto formamido (Amresco®,
Solon, Ohajas, JAV), 1ul vidinio ilgio standarto (Genescan-500 ROX, PE
Applied Biosystems, DarmStatas, Vokietija) ir 1,5ul aleliy skirstymo miSinio
(AmpFISTR Profiler™ Profiler Plus Allelic Ladder, PE Applied Biosystems,
Darmstatas, Vokietija).

DNR fragmenty perskyrimas vyko 24 minutes nepadengto kvarcinio
stiklo kapiliare, uZpildytame poliakrilamido geliu esant 60°C temperatirai.
Elektroforezés gelyje amplifikatai suskirstyti pagal ilgi ir iSmatuotas ju kiekis:
DNR fragmentams slenkant stiklo kapiliaru, aleliy ilgis ir kiekis iSmatuotas
argono lazeriu remiantis fluorescencijos intensyvumu. Kiekvienas alelis
atvaizduotas elektroferogramoje kaip atskiras pikas, kurio dydis ir padétis
elektroferogramoje atitiko DNR fragmento kieki ir ilgi (3-1 pav.). Piku
iSsidéstymas ir ju Zymeéjimas elektroferogramoje atliktas kompiuterinés

analizés paketo Software GeneScan 3.1.2 pagalba.
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3-1 pav. AmpFISTR Profiler Plus"™ DNR Zymeny spektras, iSanalizavus devynis
autosominius lokusus ir amelogenino gena: recipientas (A) ir donoras (B) prieS
transplantacija, recipientas po transplantacijos (C).

Paaiskinimai: vienas pikas atitinka viena alelj. ISilginé asSis atspindi aleliy dydj, kuris
priklauso nuo alelj sudarancio nukleotidy baziu pory kiekio ir yra nurodytas skaiciais
Salia kiekvieno piko. Pagausinty aleliy kiekis iSreikStas santykiniais fluorescencijos
vienetais, kurie atidéti pagal skersing asj.

3.3.7. Elektroferogramos vertinimas

Pries transplantacija tirtas recipiento ir donoro DNR Zymeny spektras (3-
1 pav.,, A ir B). Palyginus recipiento ir donoro signalus, identifikuoti
informatyvis aleliai. Po transplantacijos analizuojama elektroferograma (3-1
pav., C) lyginta su pradiniais recipiento ir donoro spektrais. Donoro ir
recipiento DNR santykis apskaiciuotas pagal informatyviy aleliy, t.y. juos
atitinkan¢iy piky plotus, kurie pateikti kompiuteriniame elektroferogramos
tvertinime. Meéginiai, kuriuose donoro ir recipiento santykio tiksliai

apskaiciuoti nepavyko, buvo pasalinti i§ analizés.
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Esant MC, donoro ir recipiento DNR santykis apskaiCiuotas pagal
specialias formules (Thiede C. ir kt., 1999):
I. Recipientas ir donoras yra heterozigotos, jie neturi bendry aleliy, todél
chimerizmo tyrimui yra informatyvis visi keturi (A, B, C, D) aleliai (3-2.1

pav.):
PP-C + PP-D

(PP-A + PP-B) + (PP-C + PP-D)

Donoro DNR % = 100 x

PP — piko plotas, A ir B — recipiento aleliai, C ir D — donoro aleliai.
II. Recipientas ir donoras yra heterozigotos, bet turi viena bendra aleli (3-2.11
pav.):

PP-C
Donoro DNR % = 100 x

PP-A + PP-C
III. Recipientas yra homozigota, donoras — heterozigota. Vienas i$

heterozigotiniy aleliy yra identiSkas homozigotiniam aleliui (3-2.1II pav.):

PP-B
Donoro DNR % = 100 x

(PP-A - PP-B)/2 + PP-B

IV. Abu individai yra homozigotos, kuriy aleliai skirtingi (3-2.IV pav.). Abu
aleliai informatyviis chimerizmo tyrimui:
PP-B
PP-A + PP-B

Donoro DNR % = 100 x

V, VL Abu individai turi identiSka heterozigotini (3-2.V pav.) ar homozigotini

(3-2.VI pav.) genotipa, kurio aleliai yra neinformatyvis MC vertinimui.

Racipientas |} | Iy N N B b E
Donoras MO A A A
MC po EELT W ' ) |"| i JI 4 J__J _.”._ll'-_ Y N

3-2 pav. Galimos recipiento ir donoro aleliy kombinacijos DNR lokuse.
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3.4. CHIMERIZMO APIBREZIMAS IR VERTINIMAS

ISanalizavus atliktus tyrimus, chimerizmas ivertintas kiekybiskai, t.y.
apskaiCiuotas recipiento ir donoro DNR procentinis santykis. AukS¢iau
aprasSytos chimerizmo tyrimo metodikos jautrumas siekia 1-5 proc. (Antin J.H.
ir kt., 2001; Thiede C. ir kt., 2001; Nagy M. ir kt., 1999; Bader P. ir kt., 2005a;
Baron F. ir kt., 2005a). Priklausomai nuo aptikto recipiento ir donoro DNR
procentinio santykio chimerizmas buvo apibréZtas kaip:

1) visiSkas donoro chimerizmas (DC) — aptinkama vien tik donoro DNR;
2) miSrus chimerizmas (MC) — recipiento DNR > 5 proc. viename tyrime
arba recipiento DNR< 5 proc. dviejuose iS eilés atliktuose tyrimuose.

Chimerizmo tyrimy rezultatai vertinti PKL ir ALP. Radus MC bet kurioje
tirtoje lasteliy frakcijoje, iSnagrinéta chimerizmo kinetika. Kinetikos vertinimui
vadovautasi literatiiroje apraSytais kriterijais (McCann S.R. ir Lawler M.,
2004; Bader P. ir kt., 2005a):

e didéjantis MC — recipiento frakcija nuolat didéja;

e  maze¢jantis MC — recipiento frakcija palaipsniui mazéja;

e  tranzitorinis (Zemo lygio) MC — recipiento frakcija nevirSija 10 proc.
ir aptinkama pavieniuose tyrimuose;

e  stabilus ilgalaikis MC — recipiento frakcija iSlieka ilga laika apytiksliai
tame paciame lygyje.

Atsizvelgiant 1 recipiento frakcijos dydi PKL, klinikiniy rodikliy ir
chimerizmo lyginamajai analizei ligoniai buvo suskirstyti 1 dvi grupes: DC-

grupg ir MC-grupg.
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3.5. STATISTINE DUOMENU ANALIZE

Surinkti duomenys buvo sukaupti duomeny bazése. Statistiné analize
atlikta programy paketais SPSS 13.0 ir STATISTIKA. Analizuojant duomenis,
buvo skaifiuojamos apraSomosios statistikos reikSmeés, tikrinamos statistinés
hipotezés apie skirtumus tarp vidurkiy daznumy bei poZymiy tarpusavio
priklausomuma.

Tikrinat statistines hipotezes, reikSmingumo lygmuo pasirinktas 0,05.

Kokybiniy poZymiy tarpusavio priklausomumui vertinti imtas chi
kvadrato (%) kriterijus. Priklausomai nuo im¢iy dydzio buvo taikytas tikslus
FiSerio arba Monte Karlo (mazZoms imtims) kriterijus.

Dviejy grupiu vidurkiams palyginti taikytas Stjudento t-testas arba Mano-
Vitnio testas, o daugiau nei dvieju grupiuy — FiSerio arba Kruskalo-Voliso
testas. Siekiant nustatyti, kurie vidurkiai tarpusavyje statistiSkai reikSmingai
skiriasi, pritaikytas Bonferoni daugkartinio lyginimo aposteriorinis kriterijus
(post hoc).

Rezultaty dinamika vertinta naudojant Vilkoksono Zenkly kriteriju
priklausomiems kintamiesiems.

ISgyvenamumo analiz¢ atlikta vertinant pagal Kaplano-Mejerio ivercius.
ISgyvenamumo duomeny pasiskirstymo skirtumy reikSmingumas vertintas
pagal logaritminio rango kriterijy.

RySiui tarp poZymiy nustatyti buvo vertinami koreliacijos koeficientai.
Koreliacija vertinta kaip silpna (r<0,3), vidutin¢ (0,33<r>0,6), stipri (r>0,6).

ISeities prognozavimui pagal kintamyjy poZymiy reikSmes naudota

logistiné regresiné analizé.
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4. REZULTATAI
4.1. UMI LIMFOBLASTINE LEUKEMIJA

4.1.1. Ligoniy klinikiniai rodikliai

Per tiriamaji laikotarpi nuo 1999 mety balandZio iki 2006 mety sausio
ménesio alogeniné KKLT atlikta 48 vaikams sergantiems ULL. Penki ligoniai
buvo pasalinti i§ analizés remiantis nejtraukimo kriterijais (Zr. 3.2.1 skyriy): du
del skirto sumazinto intensyvumo kondicionavimo, trys — deél T limfocity
pasalinimo i§ transplantato. Tokiu btidu 43 ligoniai buvo jtraukti { studija.

Pagrindiniai pacienty klinikiniai rodikliai pateikti 4.1-1 lentel¢je.
Tiriamyjy tarpe vyravo B primtaky leukemijos fenotipas (83,7 proc., 36/43), T
limfoblastin¢ leukemija diagnozuota 7 1§ 43 ligoniy (16,3 proc.).
AStuoniasdeSimt SeSiems procentams vaiky (37/43) nustatyta standartiné
transplantacijos rizikos grupé — jiems KKL persodintos pirmoje arba antroje
visiSkoje remisijoje. Didelés rizikos ligoniai, kuriems transplantacija atlikta
treCioje ar ketvirtoje remisijoje arba nesant visiSkai remisijai, sudaré 14 proc.
(6/43). Septyniolikai vaikuy (39,5 proc.) buvo rastas tapatus giminingas
donoras. Kitiems tiriamiesiems (26/43, 60,5 proc.) persodintos tapataus
negiminingo donoro KKL. Daugiausia vaikams buvo persodinti kauly ¢iulpai
(69,8 proc., 30/43), periferinés KKL panaudotos 30,2 proc. ligoniy (13/43).
Beveik visiems pacientams (93,0 proc., 40/43) skirtas kondicionavimas viso
kiino apSvita, tik trims ligoniams (7 proc.) skirtas kondicionavimas vien
chemopreparatais. Persodinant negiminingo donoro KKL, naudota TPSL
profilaktika ciklosporinu ir metotreksatu kartu su antitimocitiniu globulinu.

Persodinant giminingo donoro KKL skirtas vien ciklosporinas.

4.1.2. ALP analizé esant visiSkam donoro chimerizmui PKL

Tiriant chimerizma PKL, 74,4 proc. (32/43) ligoniy rastas visiSkas DC.
Transplantatui prigijus, leukocity frakcijoje visuose tyrimuose aptikta tik

donoro DNR.
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4.1-1 lentelé. ULL serganciy ligoniy klinikiniai rodikliai (n = 43).

LIN | Diagnozé | Remisija | Donoras | KKL Kondicio- TPSL profilaktika | Chime- | Umi TPSL | Létiné TPSL Neigiamas BI
pries Saltinis navimas rizmas | (sunkumo (iSplitimo jvykis (dienos
KKLT PKL laipsnis) laipsnis) po
KKLT)
75 | pB-ULL VR 2 TND KC | VKA/VPI6/TT | CSA, MTX, ATG, MC I 0 Rec (KC) | 316(1)
88 | pB-ULL Rec TND KC | VKA/VPI6/TT CSA, ATG MC I 0 Rec (KC) | 160(1)
96 | pB-ULL VR 2 TND PK | VKA/VPI6/TT | CSA, MTX, ATG, DC I nevertinama" MTK 63(1)
98 T-ULL VR 1 TGD KC VKA/VP16 CSA MC I 0 VR 2275
107 | T-ULL VR 1 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota VR 2203
109 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I iSplitusi VR 2117
110 | pB-ULL DR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I iSplitusi VR 2156
111 | pB-ULL VR 1 TND PK VKA/VP16 CSA, ATG MC 0 nevertinama'’ MTK 71(+)
118 | pB-ULL VR 1 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG MC 0 0 Rec (KC) | 216(%)
125 | pB-ULL VR 2 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I 0 MTK 195(1)
128 | pB-ULL DR 2 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota MTK 127(%)
136 | pB-ULL VR 2 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC 1T 0 VR 1805
152 | pB-ULL VR 1 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota VR 1615
155 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA, MTX DC I 0 VR 1568
156 | pB-ULL DR 2 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I 0 Rec (EM) 1560
162 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA, MTX DC I 0 VR 1452
167 | pB-ULL VR 2 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC i ribota VR 1385
170 | pB-ULL VR 1 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I 0 VR 1344
171 | pB-ULL VR 2 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC 0 0 Rec (EM) 1341
173 | pB-ULL VR | TGD KC VKA/VP16 CSA, MTX MC 0 0 MTK 132(1)
174 | pB-ULL VR 1 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG, DC I ribota VR 1294
177 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I 0 VR 1260
178 | pB-ULL VR 1 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I iSplitusi VR 1259
180 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I ribota VR 1246
181 | pB-ULL VR 1 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC 11 nevertinama'’ MTK 65(+)
182 | T-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I ribota Rec (EM) | 532(1)




4.1-1 lentelés tesinys. Ligoniy klinikiniai rodikliai (n = 43).

LIN | Diagnozé | Remisija | Donoras | KKL Kondicio- TPSL profilaktika | Chime- | Umi TPSL | Létiné TPSL Neigiamas BI
pries Saltinis navimas rizmas | (sunkumo (iSplitimo jvykis (dienos
KKLT PKL laipsnis) laipsnis) po
KKLT)
183 | pB-ULL VR 2 TGD KC VKA/VP16 CSA MC I ribota VR 1225
194 | pB-ULL VR 1 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota VR 1134
209 | pB-ULL VR 1 TGD KC VKA/VPI16 CSA DC I i8plitusi VR 980
211 T-ULL VR 1 TND PK VKA/VPI16 CSA, MTX, ATG DC I 0 VR 951
212 | pB-ULL VR 2 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG MC I ribota Atmetimas 922
220 | pB-ULL VR 1 TGD KC VKA/VPI16 CSA MC 0 0 Rec (KC) 861
223 | pB-ULL VR 1 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota VR 818
224 | pB-ULL VR 3 TGD KC VKA/VPI16 CSA DC I i8plitusi MTK 191(1)
230 | T-ULL VR 1 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I ribota VR 728
243 | pB-ULL VR 2 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC 0 ribota VR 521
250 | pB-ULL VR 1 TGD KC VKA/VP16 CSA DC I 0 VR 433
252 | pB-ULL VR 3 TND PK VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I ribota VR 404
256 | T-ULL VR 1 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG MC I 0 VR 357
257 | pB-ULL VR 3 TGD KC VKA/VP16 CSA MC I ribota VR 308
264 | pB-ULL VR 2 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I 0 VR 266
265 | pB-ULL VR 2 TND KC VKA/VP16 CSA, MTX, ATG DC I 0 VR 258
267 T-ULL VR 1 TND KC VKA/VPI16 CSA, MTX, ATG DC I 0 VR 202

Santrumpos: ATG - antitimocitinis imunoglobulinas; BI — bendras i§gyvenamumas; CSA — ciklosporinas A; DR2 — antra daliné remisija; KC — kauly &ulpai; MTK —
mirtis dél toksiniy komplikacijy; MTX — metotreksatas; pB-ULL — B pirmtaky @imi limfoblastiné leukemija; PK — periferinis kraujas; Rec (EM) — eksramedulinis
recidyvas; Rec (KC) — kauly ¢iulpy recidyvas; T-ULL — T pirmtaky @imi limfoblastiné leukemija; TGD — tapatus giminingas donoras; TND — tapatus negiminingas
donoras; UBL — @imi bifenotipiné leukemija; TT — tiotepa; VKA — viso kiino apsvita; VP16 — etopozidas 16; VR — visiska remisija; VR1,2,3 — pirma, antra, tre¢ia
visiSka remisija.

" nevertinama — ligonis miré nesulaukgs 100 dieny po KKLT, kai igsivysto létiné TPSL.
() — ligonis miré
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4.1-1 pav. Chimerizmo vidurkiy kinetika ALP esant visiSkam DC
leukocituose (n = 32).

IStyrus chimerizma ALP, esant visiSkam DC leukocituose, atskirose
lasteliy frakcijose nustatytas MC: T limfocituose recipiento DNR rasta
19.4 proc. ligoniy, B limfocituose — 9,4 proc., o KKL — 70,0 proc. ligoniy.

Analizuojant chimerizmo kinetika ALP, CD3 ir CD19 populiacijose
stebétas tranzitorinis chimerizmas: recipiento DNR dalis nevir§ijo 17 proc., ji
buvo randama pavieniuose tyrimuose, daugiausia per pirmasias 100 dieny po
KKLT. Autologinés frakcijos procentiniy vidurkiy analizé¢ parodeé, kad
leukocituose, T ir B limfocituose chimerizmas reikSmingai nesiskyré per visa
tyrimo laikotarpi (4.1-1 pav.). Tuo metu CD34 frakcijoje stebétas palaipsniui
mazéjantis MC. Palyginus chimerizmo vidurkius leukocituose ir CD34
populiacijoje, nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas nuo 50 dienos iki
pirmyjy mety po KKLT (4.1-2 lentel¢). Recipiento DNR kiekis CD34
populiacijoje svyravo nuo 3 iki 80 proc. Galutiné chimerizmo konversija KKL

ivyko apie antruosius metus po transplantacijos.



4.1-2 lentelé. Chimerizmo vidurkiy palyginimas PKL ir KKL sergant ULL.

Diena po
KKLT 14 21 28 35 42 50 60 100 200 365 730 | 1095 1460
{) 0,345 | 0,285 | 0,018 | 0,043 | 0,109 | 0,018 | 0,043 | 0,008 | 0,005 | 0,180 | 1,0 | 0,317 1,0
reik§meé*

* Vilkoksono Zenkly kriterijus

4.1.3. MiSrus chimerizmas PKL ir ALP

Misrus chimerizmas PKL rastas 25,6 proc. (11/43) ligoniy. IStyrus

chimerizmo kinetika leukocituose, penkiems ligoniams stebétas did¢jantis MC,

keturiems — Zemo lygio MC ir dviems — mazéjantis MC (4.1-3 lentel¢).

Keturiems i§ vienuolikos vaiky (LIN 75, 88, 118 ir 220) did¢jantis MC

buvo salygotas leukemijos recidyvo kauly ciulpuose. Vidutinis recidyvo

diagnozés laikas sudaré 204 dienas po transplantacijos (svyravo nuo 48 iki 831

dienos). Besivystant recidyvui, lygiagretus ir staigus donoro DNR mazéjimas

stebétas visose tirtose lasteliy populiacijose (4.1-2 pav.). Dviem i§ Siy ligoniy

(LIN 75 ir 118) konstatuota chimerizmo konversija po antros transplantacijos.

4.1-3 lentelé. MiSrus chimerizmas sergant ULL (n = 11).

MC Recidyvo Skirtas Chime- Chime- Mirties BI
LIN kinetika diagnozé gydymas rizmo rizmo prie- | (diena po
PKL (diena po konversija | konversija | Zastis KKLT)
KKLT) PKL ALP
75 Didéjantis 231 KKLT 2 DC DC MLP 316
88 | Didéjantis 48 Imatinibas neiitirta” | neiitirta” | MLP 160
98 | Zemo lygio - CSA nutraukimas DC DC - 2275
111 | Zemo lygio - DLI neigtirta" neistirta” MTK 71
118 | Didéjantis 86 KKLT 2 DC DC MLP 216
173 | Maz¢jantis - CSA nutraukimas DC DC MTK 132
183 | Zemo lygio - MMF nutraukimas DC DC - 1225
212 | Did¢jantis - CSA nutraukimas MC MC - 922
220 | Didéjantis 831 Chemoterapija | neistirta® | neistirta® - 861
256 | Zemo lygio - CSA | DC DC - 357
257 | Mazéjantis - CSA | DC DC - 328

Santrumpos: BI — bendras i§gyvenamumas, CSA — ciklosporinas A, CSA | — ciklosporino A dozés
sumazinimas; DLI — donoro limfocity infuzija; KKLT 2 — antroji transplantacija; MLP — mirtis dél
leukemijos progresavimo; MMF - mikofenolato mofetilas (Cellcept®); MTK — mirtis dél toksiniy
komplikacijy.

" chimerizmo konversija neitirta dél staigios ligoniy mirties

2

) apie chimerizmo konversija néra duomeny
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LIN 220
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4.1-2 pav. MiSrus chimerizmas dél leukemijos recidyvo.
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4.1-3 pav. MiSrus chimerizmas dél autologinés rekonstitucijos.
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4.1-4 pav. MiSraus chimerizmo konversija i visiSka donoro chimerizma.

Santrumpos: MMF 1 — mikofenolato mofetilo (Cellcept®) nutraukimas.
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Kitiems dviem vaikams (LIN 88 ir 220) chimerizmas po skirto gydymo liko
neiStirtas dél staigios ligoniy mirties. Tyrimo duomeny vertinimo dieng vienas
1§ keturiy ligoniy, kuriems iSsivysté leukemijos recidyvas, buvo gydytas
chemoterapija. Like¢ trys vaikai miré de¢l leukemijos progresavimo nepaisant
skirto gydymo.

Vienam ligoniui (LIN 212) didéjantis MC buvo nulemtas autologinés
kraujodaros atsistatymo. Donoro lasteliy dalis palaipsniui maZzéjo visose tirtose
lasteliy populiacijose (4.1-3 pav.). Atlikus papildomus tyrimus, konstatuota
normalios hemopoezés regeneracija be piktybinio klono poZymiy. Pacientui
tesési ilgalaiké remisija.

Keturiems vaikams (LIN 98, 111, 183 ir 256) rastas Zemo lygio MC —
recipiento DNR kiekis leukocity frakcijoje nevir§ijo 8 proc., tuo tarpu ALP
MC sieké 50 proc. (4.1-4 pav.). Visiems Siems ligoniams jvyko MC konversija
1 DC po imunosupresinio gydymo korekcijos. Vienam i$ keturiy ligoniy (LIN
111) buvo atlikta donoro limfocity infuzija, po kurios i§sivysté imi TPSL. Sis
pacientas miré dél su TPSL susijysiy toksiniy komplikacijy. Kitiems trims
vaikams tgsesi ilgalaiké visiSka remisija.

Dviem i$ vienuolikos ligoniy (LIN 173 ir 257) transplantatui prigijus,
stebétas mazéjantis MC, kuris palaipsniui virto visiSku DC po imunosupresinio
gydymo sumazinimo arba nutraukimo (4.1-3 lentel¢). Vienas i§ Siy ligoniy
mir¢ deél toksiniy-infekciniy komplikacijy, kitam tesési ilgalaiké visiSka
remisija.

Visais atvejais ivykus chimerizmo konversijai, chimerizmo poky¢iai

leukocituose ir ALP buvo lygiagretis (4.1-3 lentelée).

4.1.4. Klinikiniy rodikliy ir chimerizmo PKL lyginamoji analizé

parametrai pateikti 4.1-4 lenteléje. PrieStransplantaciniy veiksniy analize
parode, kad né vienas 1§ vertinty rodikliy (remisija iki KKLT, donoras, KKL

Saltinis, kondicionavimas) statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarp ligoniy
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4.1-4 lentelé. ULL serganciy ligoniy klinikiniy rodikliy lyginamoji analizé
priklausomai nuo chimerizmo PKL (n = 43).

DC (n=32) MC (n=11) p-reiksmé
DaZnumas (proc.) 74,4 25,6 0,001*
Remisija
1-2 VR 28 9 0,637
>1-2 VR 4 2
Donoras
TGD 12 5 0,728*
TND 20 6
KKL 3altinis
kauly ¢iulpai 21 9 0,456
periferinis kraujas 11 2
Kondicionavimas
su VKA 31 9 0,156*
be VKA 1 2
Umi TPSL 0,055 "
0 2% 4 *0,029°
I-1I 27 7
1I-1v 3 0
Létiné TPSL
nebuvo 13 7
ribota 12 3 0,469 %
iSplitusi 5 0
nevertinama$§ 2 1
Mirtingumas dél toksiniy
komplikacijy 0.156°
gyvena/miré dél kity priezasciy 26 9 ?
miré 6 2
Leukemijos recidyvas 0,004
remisija 29 7
kauly ¢iulpy 0* 4% *(),003°
ekstramedulinis 3 0
Ilgalaike visiSka remisija
tesiasi 26 S# 0,091°
miré 6 5
Stebéjimo laikas (dienos po KKLT)
Mediana 1057 328
[min - max] [63-2203] [71-2275] 0,092°
Vidutinis rangas 23,91°¢ 16,45¢
[95 proc. PI] [747-1220] [178-1070]

Santrumpos: TGD - tapatus giminingas donoras; TND — tapatus negiminingas donoras; VKA — viso

kiino apS$vita; VR — visiSka remisija.

*Chi-kvadrato kriterijus; "Tikslus tikimybiy palyginimo kriterijus; ‘Mano Vitnio kriterijus
Dy?=6,797; 11.=2; Py*=2,991; 11.=3;

laipsnis).

3),2
X

§ - ligoniai miré iki +100 dienos po KKLT, t.y iki i$sivystant létinei TPSL.
# - vienas ligonis (LIN 220) gyvena nesant remisijai

=6,93; 11.=2; Y»*=7.822; 11.=2 (L. — laisvés

turinéiy DC ar MC leukocituose (atitinkamai p=0,637, p=0,728 ir
p = 0,456). Tik dviem i§ 32 vaiky su DC nebuvo jokiy Gimios TPSL poZymiy,
lyginant su 4 iS 11 recipienty, kuriems PKL laikési autologiné frakcija, Sis

skirtumas yra statistiSkai reikSmingas (p =0,029). Tuo tarpu lyginant abi
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grupes, neradome reik§mingo skirtumo tarp létinés TPSL pasireiskimo daZnio
(p =0,469). Analizuojant neigiamus jvykius po KKLT, mirtis del toksiniy
komplikacijy iStiko panaSy ligoniy skaiciy abiejose grupése: 15,6 proc. (3/32)
ligoniy su DC ir 18,2 proc. (2/11) ligoniy su MC (p = 0,156). Leukemijos
recidyvas buvo statistiSkai reikSmingai daZniau diagnozuotas ligoniams su MC
(p =0,004), ypatingai vertinant kauly Ciulpy recidyvo daZnj tarp abiejy grupiu
(p=0,003). Trims ligoniams turintiems DC iSsivyst¢é izoliuotas
ekstramedulinis recidyvas. Tyrimo rezultaty vertinimo momentu 81,3 proc.
(26/32) ligoniy su DC ir 45,5 proc. (5/11) ligoniy su MC tesesi ilgalaike
visiSka remisija (p = 0,091), esant vidutiniam steb&jimo laikui 1057 (63-2203)
ir 328 (71-2275) dieny po KKLT atitinkamai DC- ir MC-grupése (p = 0,092).

4.1.5. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka iSgyvenamumui po transplantacijos

Analizuojant iSgyvenamumo rodiklius priklausomai nuo chimerizmo
PKL (4.1-5 pav.), nustatéme, kad visiSkas DC leukocity frakcijoje lemia
reikSmingai geresni iSgyvenamuma be recidyv: 90,6 proc. ligoniy su DC
lyginant su 63,6 proc. ligoniy su MC, p = 0,014 (skai¢iuojant kauly Ciulpy ir
ekstramedulini recidyvus), taip pat Sgyvenamuma be kauly Ciulpy recidyvo

(atitinkamai 100 proc. ir 63,6 proc. ligoniy, p<0,01) ir iSgyvenamuma be

4.1-5 lentelé. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka i§gyvenamumo rodikliams.

PKL CD3 CDh19 CD34
DC | MC | p* DC | MC | p* DC | MC| P* | DC | MC| P*
[Sgyvenamumas
be recidyvo 90,6 | 63,6 | 0,014 | 92,0 | 75,0 | 0,087 | 90,0 | 77,8 | 0,257 | 88,9 | 85,7 | 0,803
(proc.)
I§gyvenamumas

be neigiamo 71,9 | 36,4 | 0,017 | 76,0 | 50,0 | 0,069 | 66,7 | 66,7 | 0,850 | 66,7 | 71,7 | 0,846
ivykio (proc.)

Bendras
iSgyvenamumas | 81,3 | 54,5 | 0,086 | 88,0 | 62,5 | 0,073 | 76,7 | 88,9 | 0,447 | 77,8 | 85,7 | 0,582
(proc.)

* - Logaritminio rango kriterijus
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neigiamo jvykio (71,9 proc. ir 36,4 proc. ligoniy, p = 0,017). Neigiamas jvykis
apibréztas kaip kauly Ciulpy arba ekstramedulinis recidyvas, mirtingumas del
toksiniy komplikacijy ir autologiné rekonsitucija. Taciau chimerizmas PKL
netur¢jo statistiSkai reikSmingos itakos bendram iSgyvenamumui — iSgyveno
81,3 proc. ligoniy su DC ir 54,5 proc. ligoniy su MC (p = 0,086).

ISanalizavus chimerizma atskirose lasteliy frakcijose, nustatéme, kad né
viena 1§ tyrinéty lasteliy populiaciju neturéjo itakos transplantacijos
rezultatams: nei vienas iS$ trijy analizuoty iSgyvenamumo rodikliy reikSmingai

nesiskyré priklausomai nuo chimerizmo ALP (4.1-5 lentel¢).
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4.1-5 pav. ISgyvenamumo rodikliai priklausomai nuo chimerizmo PKL: ——
DC,- - - MC.
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4.2. FANCONI ANEMILJA

4.2.1. Ligoniy klinikiniai rodikliai

Per tiriamaji laikotarpi nuo 1999 mety balandzio iki 2006 mety sausio
meénesio alogeniné KKLT atlikta 24 vaikams sergantiems FA. Du ligoniai buvo
pasalinti i§ analizés dél ankstyvo toksinio mirtingumo, remiantis nejtraukimo
kriterijais (Zr. 3.2.1 skyriy). Tokiu biidu chimerizmas iSanalizuotas 22 vaikams.
daugumai tiriamyjy (59 proc., 13/22) kauly Ciulpy aplazija pasireiské aplazine
anemija. Mielodisplaziniai pokyciai kauly Ciulpuose ir transformacija 1 timia
mieloblasting leukemija diagnozuoti atitinkamai 32 proc. (7/22) ir 9 proc.
(2/22) ligoniuy (4.2-1 pav.). IS septyniy vaiky, kuriems iki KKLT buvo
diagnozuotas mielodisplazinis sindromas, keturiems periferiniame kraujyje
nustatyta refrakteriné anemija, o trims rastas padidintas blasty kiekis.
Daugumai vaiky (63,6 proc., 14/22) persodintos tapataus negiminingo donoro
KKL. Tapatus giminingas donoras rastas $eSiems recipientams (27,3 proc.), o
dviem ligoniams (9,1 proc.) persodintos netapataus giminingo donoro KKL.
Kiek daugiau nei pusei serganciuju (12/22, 54,5 proc.) persodinti kauly Ciulpai,
lyginant su 45,5 proc. (10/22) vaiky, kuriems persodintos periferinio kraujo KKL.

UML (n=2)
9%

MDS (n = 7)
32 % AA (n=13)
59%

4.2-1 pav. FA recipienty kauly ¢iulpy aplazijos iSraiska iki KKLT (n = 22).

Santrumpos: AA - aplaziné anemija; MDS — mielodisplazinis sindromas; UML — Gimi mieloblastiné
leukemija.
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4.2-1 lentelé. FA serganciy ligoniy klinikiniai rodikliai (n = 22).

LIN KC aplazija Donoras KKL Kondicionavimas Umi TPSL | Létiné TPSL | Chimerizmas Trans- Neigiamas BI
pries KKLT Saltinis (sunkumo (iSplitimo PKL plantato ivykis dienos po
laipsnis) laipsnis) atmetimas KKLT)
91 UML TND PK Flu/Bu/ATG I ribota DC - VR 2376
97 AA NGD KC Flu/BWATG 0 nevertinama'’ MC + MTK 1943 ()
101 MDS (RA) TGD KC Flu/ATG/OKT3 I 0 MC - VR 2243
106 AA TGD KC Flu/ATG 0 nevertinama'’ MC + VR 2205
112 MDS (RAEB) TND KC Flu/Bu/ATG/OKT3 I ribota DC - VR 2110
122 | MDS (RAEB) TND PK Flu/BWATG/OKT3 I nevertinama® DC - MTK 47 (1)
124 MDS (RA) TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 I 0 DC - VR 1974
131 MDS (RA) TGD KC Flu/Bu/ATG/OKT3 I ribota DC - MTK 498 (1)
134 AA TGD KC Flu/ATG/OKT3 0 nevertinama'’ MC + MTK 672 (1)
137 UML TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 0 nevertinama® DC - MTK 100 ()
141 AA TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 I ribota DC - MTK 321 ()
147 AA TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 I ribota DC - MTK 441 (1)
151 AA TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 0 0 DC - VR 1607
160 AA TND PK Flu/Bu/ATG/OKT3 I 0 DC - MTK 439 (1)
161 AA TGD PK Flu/Bu/ATG/OKT3 0 0 MC - MTK 115 (T)
172 AA TND KC Flu/Bu/ATG/OKT3 I 0 MC - VR 1330
176 AA TND KC Flu/Bu/ATG/OKT3 0 0 MC - VR 1271
187 MDS (RA) TND KC Flu/BW/ATG/OKT3 0 0 MC - VR 1174
216 AA TND KC Flu/Bu/ATG/OKT3 0 0 MC - VR 875
217 AA TND KC Flu/BWATG/OKT3 I nevertinama" MC + VR 881
263 MDS (RAEB) NGD PK Flu/Bu/Cyc/Campath 0 0 MC - VR 269
266 AA TGD KC Flu/Bu/ATG/OKT3 0 0 MC - VR 216

Santrumpos: AA — aplaziné anemija; ATG — antitimocitinis imunoglobulinas; BI — bendras i§gyvenamumas; Bu — busulfanas; Campath® — alemtuzumabas; Cyc —
ciklofosfamidas; Flu — fludarabinas; KC — kauly ¢iulpai; MDS — mielodisplazinis sindromas; MTK — mirtis dél toksiniy komplikaciju; NGD — netapatus
giminingas donoras; OKT3® — muromonabas; RA — refrakteriné anemija; RAEB — refrakteriné anemija su padidintu blasty skai¢iumi; TGD — tapatus giminingas

donoras; TND - tapatus negiminingas donoras; UML — iimi mieloblastiné leukemija; VR — visiska remisija.

" ligoniui buvo atlikta antra KKLT nepraéjus 100 dieny po pirmos transplantacijos
? ligonis miré nesulaukes 100 dieny po KKLT, kai i§sivysto létiné TPSL
() — ligonis miré




Visiems pacientams skirtas kondicionavimas pagal GEFA-protokola
fludarabinu 180 mg/m2 ir busulfanu 2 mg/kg. Esant inksty funkcijos sutrikimui
del FA budingy inksty anomalijy, citostatiky dozé maZinta vadovaujantis
farmakokinetine analize. TPSL profilaktikai skirta standartiné¢ ciklosporino
dozeé (Storb R. ir kt., 1986), antitimocitinis imunoglobulinas ir muromonabas

(OKT3®).

4.2.2. ALP analizé esant visiSkam donoro chimerizmui PKL

Tiriant chimerizma PKL, 45,5 proc. (10/22) ligoniy rastas visiSkas DC.
Transplantatui prigijus, leukocity frakcijoje visuose tyrimuose buvo randama
tik donoro DNR. Analizuojant chimerizma ALP, visose tirtose lasteliy
populiacijose taip pat aptikta 100 proc. donoro DNR. IS visy iSnagrinéty
chimerizmo tyrimy tik viename jy rasta 8 proc. tranzitoriné recipento frakcija T

limfocity populiacijoje, kurios nepavyko aptikti sekanc¢io tyrimo metu.

4.2.3. ALP analizé esant miSriam chimerizmui PKL

Misrus chimerizmas PKL rastas 54,5 proc. (12/22) ligoniy. IStyrus
chimerizmo kinetika leukocituose, penkiems ligoniams nustatytas didéjantis
MC, likusiems septyniems — stabilus ilgalaikis MC (4.2-2 lentel¢). Keturiems
vaikams (LIN 97, 106, 134 ir 217) did¢jantis MC buvo salygotas transplantato
atmetimo. Besivystant atmetimui, donoro DNR sumaZz¢jo pirmiausia lasteliy
populiacijose (4.2-2 pav.), o véliau ir PKL. Siems ligoniams KKL buvo
persodintos pakartotinai — po antros transplantacijos visiems keturiems
vaikams nustatyta pilna chimerizmo konversija. Tik vienam pacientui (LIN
106) po antros transplantacijos esant visiSkam DC leukocituose, CD3, CD19 ir
CD34 lasteliy populiacijose i3liko autologiné kraujodara. Siam ligoniui tesési

ilgalaiké visiSka remisija. Dviem vaikams (LIN 97 ir 134) esant visiSkam DC



4.2-2 lentelé. MiSrus chimerizmas sergant FA (n = 12).

MC Transplantato | Neigiamo | Skirtas Chime- Chime- Mirties BI
LIN kinetika atmetimas ivykio gydymas rizmo rizmo priezastis | (diena
PKL po KKLT diena po konversija | konversija po
KKLT PKL ALP KKLT)
97 | Did¢jantis Atmetimas 26 KKLT 2 DC DC Li.TPSL 1943
101 | Stabilus - - OKT3 DC MC - 2243
106 | Didéjantis | Atmetimas 42 KKLT 2 DC MC - 2205
134 | Didéjantis Atmetimas 55 KKLT 2 DC DC 1i.TPSL 672
161 | Stabilus - - DLI MC MC MTK 115
172 | Stabilus - - OKT3 DC DC - 1330
176 Stabilus - - OKT3 MC MC - 1271
187 Stabilus - - OKT3 MC MC - 1174
216 Stabilus - - OKT3 MC MC - 875
217 | Didéjantis Atmetimas 62 KKLT 2 DC DC - 881
263 | Stabilus - - - DC MC - 269
266 | Didéjantis - - OKT3 DC DC - 216

Santrumpos: BI — bendras iSgyvenamumas, DLI — donoro limfocity infuzija; KKLT 2 — antroji
transplantacija; 1.i. TPSL — létiné i§plitusi TPSL; MTK — mirtis dél toksiniy komplikacijy; OKT3® —
moromonabas.

visose lasteliy populiacijose iSsivysté léting iplitusi TPSL, dél kurios Sie
vaikai miré.

Vienam vaikui (LIN 267) padidéjus recipiento frakcijai iki 50 proc.,
skirtas OKT3 transplantato atmetimo profilaktikai. Tuo metu ALP donoro
frakcija sudaré 4-5proc. (4.2-3 pav.). Po gydymo OKT3 gauta pilna
chimerizmo konversija { visiska DC tiek PKL, tieck ALP. Sis pacientas yra
stabilioje remisijoje.

Stabilus ilgalaikis MC nustatytas septyniems ligoniams. Analizuojant
chimerizmo kinetika, rasta disociacija tarp PKL ir ALP (4.2-4 pav.):
transplantatui prigijus, recipiento frakcija leukocituose nevir§ijo 10 proc. Tuo
metu ALP stebétas Zenklus donoro DNR kiekio svyravimas nuo O iki
100 proc., ypac iSreikStas per pirmasias 100 dieny po transplantacijos.
Lyginant Siy pacienty chimerizmo kinetika, rasti panaSiis pokyciai (4.2-5 pav.):
esant nedideliam stabiliam MC leukocituose, visose ALP stebétas palaipsniui
maz¢jantis MC. Atskirose lasteliy frakcijose donoro DNR laipsniSkai didéjo,
ta¢iau pilnos chimerizmo konversijos nejvyko.

Visiems $iems ligoniams skirtas OKT3®. Po imunokorekcijos trims i3 ju

(LIN 101, 172 ir 263) pasiektas visiskas DC leukocituose (4.2-2 lentel¢).
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4.2-2 pav. MiSrus chimerizmas dé¢l transplantato atmetimo.
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4.2-3 pav. MiSrus chimerizmas gresiant transplantato atmetimui.
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4.2-4 pav. MiSraus chimerizmo disociacija tarp PKL ir ALP.
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4.2-5 pav. Chimerizmo vidurkiy kinetika atskirose lasteliy frakcijose esant
stabiliam ilgalaikiam MC leukocituose (n = 7).

Likusiems keturiems ligoniams (LIN 161, 176, 186 ir 216) nedidelé 1-6 proc.
recipiento frakcija iSliko matoma PKL. Tuo metu ALP autologinés lastelés
iSnyko tik vienam ligoniui (LIN 172). IS septyniy ligoniy tik vienas pacientas
(LIN 161) mire dé¢l infekciniy-toksiniy komplikacijy, kitiems SeSiems duomeny
analizés momentu tgsési stabili remisija.

Analizuojant MC kinetikos ryS$i su transplantato atmetimu, rastas
statistiSkai patikimas rySys tarp didéjan¢io chimerizmo PKL ir transplantato
atmetimo: 4 i§ 5 ligoniy, kuriems stebétas didéjantis MC leukocity frakcijoje,
iSsivysté transplantato atmetimas, tuo metu visiems septyniems pacientams,
kuriems leukocituose stebétas stabilus ilgalaikis MC, transplantato prigijimas

buvo stabilus (p = 0,010h.

- Tikslus Fiserio kriterijus.
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4.2.4. Klinikiniy rodikliy ir chimerizmo lyginamoji analizé

Pagrindiniai ligoniy klinikiniai rodikliai iki transplantacijos ir jos iSeities
parametrai pateikti 4.2-3 lentel¢je. PrieStransplantaciniy veiksniy analizé
parode, kad kauly Ciulpy aplazijos forma iki KKL persodinimo neturé¢jo itakos
chimerizmui PKL (p=0,141). Tuo tarpu abiejose grupése nustatytas
reikSmingas skirtumas tarp donoro (p =0,026) ir KKL Saltinio (p = 0,008):
MC-grupé¢je pacientams dazniau buvo persodinami giminingo donoro kauly
Ciulpai, nei DC-grupéje. [vertinus abieju kintamyjy tarpusavio priklausomybeg,
rasta vidutiné koreliacija (r = 0,295), taiau ji buvo statistiSkai nereikSminga
(p=0,163). Vienaveiksmés logistinés regresijos modelis parod¢, kad
persodinus kauly ciulpus galimybé iSsivystyti MC yra 20 karty didesné
(95 proc. PI 2,29-175,04; p =0,007), nei persodinus periferinio kraujo KKL
(4.2-4 lentele).

Busulfano iSémimas i§ kondicionavimo neturéjo reikSmés chimerizmui
(p =0,221). Chimerizmas PKL pasirod¢ esas reik§mingas poZymis tiek iimios,
tiek létinés TPSL israiskai (atitinkamai p = 0,031 ir p = 0,026): 9/12 ligoniams
su MC nebuvo jokiy @mios TPSL poZymiy, lyginant su 2/10 vaiky turiné¢iy DC
(p = 0,015). Lengvo laipsnio imi TPSL reik§mingai daZniau vystési ligoniams,
turintiems visiSka DC leukocity frakcijoje (7/10 DC-grupéje, lyginant su 3/12
MC-grupéje, p =0,025). AStuoniems i§ dvylikos vaiky, kuriems PKL buvo
randama autologiné frakcija, léting TPSL neissivyste, lyginant su 2 i§ 10 vaiky
DC grupéje (p = 0,038). Létiné ribota TPSL buvo reik§mingai daZniau stebima,
radus visiSka DC leukocituose — ji diagnozuota 5 vaikams su DC ir né vienam
ligoniui su MC (p = 0,009).

Transplantato atmetimas diagnozuotas i§ viso 18 proc. (4/22). Lyginant
transplantato atmetimo dazni abiejose grupése, reikSmingo skirtumo negauta
(p =0,096). Taciau palyginus atmetimo daZni su chimerizmo kinetika (4.2-5
lentelé), nustatéme reikSminga rysi tarp didéjancio MC leukocity frakcijoje ir
transplantato atmetimo (p = 0,001). Abiejose grupése mirtingumas dél toksiniy

komplikacijy reikSmingai nesiskyré: DC-grupéje mire 6 iS 10 (60 proc.),



4.2-3 lentelé. FA serganciy ligoniy klinikiniy rodikliy lyginamoji analizé
priklausomai nuo chimerizmo PKL (n = 22).

DC (n=10) MC (n=12) p-reikSmé
Daznumas (proc.) 45,5 54,5 0,670*
KC aplazija
AA 4 9 a 1)
MDS 4 3 0,141
UML 2 0
Donoras 0,058 %
TGD 1 5
TND 9 5% #0,026°
NGD 0 2
KKL 3altinis
kauly ¢iulpai 2 10 0,008°
periferinis kraujas 8 2
Kondicionavimas 10-Flw/BWATG/OKT3 | 3-Flw/ATG/OKT3 0.221°
9-Flu/Bu/ATG/OKT3 ?
Umi TPSL 0,031%?
0 2 9 *0,015°
I-1T Tk 3k #%0,025°
I-1v 1 0
Léting TPSL 0,026 ¥
nebuvo 2% 8% #(),038"
ribota Sk O #%(),009°
iSplitusi 0 0
nevertinama 2 48
Transplantato atmetimas
néra 10 8 0,096°
yra 0 4
Mirtingumas dél toksiniy
komplikacijy 0.192"
gyvena 4 9
miré 6 3
Stebéjimo laikas (dienos po KKLT)
Mediana 469 1027
[min - max] [47-2376] [115-2243] 0,674°
Vidutinis rangas 10,8° 12,08°¢
[95 proc. PI] [1607-2376] [216-2243]

Santrumpos: AA — aplaziné anemija, ATG — antitimocitinis imunoglobulinas; Bu — busulfanas; Flu —
fludarabinas; MDS — mielodisplazinis sindromas; NGD — netapatus giminingas donoras; OKT3® —
muromonabas; TGD — tapatus giminingas donoras; TND — tapatus negiminingas donoras; UML — @imi
mieloblastiné leukemija.

“Chi-kvadrato kriterijus; "Tikslus tikimybiy palyginimo kriterijus; ‘Mano Vitnio kriterijus

Dy?=3916; 1. =2; P%*=5,675 11.=2 ; P%*=6,93; 11.=2; V%> =7,822; 11. =2 (L1. — laisvés
laipsnis).

e ligoniai miré nesulauke 100 dieny po KKLT, kai isivysto létiné TPSL

S ligoniams atlikta antra KKLT nepraéjus 100 dieny po pirmos KKLT

4.2-4 lentelé. MC iSsivystymo galimybe¢, persodinus kauly Ciulpus.

PoZymis B regresijos p-reikSmé | Galimybiy santykis PI 95 proc.
koeficientas
Kauly ¢iulpai 2,996 0,007 20,0 2,29; 175,04
Konstanta -1,609 (p<0,05)
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4.2-5 lentelé. Transplantato atmetimo priklausomybé nuo chimerizmo
kinetikos.

ISsivysté Neissivysté p-reikSmeé
DC (n=10) 0 10
Didéjantis MC (n = 5) 4 1 0,001*"
Stabilus ilgalaikis MC (n = 7) 0 7

“Tikslus Monte Karlo kriterijus

Va2 =16,622; 1.1 = 2 (11 — laisvés laipsnis).

lyginant su 3 i§ 9 (25 proc.) pacientu MC-grupéje (p=0,192). Bendras
mirtingumas dél toksiniy komplikaciju sudaré 41 proc. Vidutinis vaiky
steb¢jimo laikas abiejose grupése taip pat reikSmingai nesiskyré ir sudaré 469
(47-2376) dieny po transplantacijos DC grupéje ir 1024 (115-2243) dieny MC
grup¢je (p = 0,674).

4.2.5. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka iSgyvenamumui po transplantacijos

Vertinant i§gyvenamumo po transplantacijos rodiklius priklausomai nuo
chimerizmo PKL (4.2-6 pav.), nustatéme, kad chimerizmas leukocituose
netur¢jo statistiSkai reikSmingos itakos iSgyvenamumui be neigiamo ivykio:
iSgyveno 40,0 proc. (4/10) ligoniy su DC, palyginus su 50,0 proc. (6/12)
ligoniy su MC (p = 0,885). Neigiamas {vykis apibréztas kaip mirtingumas dél
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4.2-6 pav. ISgyvenamumo po transplantacijos rodikliai priklausomai nuo
chimerizmo PKL: —— DC, - — — MC.
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4.2-6 lentelé. Bendro iSgyvenamumo priklausimybé nuo chimerizmo
kinetikos.

Gyvena Miré p-reikSmé
Ligoniy proc. Ligoniy proc.
skaiCius skaiCius
DC (n=10) 4 40 6 60
Didéjantis MC (n = 5) 3 60 2 40 0,214
Stabilus ilgalaikis MC (n=7) 6 86 1 14

*Tikslus Monte Karlo kriterijus

Dy? =3,562; L1. = 2 (L1. — laisvés laipsnis).

toksiniy komplikacijy, transplantato atmetimas ir antrinis navikas. Ligoniams
su MC diagnozuoti visi minéti neigiami jvykiai, o esant visiSkam DC leukocity
frakcijoje, vienintelis neigiamas {vykis buvo toksinis mirtingumas. Bendras
iSgyvenamumas buvo didesnis MC-grupg¢je: iSgyveno 75,0 proc. (9/12) ligoniy
su MC, lyginant su 40,0 proc. (4/10) ligoniy su DC. Taciau Sis skirtumas buvo
nereikSmingas (p=0,127). ISanalizavus chimerizmo kinetikos svarba
iSgyvenamumui nustatéme, kad daugiausia iSgyveno ligoniai, kuriems PKL
laikési stabilus ilgalaikis MC (4.2-6 lentel¢): duomeny vertinimo dienga gyveno
6 18 7 (86 proc.) Siy ligoniy, palyginus su 3 i§ 5 (60 proc.) vaiky, kuriems rastas
did¢jantis MC. Nors procentiné iSgyvenamumo iSraiSka Zenkliai skyrési,
statistinis reikSmingumas nebuvo nustatytas (p = 0,214).

Analizuojant chimerizmo ALP itaka iSgyvenamumo rodikliams,
nepavyko nustatyti né vienos tyrinétos lasteliy frakcijos itakos transplantacijos
rezultatams (4.1-7 lentel¢). ISgyvenamumas be neigiamo ivykio ir bendras
iSgyvenamumas reikSmingai nesiskyré priklausomai nuo chimerizmo T
limfocituose (atitinkamai p = 0,390 ir p = 0,598), B limfocituose (p = 0,888 ir
p =0,114) ar KKL frakcijoje (p = 0,937 ir p = 0,288).

4.2-7 lentelé. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka i§gyvenamumo rodikliams.

PKL CD3 CD19 CD34

DC | MC | p* DC | MC| P¥ | DC | MC | P¥ | DC | MC | p*

I§gyvenamumas
be neigiamo 40,0 | 50,0 | 0,885 | 57,1 | 50,0 | 0,390 | 50,0 | 71,4 | 0,888 | 33,3 | 55,6 | 0,937
ivykio (proc.)

Bendras
i§gyvenamumas | 40,0 | 75,0 | 0,127 | 57,1 | 75,0 | 0,598 | 50,0 | 100 | 0,114 | 50,0 | 77,8 | 0,288
(proc.)

* - Logaritminio rango kriterijus
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4.3. ADRENOLEUKODISTROFIJA

4.3.1. Ligoniy klinikiniai rodikliai

Per tiriamaji laikotarpi nuo 1999 mety balandzio iki 2006 mety sausio
meénesio alogeniné KKLT atlikta 22 vaikams sergantiems ALD. Vienam
ligoniui buvo atlikta haploidentin¢ transplantacija. Remiantis nejtraukimo
kriterijais (Zr. 3.2.1 skyriy), jis buvo paSalintas i§ analizés. Tokiu budu
chimerizmas iSanalizuotas 21 vaikui serganc¢iam ALD.
demielinizacijos laipsnis iki KKLT, vertintas pagal Loes skalg (Loes D.J. ir kt.,
1994), svyravo nuo 1,0 iki 14,0, o vidurkis sudaré 6,3+3,9. Daugumai vaiky
(71,4 proc., 15/21) persodintos tapataus negiminingo donoro KKL, tapatus
giminingas donoras rastas SeSiems vaikams (28,6 proc.). Daugiau negu pusei
ligoniy (11/21, 52,4 proc.) persodinti kauly ¢iulpai. Kitiems 42,9 proc. ligoniy
(9/21) persodintos periferinio kraujo KKL. Vienam berniukui (4,8 proc.)
panaudotos virkstelés kraujo KKL. Visiems pacientams skirtas identiskas
kondicionavimas busulfanu 16 mg/kg ir ciklofosfamidu 200 mg/kg. TPSL
profilaktikai skirta standartiné ciklosporino ir metotreksato doz¢ (Storb R., ir
kt. 1986). Persodinant giminingo ir negiminingo donoro KKL, transplantato
atmetimo profilaktikai papildomai skirtas antitimocitinis globulinas (ATG).

Ve

Trylikai (61,9 proc.) vaiky skirtas ATG-Fresenius®, SeSiems (28,6 proc.) —

ATG-Merieux®. Du pacientai (9,2 proc.) ATG profilaktikos negavo.

4.3.2. ALP analizé esant visiSkam donoro chimerizmui PKL

Tiriant chimerizma PKL, 66,7 proc. (14/21) ligoniy rastas visiSkas DC.
Transplantatui prigijus, visuose tyrimuose leukocity frakcijoje buvo aptinkama
tik donoro DNR.

Taciau esant visiSkam DC leukocituose, atskirose lasteliy frakcijose
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LIN CNS pazeidimas Donoras KKL Kondicionavimas Umi TPSL Létine TPSL | Chimerizmas | Neigiamas BI
iki KKLT Saltinis (sunkumo (iSplitimo PKL jvykis (dienos po
(Loes skalé) laipsnis) laipsnis) KKLT)
86 2,0 TND PK Bu/Cy I Ribota DC SL 2426
93 10,0 TGD KC Bu/Cy I Ribota DC SL 2364
116 10,5 TND PK Bu/Cy/ATG 1 0 DC Progresas 2056
119 12,5 TND KC Bu/Cy/ATG 0 0 MC MLP 117 (1)
121 9,0 TND KC Bu/Cy/ATG 0 0 MC Progresas 1991
126 14,0 TGD KC Bu/Cy/ATG 0 0 MC Progresas 1950
127 3,0 TGD KC Bu/Cy/ATG 0 0 MC SL 1943
132 8,5 TND PK Bu/Cy/ATG 0 0 DC Progresas 1859
154 35 TND PK Bu/Cy/ATG 0 0 MC SL 1600
175 2,0 TND PK Bu/Cy/ATG I 0 DC SL 1270
191 35 TND KC Bu/Cy/ATG I ISplitusi DC MLP 1000 (1)
198 10,0 TND KC Bu/Cy/ATG I 0 MC MLP 322 (1)
207 4,0 TND PK Bu/Cy/ATG I 0 DC SL 985
210 7,0 TND PK Bu/Cy/ATG I 0 DC SL 951
213 8,0 TGD KC Bu/Cy/ATG 0 0 DC SL 906
215 9,5 TGD KC Bu/Cy/ATG I Ribota DC SL 899
218 6,5 TGD KC Bu/Cy/ATG 0 0 DC SL 878
234 3,0 TND PK Bu/Cy/ATG I Ribota DC MTK 251 (1)
237 2,0 TND VK Bu/Cy/ATG 0 0 MC SL 567
244 2,0 TND PK Bu/Cy/ATG I Ribota DC SL 508
245 1,0 TND KC Bu/Cy/ATG 0 0 DC SL 509

Santrumpos: ATG — antitimocitinis imunoglobulinas; BI — bendras i§gyvenamumas; Bu — busulfanas; Cyc — ciklofosfamidas; KC — kauly ¢iulpai; MLP — mirtis
dél ligos progresavimo; MTK — mirtis dél toksiniy komplikacijy; NGD — netapatus giminingas donoras; SL — stabili liga; TGD — tapatus giminingas donoras; TND
— tapatus negiminingas donoras; VK — virkstelés kraujas.

() — ligonis mire
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4.3-1 pav. Chimerizmo vidurkiy kinetika atskirose lasteliy frakcijose, esant
visiSkam DC leukocituose (n = 14).
nustatytas MC: T limfocituose recipiento DNR rasta 7,4 proc. ligoniy, B
limfocituose — 15,4 proc., o KKL — 71,4 proc. ligoniy.

Analizuojant chimerizmo kinetika ALP, CD3 ir CD19 populiacijose
stebétas tranzitorinis chimerizmas: recipiento DNR nevir§ijo 12 proc., ji buvo
randama pavieniuose tyrimuose, daugiausia per pirmasias 100 dieny po KKLT.
Autologinés frakcijos procentiniy vidurkiy analizé parodé, kad chimerizmas
leukocituose, T ir B limfocituose reikSmingai nesiskyré per visa tyrimo
laikotarpi (4.3-1 pav.). Tuo metu CD34 frakcijoje stebétas palaipsniui
maze¢jantis MC. Chimerizmo procentiniy vidurkiy leukocituose ir CD34
populiacijoje palyginimas parodé (4.3-2lentel¢), kad DNR kiekis Siose

populiacijose per visa potransplantacini laikotarpi reikSmingai nesiskyre,

4.3-2 lentelé. Chimerizmo vidurkiy palyginimas PKL ir KKL sergant ALD.

Diena po

KKLT 14 21 28 35 42 50 60 100 200 365 730 | 1095 | 1460 | 1825

P

. .. | 0,180 | 1,0 | 0,109 | 0,317 | 0,317 | 0,068 | 0,068 | 0,068 | 0,042 | 0,180 | 0,317 1,0 1,0 1,0
reik§mé*

* Vilkoksono Zenkly kriterijus




iSskyrus 200-aja diena (p = 0,042). Recipiento KKL kiekis svyravo nuo 55 iki
98 proc. Galutiné chimerizmo konversija KKL ivyko apie treciuosius metus

po transplantacijos.

4.3.3. ALP analizé esant miSriam chimerizmui PKL

Misrus chimerizmas PKL rastas 33,3 proc. (7/21) ligoniy. IStyrus
chimerizmo kinetika leukocituose, penkiems ligoniams nustatytas stabilus
ilgalaikis MC, likusiems dviem — maz¢jantis MC (4.3-3 lentele).

Penkiems pacientams (LIN 119, 121, 126, 127 ir 154), kuriems leukocity
frakcijoje buvo aptiktas stabilus ilgalaikis MC, chimerizmo kinetika visose
lasteliy populiacijose buvo panaSi (4.3-2 pav.). Persistuojantis MC visose
tirtose lastelése buvo randamas iki 5 mety po transplantacijos. Né vienam Siy
ligoniy neiSsivysteé transplantato atmetimas. Imunosupresinis gydymas taip pat
nebuvo koreguotas. Vienam recipientui (LIN 154) ivyko spontaniné
chimerizmo konversija i§ MC 1 visiSka DC visose lasteliy populiacijose.
Vienas vaikas (LIN 119) miré dél ALD progresavimo, lik¢ keturi iSlieka gyvi.

Dviem ligoniams (LIN 198 ir 237) rastas maZ¢jantis MC, salygotas

uzsitgsusio transplantato prigijimo (4.3-3 pav.). Tiek leukocituose, tiek ALP

4.3-3 lentelé. MiSrus chimerizmas sergant ALD (n = 7).

LIN | MC kinetika Skirtas Chimerizmo | Chimerizmo Mirties BI
PKL gydymas konversija konversija priezastis | (diena po
PKL ALP KKLT)
119 Stabilus - MC MC MLP 117
121 Stabilus - MC MC - 1991
126 Stabilus - MC MC - 1950
127 Stabilus - MC MC - 1943
154 Stabilus - DC DC - 1600
198 Mazéjantis CSA nutraukimas DC DC MLP 322
237 Mazéjantis CSA | DC DC - 567

Santrumpos: BI — bendras i§gyvenamumas; CSA | — ciklosporino dozés maZinimas; MLP — mirtis dél
ligos progresavimas.
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4.3-2 pav. Chimerizmo vidurkiy kinetika esant stabiliam ilgalaikiam
MC (n =5).
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4.3-3 pav. Maz¢jantis miSrus chimerizmas.

Santrumpos: CSA | - ciklosporino dozés maZinimas.

dinamikoje mazéjanti recipiento frakcija stebéta iki 40 dieny po
transplantacijos. Po imunosupresinio gydymo korekcijos MC palaipsniui
peréjo 1 visiska DC visose lasteliu populiacijose. Vienas Siy ligoniy (LIN198)
miré de¢l ALD progresavimo, o antras pacientas tyrimo rezultaty vertinimo

diena gyveno.
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4.3.4. Klinikiniy rodikliy ir chimerizmo lyginamoji analizé

Pagrindiniai ligoniy klinikiniai rodikliai iki transplantacijos ir jos iSeities
parametrai pateikti 4.3-4 lentel¢je. PrieStransplantaciniy veiksniy analizé
parode, kad galvos smegeny demielinizacijos laipsnis reik§mingai nesiskyre
tarp ligoniy su visiSku DC ir MC (p = 0,287). KKL donoras ir $altinis taip pat
neturéjo jtakos chimerizmui PKL (atitinkamai p = 1,0 ir p = 0,098). Neradome
reik§mingo skirtumo ir tarp TPSL bei transplantato atmetimo profilaktikai
naudoto antitimocitinio imunoglobulino preparato (p =0,172). Umi TPSL
daZniau pasireiské ligoniams, turintiems visiSka DC leukocituose: I-II° Gimi
TPSL diagnozuota 7 i§ 14 ligoniy DC-grupéje, lyginant su 1 i§ 7 ligoniy MC-
grup¢je (p = 0,020), o III-IV sunkumo laipsnis stebétas tik DC-grupéje. Taciau
fimios TPSL i§raiskos forma reik§mingai nesiskyré tarp abiejy grupiy
(p = 0,055). Ribota ir iSplitusi létinés TPSL forma diagnozuota tik esant
visiSkam DC leukocituose, taciau palyginus abi grupes skirtumas tarp jy buvo
nereik§mingas (p = 0,166).

Lyginant ALD progresavimo daZnj abiejose grupése, statistiSkai
reikSmingo skirtumo negauta: neurologinés simptomatikos pablogéjimas
vystési 3 i§ 14 vaiky su DC ir 4 i§ 7 vaiky, turin¢iy MC PKL (p = 0,151).
Sergant ALD, tik vienas ligonis, turéjgs visiSka DC PKL, miré dél toksiniy
komplikaciju (p =1,0). Pagrindiné mirties prieZastis abiejose grupése buvo
neurologinés biklés blogéjimas, kuris lémé panaSy iSgyvenusiy ligoniy
skaiCiy abiejose grupése: DC-grupé¢je iSgyveno 12 i§ 14 (85,7 proc.), lyginant
su 5 1§ 7 (71,4 proc.) pacienty MC-grup¢je (p=0,574). Vidutinis ligoniy
stebéjimo laikotarpis tarp abiejy grupiy taip pat reikSmingai nesiskyreé ir sudare
968 (251-2426) dieny po transplantacijos DC-grupéje bei 1600 (117-1991)
dieny MC-grupéje (p = 0,913).

4.3.5. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka iSgyvenamumui po transplantacijos

Vertinant i§gyvenamumo po transplantacijos rodiklius priklausomai nuo

chimerizmo PKL (4.3-4 pav.), nustatéme kad chimerizmas leukocituose
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4.3-4 lentelé. ALD serganciy ligoniy klinikiniy rodikliy lyginamoji analizé
priklausomai nuo chimerizmo PKL (n = 21).

DC(n=14) MC (n=7) p-reikSmeé
DaZnumas (proc.) 66,7 33,3 0,127%
Loes skalé iki KKLT (vidutinis 9.93 13.14 0287
rangas)
Donoras
TGD 4 2 1,0°
TND 10 5
KKL 3altinis
kauly ¢iulpai 6 5 al)
periferinis kraujas 8 1 0,098
virkstelés kraujas 0 1
Antitimocitinis imunoglobulinas
Merieux 2 4 a2)
Fresenius 10 3 0,172
neskirta 2 0
Umi TPSL 0,055%”
0 4% 6* *0,020°
I-1I 7 1
II-1vV 3 0
Letine TPSL 0,166
nebuvo 8 7% *0,055"
ribota 5 0
iSplitusi 1 0
ALD progresavimas
néra 10 3 b
yra 3 4 0,151
nevertinama 1* 0
Mirtingumas dél toksiniy
komplikacijy 1.0
gyvena 13 7 ’
miré 1 0
Bendras iSgyvenamumas
gyvena 12 5 0,574°
miré 2 2
Stebéjimo laikas (dienos po KKLT)
Mediana 968 1600
[min - max] [251-2426] [117-1991] 0,913°
Vidutinis rangas 11,14° 10,71¢
[95 proc. PI] [802-1607] [435-1991]

Santrumpos: ATG - antitimocitinis imunoglobulinas; TGD - tapatus giminingas donoras; TND —

tapatus negiminingas donoras;

*Chi-kvadrato kriterijus; "Tikslus tikimybiy palyginimo kriterijus; ‘Mano Vitnio kriterijus

Dy?=4727; 11.=2; P> =4,615; 11.=2; V%’ =6263; 11.=2 Y%*=42; 11.=2 (11 — laisvés

laipsnis).

# - ligonis mir¢ praéjus 251 dienai po KKLT

netur¢jo statistiSkai reikSmingos itakos iSgyvenamumui be neigiamo ivykio, jei
neigiamas (vykis apibréZtas kaip mirtingumas dél toksiniy komplikacijy ir
ALD progresavimas: be neigiamo ivykio iSgyveno 76,9 proc. (3/14) ligoniy su
DC, lyginant su 42,9 proc. (4/7) ligoniy su MC (p=0,087). Bendras
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4.3-4 pav. ISgyvenamumo po transplantacijos rodikliai priklausomai nuo
chimerizmo PKL: —— DC, - — — MC.

iSgyvenamumas taip pat reikSmingai nesiskyré tarp abiejy grupiy: iSgyveno
85,7 proc. (12/14) ligoniy su DC, palyginus su 71,4 proc. (5/7) ligoniy su MC
(p = 0,490). IS keturiy mirusiy ligoniy trys miré del pagrindinés ligos progreso,
o vienas vaikas — dél infekciniy-toksiniy komplikaciju. Sergant ALD
nepasireiSke jokie kiti neigiami jvykiai.

Ivertinus chimerizmo ALP reik§mg iSgyvenamumui, nepavyko nustatyti
né vienos tyrinétos lasteliy frakcijos itakos transplantacijos rezultatams (4.3-5
lentelé). ISgyvenamumas be neigiamo ivykio ir bendras iSgyvenamumas
reikSmingai nesiskyré priklausomai nuo chimerizmo T limfocituose
(atitinkamai p = 0,209 ir p = 0,605), B limfocituose (p = 0,302 ir p = 0,522) ar
KKL frakcijoje (p = 0,498 ir p=0,199).

4.3-5 lentelé. Chimerizmo PKL ir ALP jtaka i§gyvenamumo rodikliams.

PKL CD3 CD19 CD34

DC |[MC| P* | DC | MC | p* DC |[MC| P* | DC | MC | p*

I§gyvenamumas
be neigiamo 76,9 | 42,9 | 0,087 | 75,0 | 50,0 | 0,209 | 84,6 | 33,3 | 0,302 | 80,0 | 60,0 | 0,498
ivykio (proc.)

Bendras
iSgyvenamumas | 85,7 | 71,4 | 0,490 | 84,6 | 75,0 | 0,605 | 85,7 | 66,7 | 0,522 | 81,0 | 75,0 | 0,199
(proc.)

* - Logaritminio rango kriterijus
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4.4. LIETUVOJE TRANSPLANTUOTU VAIKU CHIMERIZMO ANALIZE

Lietuvoje nuo 2002 mety vasario iki 2007 mety geguzés meénesio
alogeniné KKLT atlikta 21 vaikui. Du ligoniai paSalinti i§ analizés, remiantis
neijtraukimo kriterijais (Zr. 3.2.1 skyriy): vienas vaikas miré anksti po
transplantacijos (+16 d.), antras — dél trumpo stebéjimo laikotarpio (maZiau nei

viena savaite). Tokiu biidu 19 pacienty buvo itraukti i studija.

ULL (n=6)
32%

FA (n=1)
5%

LLH (n=1)
5% UML (n=5)

LML (n=1) 26%

5%

IMML (n=2)
11% SAA (n=3)
16%

4.4-1 pav. Lietuvoje transplantuoty ligoniy diagnozes.

Santrumpos: JMML - juveniliné mielomonocitiné leukemija; LLH — Langerhanso Iasteliy histiocitozé;
LML — létine mieloidiné leukemija; SAA — sunki aplaziné anemija; UML — @imi mieloblastiné
leukemija.

nuo pirmose trijose disertacijos rezultaty dalyse apraSyty ligoniy, $ia tiriamaja
grupe sudaré vaikai, sirgg {vairiomis ligomis, kurioms skirtas skirtingas
kondicionavimas. Tikslus diagnoziy pasiskirstymas pavaizduotas 4.4-1
paveiksle. DidZioji dalis ligoniy (73,7 proc., 14/19) sirgo ivairiomis leukemijos
formomis, likusiems penkiems i§ devyniolikos vaiky (26,3 proc.) diagnozuotos
nepiktybinés kraujo ligos. Visi sirge leukemija ligoniai, iSskyrus viena,
transplantuoti pirmoje arba antroje visiS8koje remisijoje. Daugumai pacienty
(78,9 proc., 15/19), buvo persodintos tapataus giminingo donoro (brolio ar
sesers) kamieninés lastelés, negiminingo donoro KKL buvo persodintos
keturiems vaikams (21,1 proc.). DaZniausiai buvo naudoti kauly ciulpai

(68,4 proc., 13/19), periferinio kraujo KKL perpiltos 31,6 proc. (6/19) vaiku.
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4.4-1 lentelé. Lietuvoje transplantuoty ligoniy klinikiniai rodikliai (n = 19).

LIN | Diagnozé Remisija Donoras | KKL Kondicionavimas Chime- I_Jnvli Létiné TPSL Neigiamas jvykis BI
pries KKLT Saltinis rizmas TPSL (iSplitimo (dienos
PKL | (sunkumo laipsnis) po
laipsnis) KKLT)
3 SAA nevertinama TGD KC Cyc+ATG" MC II ribota VR 1833
5 | OML (M7) VR 1 TGD PK Bu/Cyc MC 0 ribota Rec (KC) 981 ()
7 | GML (M2) VR 1 TGD PK Bu/Cyc MC 0 0 Rec (KC) 273 (1)
11 T-ULL VR 2 TGD PK Bu/Cyc/Eto MC 0 0 Rec (KC) 270 (1)
13 | UML (MO0) VR 1 TGD KC Bu/Cyc DC 0 0 VR 1154
16 SAA nevertinama TGD KC Cyc+ATG" MC 0 0 transplantato atmetimas 1049
17 T-ULL VR 1 TGD PK Bu/Cyc/Eto DC I 0 VR 1028
19 | pB-ULL VR 2 TGD PK Bu/Cyc/Eto DC I nevertinama® MTK 85 (1)
24 LML létiné faze TGD KC Bu/Cyc DC I 0 VR 711
25 pB-ULL VR 2 TGD KC Bu/Cyc/Eto MC 0 0 Rec (KC) 174 (F)
26 pB-ULL VR 1 TGD KC Bu/Cyc/Eto DC v iSplitusi TRM 322 (1)
28 SAA nevertinama TGD KC Cyc+ATG" MC 0 0 VR 664
30 FA SAA TND KC | Flu/Cyc/Campath/ATG" | MC 0 0 VR 544
32 LLH sisteminé forma TND KC Flu/Mel/Campath” MC 0 0 neprigijimas 370 (1)
33 | UML (M) VR 1 TGD KC Bu/Flu/Mel/ATG DC 0 nevertinama” MTK 57 (1)
34 | UML (M2) VR 1 TGD KC Bu/Mel MC I 0 Rec (KC) 474
42 T-ULL VR 3 TGD KC Bu/Cyc/Eto DC I i8plitusi MTK 116 (1)
46 JMML nevertinama TND PK Bu/Cyc/Mel/ATG DC II iSplitusi VR 146
48 JMML nevertinama TND KC Bu/Cyc/Mel/ATG DC 0 nevertinama®’ VR 81

Santrumpos: ATG — antitimocitinis imunoglobulinas; BI — bendras i§gyvenamumas; Bu — buslfanas; Campath® — alemtuzumabas; Cyc — ciklofosfamidas; Eto —
etopozidas 16; Flu — fludarabinas; JMML - juveniliné mielomonocitiné leukemija; KC - kauly ciulpai; LLH — Langerhanso lasteliy histiocitoze¢; LML — létiné
mieloidiné leukemija; Mel — melfalanas; MTK — mirtis dél toksiniy komplikacijy; pB-ULL — B pirmtaky @imi limfoblastiné leukemija; PK — periferinis kraujas; Rec
(KC) — kauly &iulpy recidyvas; SAA — sunki aplaziné anemija; T-ULL — T pirmtaky @imi limfoblastiné leukemija; TGD — tapatus giminingas donoras; TND — tapatus
negiminingas donoras; UML — timi mieloblastiné leukemija; VR1,2,3 — pirma, antra, trecia visiSka remisija.

D

nemieloabliacinis kondicionavimas

? ligonis miré nesulaukgs 100 dieny po KKLT, kai i$sivysto létiné TPSL
(1) — ligonis miré




Kiekvienai ligai skirti specifiniai kondicionavimai iSvardinti 4.4-1 lentel¢je.
TPSL profilaktikai skirtos standartinés ciklosporino ir metotreksato dozés

(Storb R. ir kt., 1986). Persodinant negiminingo donoro KKL, papildomai

laSintas atitimocitinis imunoglobulinas.

4.4.2. Chimerizmo Kinetikos analizé

Lietuvoje ALP izoliacija iki Siol neatlickama, tod¢l Lietuvos pacientams

chimerizmas tirtas tik PKL.

Paskyrus ligai specifini kondicionavima, 9 i§ 19 (47,4 proc.) analizuoty

ligoniy nustatytas visiSkas DC, 10 i§ 19 (52,6 proc.) ligoniy — MC. Vaikams,

kuriems leukocituose nustatytas DC, visuose atliktuose tyrimuose uZzfiksuota

100 proc. donoro DNR.

ISnagrinéjus MC kinetika, rastas stabilus ilgalaikis ir didé¢jantis MC (4.4-2

lentelé).

Stabilus ilgalaikis MC (4.4-2 pav.) rastas trims ligoniams, sirgusiems

nepiktybinémis kraujo ligomis (LIN 3, 28 ir 30). Visiems jiems tgsési ilgalaike

visi§ka remisija be jokiy TPSL poZymiy. Donoro DNR dalis PKL svyravo nuo

4.4-2 lentelé. MisSrus chimerizmas (n = 10).

LIN MC Neigiamas | Neigiamo Taikytas Chime- Mirties BI
kinetika ivykis po ivykio gydymas rizmo priezastis (diena
PKL KKLT diena po konversija po
KKLT KKLT)
3 Stabilus - - - MC - 1833
5 Didéjantis | Recidyvas 79 DLI MC MLP 981
7 Didéjantis | Recidyvas 134 DLI MC MLP 273
11 | Didéjantis | Recidyvas 186 DLI MD MLP 270
16 | Didéjantis | Atmetimas 107 KKLT 2 DC - 1049
25 | Didéjantis | Recidyvas 50 DLI MC MLP 174
28 Stabilus - - - MC - 664
30 Stabilus - - - MC - 544
32 | Didéjantis | Neprigijimas 42 KKLT 2 MC Antriné UML 370
34 | Didéjantis | Recidyvas 400 Chemoterapija DC - 474

* LIN 34 — gyveno nesant remisijai

Santrumpos: BI — bendras iSgyvenamumas, DLI — donoro limfocity infuzija; KKLT 2 — antroji
transplantacija; MLP — mirtis dél leukemijos progreso; MTK — mirtis dél toksiniy komplikaciju; UML —
fimi mieloblastiné leukemija
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4.4-2 pav. Stabilus ilgalaikis miSrus chimerizmas.
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4.4-3 pav. MiSrus chimerizmas dél transplantato neprigijimo.
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4.4-4 pav. MiSrus chimerizmas dél leukemijos recidyvo.

80



80 iki 98 proc. be imunosupresinio gydymo korekcijos. Dviem ligoniams,
sirgusiems nepiktybinémis kraujo ligomis (LIN 16 ir 32) rastas didéjantis MC:
LIN 16 — de¢l progresuojancio transplantato atmetimo, LIN 32 - dél
transplantato neprigijimo. Abu pacientai transplantuoti antra karta 1§ to paties
donoro. Vienam jy (LIN 16) antra karta persodintos KKL prigijo. Tai lémeé MC
konversija i visiSka DC. Kitam ligoniui (LIN 32) uZfiksuotas trumpalaikis
donoro frakcijos atsiradimas periferiniame kraujyje, taCiau ir antra karta
transplantatas neprigijo (4.4-3 pav.). Ligonis miré d¢l iSsivysCiusios antrinés
umios mieloblastinés leukemijos.

Visiems leukemija sirgusiems ligoniams (LIN 5, 7, 11, 25 ir 34),
nustatytas didéjantis MC. Perpylus KKL, pradZioje dokumentuotas pilnas
prigijimas esant visiSkam DC. MC atsiradima salygojo piktybinio klono
ataugimas (4.4-4 pav.), po kurio seké leukemijos recidyvas kauly ciulpuose.
Vidutinis laikas nuo MC radimo iki recidyvo diagnozés sudaré¢ 134 dienas
(svyravo nuo 50 iki 400 dieny po KKLT). Visiems ligoniams, i$skyrus LIN 34,
perpilti donoro limfocitai, taciau tai nesustabdé ligos progresavimo. LIN 34
gydytas chemoterapija, po kurios gauta chimerizmo konversija. Tyrimo
rezultaty vertinimo dieng Sis ligonis vienintelis i§ recidyvavusiy vaiky buvo

likes gyvas.

4.4.3. Klinikiniy rodikliy ir chimerizmo lyginamoji analizé

4.4-3 lenteleje. Visiems penkiems pacientams, sirgusiems nepiktybine kraujo
liga iSsivystt MC (p=0,033). Tai sietina su nemieloabliaciniu
kondicionavimu, skirtu Siems ligoniams (p=0,033). Visi vaikai, sirgg
piktybinémis kraujo ligomis, gydyti mieloabliaciniu kondicionavimu (Zr. 4.4-1
lentelg, 78 p.), po kurio 64,3 proc. (9/14) pacienty nustatytas visiSkas DC, o
likusiems 35,7 proc. rastas MC (5/14). Donoro tipas ir KKL Saltinis tarp abieju
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4.4-3 lentelé. Ligoniy klinikiniai rodikliai priklausomai nuo chimerizmo

(n=19).
DC(n=9) MC (n=10) p-reikSmé
DaZnumas (proc.) 47,4 52,6 0,819*
Kraujo liga
piktybiné 9 5 0,033
nepiktybiné 0 5
Kondicionavimas
mieloabliacinis 9 5 0,033b
nemieloabliacinis 0 5
Donoras
TGD 7 8 0,667
TND 2 2
KKL 3altinis
kauly &iulpai 6 7 0,630
periferinis kraujas 3 3
CD34 x10%kg recipiento kiino svoriui
(rangq vidurkis [95 proc. PI] ) 9,67[1,497-6,832] 10,3[2,220-7,948] 0,842C
Umi TPSL 0,064* "
0 3 8 #0,055"
I-I 3 2
II-1v 3 0
Létiné TPSL 0,017?
nebuvo 3% 8%* #0,055"
ribota 0 2
i§plitusi 3 0
nevertinama® 3 0
Mirtingumas dél toksiniy komplikacijy
gyvena/miré dél kity priezasciy 5 10 0,033
miré 4 0
Leukemijos recidyvas
remisija 9 0 b
recidyvas 0 5 <0,001
nevertinama 0 5%
Transplantato atmetimas
issivyste 0 2 0,474°
neissivyste 9 8
Ilgalaike visiSka remisija
tesiasi 5 4 0,656
miré 4 6"
Stebéjimo laikas (dienos po KKLT)
Mediana 146 509
[min - max] [57-1154] [174-1833] 0,156°
Vidutinis rangas 8,0° 11,8°

[95 proc. PI]

[75.13-747.09]

[301.54-1024.86]

Santrumpos: TGD — tapatus giminingas donoras; TND — tapatus negiminingas donoras.

*Chi-kvadrato kriterijus; "Tikslus tikimybiy palyginimo kriterijus; ‘Mano Vitnio kriterijus
Dy =5435;11. = 2; P¢* = 10,248; 1.1. = 3 (L1 — laisvés laipsnis).

§ - du ligoniai miré nesulauke 100 dieny po KKLT, kai i$sivysto létiné TPSL; vieno ligonio stebéjimo

laikas buvo trumpesnis nei 100 dieny

¥ - penki ligoniai sirgo nepiktybinémis kraujo ligomis
# - vienas ligonis (LIN 34) gyveno nesant remisijai
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grupiy reikSmingai nesiskyré (atitinkamai p =0,667 ir p=0,630). KKL
vidutiné¢ dozé buvo kiek didesne MC-grupgje, (4,83x10° CD34/kg recipiento
kiino svorio, lyginant su DC-grupe 2,50x10° CD34/kg recipiento kiino svorio),
esant panaSiam kauly Ciulpy ir periferinio kraujo KKL naudojimui, taiau Sis
skirtumas buvo nereik§mingas (p = 0,842).

Po transplantacijos vaikams su DC dazZniau pasireiSké tmi ir létine
TPSL. Dauguma ligoniy, kuriems leukocity frakcijoje rastas MC (8/10),
neturéjo jokiy amios ar létines TPSL poZymiy (p = 0,055), o dviem i§ ju
pasireiské tik lengva TPSL forma (I-II° @mi TPSL ir ribota létine TPSL).
Lyginant abi grupes skirtumas tarp imios TPSL pasireiskimo laipsnio buvo
nereik§mingas (p = 0,064). Tuo tarpu létiné TPSL reik§mingai daZniau stebéta
DC-grupéje (p =0,017). Nustatéme, kad mirtingumas dél toksiniy-infekciniy
komplikacijy yra reikSmingai susijgs su visiSku DC (p = 0,033), o leukemijos
recidyvas — su MC (p<0,001). Tuo metu transplantato atmetimo daZnis
lyginant abi grupes reik§Smingai nesiskyré (p = 0,474). Penkiems i§ devyniy
ligoniy su visiSku DC ir keturiems i§ deSimt vaiky su MC tesési ilgalaike
visiSka remisija (p = 0,656), esant panaSiam steb&jimo laikui abiejose grupése:
vidutinis steb¢jimo laikas DC grupé¢je sudaré 146 dienas po KKLT (svyravo
nuo 57 iki 1154 dieny), palyginus su 509 dienomis (nuo 174 iki 1183 dieny)
DC grupéje (p = 0,156).

4.4.4. Chimerizmo jtaka iSgyvenamumui po transplantacijos

Vertinant chimerizmo itaka iSgyvenamumui ligoniams sirgusiems
leukemija (n = 14), nustatéme, kad MC buvo statistiSkai reikSmingai susijgs su
leukemijos recidyvu — visiems penkiems pacientams autologinés frakcijos
atsiradimas periferiniame kraujyje salygotas piktybinio klono ataugimo, dé¢l ko
iSgyvenamumas be recidyvo Sioje grupéje buvo lygus nuliui (4.4-5 A pav.). To
metu kai visiems devyniems ligoniams su visiSku DC tegsési remisija, t.y.
iSgyvenamumas be recidyvo, esant visiSkam DC sudaré 100 proc. Skirtumas

yra statistiSkai reikSmingas (p = 0,002).
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ISgyvenamumas be recidyvo

4.4-5 pav. Ligoniy, serganciy leukemija iSgyvenamumas priklausomai nuo
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4.4-6 pav. Visy analizuoty ligoniy iSgyvenamumas priklausomai nuo
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ISnagrinéjus neigiamus ivykius, infekcinés-toksinés komplikacijos buvo
pagrindinis veiksnys, lémgs ligoniy su visiSku DC mirtinguma po
transplantacijos. Be neigiamo jvykio iSgyveno 55,6 proc. vaiky (4.4-5 B pav.).
MC grupéje leukemijos recidyvas buvo vienintelis neigiamas jvykis — nei
vienas ligonis neiSgyveno be neigiamo ivykio. Sergant leukemija, abieju
grupiy lyginamoji analizé parodé, kad chimerizmas neturéjo itakos
iSgyvenamumui be neigiamo jvykio (p =0,109). Tos pacios prieZastys léme
tai, kad bendras iSgyvenamumas taip pat reikSmingai nesiskyré priklausomai
nuo chimerizmo (p = 0,663, 4.4-5 C pav.).

Vertinant chimerizmo itaka iSgyvenamumui visiems pacientams (n = 19),
nustatéme, kad be neigiamo ivykio i§gyveno 55,6 proc. ligoniy su DC, lyginant
su 30 proc. ligoniy tur¢jusiy MC (4.4-6 A pav.). Bendras iSgyvenamumas
abiejose grupése sudar¢ atitinkamai 55,6 proc. ir 50 proc. (4.4-6 B pav.). Taigi,
nei iSgyvenamumas be neigiamo {vykio, nei bendras iSgyvenamumas
reikSmingai nesiskyré priklausomai nuo chimerizmo (atitinkamai p = 0,435 ir

p=0,601).
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. UMI LIMFOBLASTINE LEUKEMIJA

Tiriant chimerizma PKL, visiSkas DC rastas 74,4 proc. (32/43) ULL
serganciy ligoniy, MC — 25,6 proc. (11/43) ligoniy. Vienas Sio darbo uzdaviniy
buvo nustatyti MC dazni vaikams, sergantiems leukemija po klasikinio
mieloabliacinio kondicionavimo. Ilgai chemoterapija gydyti ligoniai, kuriems
skirtas sumaZinto intensyvumo kondicionavimas, didinantis MC iSsivystymo
galimybg, buvo tikslingai paSalinti i§ analizés. Absoliu¢iai daugumai tirty
pacienty (93,0 proc., 40/43) mieloabliacija pasiekta viso kiino apSvita ir
etopozidu. Keliuose moksliniuose darbuose irodytas viso kiino apsvitos
pranaSumas prie§ chemokondicionavima (pakeitus viso kiino apSvita
busulfanu) —po transplantacijos recidyvo tikimyb¢ yra reik§mingai maZesné, jei
prie§ transplantato infuzija skiriama viso kiino apSvita (Bunin N. ir kt, 2003;
Jamieson C.H. ir kt., 2003; Willemze AJ. ir kt., 2007). Tod¢l gydant vaiky
ULL, $is kondicionavimas yra pirmo pasirinkimo gydymas daugelyje kliniky,
tame tarpe Vokietijoje ir Austrijoje, kur §iuo metu vykdomas 2003 mety vaiky
ULL-BFM alogeniniy KKL transplantacijy protokolas. Visiems ULL
sirgusiems tiriamiesiems transplantacijos procediira atlikta, vadovaujantis
minétu protokolu.

DidZioji dauguma studijy, nagrinéjusiy chimerizma leukemija
sergantiems pacientams po mieloabliacinio kondicionavimo, tyrinéjo miSry
pacienty kolektyva, t.y. ligonius, sergancius jvariomis leukemijos formomis
(van Leeuwen J.E. ir kt. 1994; Bader P. ir kt. 1997, 1998, 2000; Dubovsky I. ir
kt., 1999; Acquaviva C. ir kt., 2003). Dalinai dél Sios prieZasties Siose studijose
nustatytas MC daznis yra didesnis, nei miisy tyrime ir svyruoja nuo 33 iki
47 proc. Tadiau netgi moksliniuose darbuose, kuriuose nagrinéti vien ULL
sergantys recipientai, MC buvo aptinkamas kur kas dazniau: 60 proc. (Ramirez
M. ir kt., 1996), 55,5 proc. (Zetterquist H. ir kt., 2000), 36 proc. ligoniy (Bader
P.ir kt., 2002). Pirmose dviejose studijose tirty pacienty skaiCius buvo

nedidelis (atitinkamai 15 ir 9 ligoniai). [ tai reikéty atsizvelgti, vertinant gautas
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MC procentines reikSmes. Be to, Ramirez naudojo mieloabliacini
kondicionavima busulfano pagrindu, dél ko MC, aptinkamo prie§ leukemijos
recidyva, daZznis galéty buti didesnis. Bader ir bendraautoriy tirtas pacienty
kolektyvas yra pakankamai didelis (173 vaikai), taCiau straipsnyje
nepateikiama duomeny apie ligoniy kondicionavimg ir prieStransplantacinius
rodiklius. Tokiu biidu Sioje disertacijoje pateikiami duomenys apie MC dazni
po mieloabliacinio kondicionavimo ULL sergantiems vaikams negali biti
besalygisSkai lyginami su kity studiju rezultatais. Minéta rezultaty skirtuma
galima biuty iS dalies paaiSkinti ir tuo, kad analizuojamy vaiky tarpe
diagnozuotas palyginus mazas kauly ciulpy recidyvy skaiCius — 9,3 proc.
(4/43), o tuo paciu retai stebétas ir didéjantis MC. Tokie rezultatai galimai
sietini su nestandartine transplantato prie§ Seimininka ligos profilaktika —
persodinant identiSky giminingy donory KKL, recipientams vietoj paprastai
skiriamy ciklosporino ir metotreksato (Storb R. ir kt., 1986) skirtas tik
ciklosporinas. Keliy tyrimy duomenys rodo, kad kuo maZesn¢ imunosupresija,
tuo mazesné ir recidyvo tikimybé (Locatelli F. ir kt., 2000; Teuffel O. ir kt.,
2005). Ciklosporino ir metotreksato derinys yra daugelio placiai paplitusiy
imunosupresijos rezimy pagrindas (Potter V. ir Moore J., 2008), taCiau
metotreksatas létina KKL prigijima ir didina jvairiy toksiniy komplikacijy
skaic¢iy (Chao N.J. ir kt., 2000; Ho V.T. ir kt., 2001). Tuo remiantis mé¢ginama
sumazinti jo doze (Cutler C. ir Antin J.H., 2002) arba pakeisti kitais
imunosupresantai (Cutler C. ir kt., 2004). Tyrimuy rezultatai rodo, kad tokia
taktika nedidina recidyvo po transplantacijos rizikos, bet sumaZina toksiniy
komplikaciju daZzni ankstyvame ir vélyvame potransplantaciniame periode
(Cutler C. ir kt., 2004; Koh L.P. ir kt., 2007).

Visuose auk$éiau minétuose darbuose, kuriuose buvo tirtas chimerizmas
ULL sergantiesiems, polimorfiniai DNR Zymenys analizuoti tik periferinio
kraujo leukocituose (Ramirez M. ir kt., 1996; Zetterquist H. ir kt., 2000; Bader
P. ir kt., 2002). Savo tyrime chimerizmui tirti taip pat remémés DNR Zymeny
ivairove. Donorui nuo recipiento atskirti naudotas komercinis DNR Zymeny

rinkinys, pagausintas dauginés PGR biudu. Kiekvienai donoro ir recipiento
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porai buvo rastas bent vienas informatyvus DNR Zymuo. Sis praktiskas ir
patogus budas placiai taikomas klinikinéje praktikoje (Antin J.H. ir kt, 2001;
Bader P. ir kt., 2005). Metodo jautrumas leidzia aptikti iki 1-5%107 recipiento
DNR tiriamojoje medziagoje (McCann S.R. ir Lawler M., 2004; Lion T., 2003;
Schraml E. ir kt., 2003). Norédami padidinti metodo jautruma, i§ periferinio
kraujo iSskyréme ALP. Tokia metodika leidzia aptikti iki 1x10°-10"
recipiento lasteliy (Lion T. ir kt., 2001). Pastaruoju metu moksliniuose
tyrimuose apraSomi ir kiti buidai, kurie leisty padidinti chimerizmo tyrimo
jautruma, pvz., naudojami alternatyviis polimorfizmo Zymenys — genomo seky
polimorfizmas (Willasch A. ir kt., 2007), pavieniy nukleotidy skirtumai
(Alizadeh M. ir kt., 2002; Maas F. ir kt., 2003; Gineikiené E. ir kt., 2009), Y
chromosomai specifinés sekos (Fehse B. ir kt., 2001; Thiede C. ir kt., 2003),
kurie gausinami ir vertinami kiekybine tikro laiko PGR. Tokiu bidu
chimerizmo tyrimo jautrumas padidéja iki 1x10°-107.

IStyrus chimerizma atskirose lastelése paaiSkéjo, kad nepaisant stabilaus
DC leukocituose, ALP galima aptikti autologing frakcija: T limfocituose ji
rasta 19,4 proc. ligoniy, B limfocituose — 9,4 proc., o KKL - 70,0 proc.
tiriamyjy. PaZymétina, kad $i nedidel¢ recipiento lasteliy dalis neturéjo itakos
klinikinei eigai — nei vienam i$ Siy ligoniy neiSsivysté leukemijos recidyvas ar
transplantato atmetimas. Recipiento frakcija T ir B limfocituose gana greitai
iSnyko — pra¢jus Simtui dieny po KKLT. Tuo tarpu CD34 populiacijoje
recipiento signalai buvo aptinkami iki dvejy mety po transplantacijos. Ilgalaiki
autologinés kraujodaros egzistavima patvirtina ir kity autoriy skelbti
duomenys, kai labai mazZi recipiento DNR kiekiai periferinio kraujo
mononuklearuose buvo randami iki penkeriy mety po KKLT (Koldehoff M. ir
kt., 2006; Thiede C. ir kt., 2003). Skirtingai nuo musy tyrimo, kur recipiento
DNR kiekis buvo iSreikStas nuoSimciais, minétose publikacijose pateiktas
kiekybinis recipiento DNR matavimas. Tac¢iau abiem atvejais stebéti panasis
rezultatai — pra¢jus keleriems metams po transplantacijos, recipiento frakcija
palaipsniui sumazéjo. Nuosavy lasteliy iSlikimas po transplantacijos apraSytas

ir 1Styrus mezenchimines stromos lasteles (Stute N. ir kt., 2002; Dikhut A. ir
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kt., 2005; Rieger K. ir kt., 2005). Tiriant chimerizma Siose lastelése, iSskirtose
i§ recipienty kauly Ciulpy, recipiento DNR buvo aptinkama iki 5 mety po
transplantacijos. Jy persistavimui  netur¢jo  jtakos kondicionavimo
intensyvumas ar KKL S$altinis (Villaron E.M. ir kt., 2004). Tranzitorinis Zemo
lygio chimerizmas CD3 ir CD19 frakcijose po mieloabliacinio kondicionavimo
apraSytas ir kity autoriy (Serrano J. ir kt., 2000; Miura Y. ir kt., 2006). Idomu,
kad MC Siose lasteliy populiacijose buvo aptiktas taip pat ligoniams,
sergantiems mieloidinés kilmés leukemija. Kol kas literatiiroje nepavyko rasti
panasiy duomeny, patvirtinan¢iy ilgalaiki savy KKL persistavima ULL
recipientams po mieloabliacinio kondicionavimo, kurias galima bty aptikti,
tiriant periferini krauja.

Mazas ligoniy, kuriems iSsivyst¢ kauly ciulpy recidyvas, skaicius
(n=4) greiCiausiai salygojo tai, kad musy tyrime nepavyko nustatyti ALP
pranaSumo, palyginus su PKL — prieSingai negu tikétasi, prie§ iSsivystant
leukemijos recidyvui, visose tirtose lasteliu populiacijose autologiné frakcija
uzfiksuota vienu metu. Lygiagretus donoro DNR maz¢jimas buvo stebimas
visose tirtose ALP (4.1-2 pav., 54 p.). Dviems i§ keturiy recidyvavusiy ligoniy
(LIN 88 ir 118, 4.1-3 lentel¢, 53 p.) tokie tyrimy rezultatai sietini su audringu
leukemijos progresavimu — jiems recidyvas po transplantacijos diagnozuotas
palyginus anksti (atitinkamai 48 ir 86 diena po KKLT). Kitiems dviems
ligoniams (LIN 75 ir 220, 4.1-3 lentelé, 53 p.), prieSingai, recidyvas
diagnozuotas kur kas véliau: 231 ir 831 diena po KKLT, ty. tuomet kai
ligoniai sekami ambulatoriSkai ir chimerizmas tiriamas Zymiai reciau. Tai
prieStarauja Bader skelbtiems duomenims, kuris teigé, kad jei leukemijos
recidyvas i8sivysto praéjus 300 dieny po KKLT, autologiné frakcija aptinkama
tik blasty populiacijoje, tuo metu kai kitos eilés lastelés lieka donoro kilmeés
(Bader P. ir kt., 2000). Olandy mokslininky atliktas tyrimas patvirtina musy
gautus rezultatus apie tai, kad tik daZnas ALP tyrimas gali biiti informatyvus,
norint pamatyti jose did¢jancia recipiento frakcija prieS besivystanti recidyva

ankscCiau, nei leukocituose (Huisman C. ir kt., 2007). Taciau klinikin¢je
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praktikoje vargu ar tai gali buti igyvendinta, kai ligonis sekamas
ambulatoriskai.

Radome tik viena studija, kurioje buvo suabejota ALP tyrimo
pranaSumu ankstyvai recidyvo diagnostikai: joje buvo palygintas chimerizmo
tyrimas PKL ir ALP, tame tarpe CD3 ir CD34 (Zeiser R. ir kt., 2005). Sioje
studijoje tirti 168 suauge¢ ligoniai, sergantys tGmia mieloidine leukemija ir
mielodisplaziniu sindromu po mieloabliacinio kondicionavimo. Autoriai teigia,
kad chimerizmo tyrimas PKL ir ALP, atliekamas vidutiniSkai kas 24 dienas,
yra panaS$ios vertés ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai. Dauguma kity
moksliniy darby, kurie tyrin¢jo ALP izoliacijos reikSmg ankstyvai recidyvo
diagnostikai, nurodo didesnj chimerizmo tyrimo jautruma ALP, taciau vieni ju
tyré chimerizma ALP tik radus recipiento lasteles PKL (Bader P. ir kt., 2000),
kituose chimerizmo kinetika PKL ir ALP nebuvo lyginama (Zetterquist H. ir
kt., 2000; Mattson J. ir kt., 200la; Thiede C. ir kt., 2002). Todél
apibendrinancias iSvadas apie ALP tyrimo tikslinguma ankstyvai kauly Ciulpy
recidyvo diagnostikai po mieloabliacinio kondicionavimo daryti sunku.

Chimerizmo kinetikos analizé yra labai jautrus rodiklis kauly ciulpy
recidyvui diagnozuoti. Michallet teigé, kad chimerizmo kinetika, o biitent
did¢jantis MC, yra nepriklausomas ir reikSmingas prognostinis bendro
iSgyvenamumo rodiklis (Michallet A.S. ir kt., 2005). Misy tyrimo duomenimis
kauly Ciulpy recidyvas diagnozuotas 4 i§ 5 (80 proc.) ligoniy, kuriems i$sivysté
didé¢jantis MC (4.1-3 lentele, 53 p.). Taciau chimerizmo tyrimas kraujo
lastelése neturi prognostinés reikSmés ekstramedulinio recidyvo diagnostikai.
Ekstrameduliniy recidyvy daznis po transplantacijos gali siekti 41 proc. ir
salygoti bendra nepalankia transplantacijos iSeiti (Saribeyoglu E. ir kt., 2008).
Miisy tyrime visi trys ekstramedulinio recidyvo atvejai diagnozuoti ligoniams,
esant visiSkam DC PKL, T ir B limfocituose. Dviem iS$ Siy ligoniy (LIN 156 ir
182, 4.1-1 lentel¢, 50 p.) CD34 frakcijoje rastas MC, tuo tarpu vienam ligoniui
(LIN 171, 4.1-1 lentele, 50 p.) net ir Sioje frakcijoje buvo randama tik donoro
DNR. Miisy ir kity autoriy duomenimis (Wilson D.B. ir kt., 2003; Ohashi H. ir
kt., 2005; Kikushige Y. ir kt., 2007) akivaizdu, kad visiSkas DC kraujo
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lastelése ir su juo susijes transplantato prieS leukemija efektas neapsaugo nuo
ekstramedulinio recidyvo.

Didesnis chimerizmo tyrimo jautrumas, tiriant ALP gerai atsispindi
ligoniy, kuriems rastas Zemo lygio MC, chimerizmo kinetikoje: visiems
keturiems vaikams, turéjusiems Zemo lygio MC (4.1-3 lentel¢, 53 p.) recipiento
frakcija pirmiausia buvo aptikta ALP, o véliau ir PKL. Remiantis didéjanciu
MC aptiktu bitent ALP (tuo metu kai leukocituose recipiento frakcija nevir§ijo
8 proc.), atlikta imunoterapijos korekcija: 3 i§ 4 vaiky buvo nutraukta arba
sumazinta potransplantaciné imunosupresija, o vienam pacientui perpilti
donoro limfocitai. To pasekoje {vyko pilna chimerizmo konversija i§ miSraus {
visiSka DC tiek bendroje leukocity frakcijoje, tiek ALP. Vertinant tai, kad
recipiento frakcija buvo aptikta pirmiausia ALP, o palaipsniui daugéjant
recipiento lasteléms, ja tapo imanoma aptikti ir PKL, galima susidaryti vaizda
apie didéjancio MC leukocity frakcijoje vystymosi mechanizmg. Kaip jau ne
karta min¢jome, didéjantis MC yra glaudZiai susij¢s su leukemijos recidyvu
(Ramirez M. ir kt., 1996, Bader P. ir kt., 1998; Barrios M. ir kt., 2003). Todél
chimerizmo konversija i§ MC 1 visiSka DC laikoma profilaktikos priemone,
leidZiancia apsaugoti ligonj nuo leukemijos recidyvo. Chimerizmo konversija
galima pasiekti kei¢iant imunoterapija ivairiais biidais — nutraukus ciklosporina
ar kitus po transplantacijos skiriamus imunosupresantus arba sumaZinus juy
doze¢ (Elmaagacli A.H. ir kt., 1999; Locatelli F. ir kt., 2000; Fujimaki K. ir kt.,
2001; Prinz E. ir kt., 2003), perpylus donoro limfocitus. Imunokorekcijos
sukelta chimerizmo konversija iSprovokuoja TPSL ir su ja susijusi
transplantato prie§ leukemija efekta. Kai kuriy studijy duomenys rodo, kad
transplantato prie§ leukemija efektas priklauso ne vien nuo TPSL kaip tokios,
bet ir nuo jos sunkumo laipsnio: esant lengvai I° TPSL, recidyvo tikimybé yra
tokia pati kaip ir nesant jokiems TPSL poZymiams, o ligoniy i§gyvenamumas
be recidyvo koreliuoja su TPSL israiskos stiprumu (Teuffel O. ir kt., 2005).

Visi imunoterapijos budai gali buti efektyvis, siekiant sukelti
transplantato prie§ leukemija efekta. Tiek ciklosporino dozés sumaZzinimas

(Locatelli F. ir kt., 2000) arba visiSkas jo nutraukimas (Prinz E. ir kt., 2003),
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tieck donoro limfocity infuzija (Dey B.R. ir kt., 2003) gali sukelti stabilig
remisija, kai Siy priemoniy imamasi pradinéje besivystancio recidyvo stadijoje.
Labiausiai diskutuotinas klausimas — kada imunomoduliacija turi buti pradéta?
Siuo metu didéjantis MC bitent leukocituose yra laikomas pagrindu
profilaktinés imunoterapijos skyrimui (Massenkeil G. ir kt., 2003; Bader P. ir
kt., 2005b). Taciau net ir Siuo atveju ne visada pavyksta nugaléti recipiento
kraujodara ir piktybini klona (Yoshimi A. ir kt., 2005b). Kuo maZesnis
navikiniy Iasteliy kiekis organizme, tuo didesné tikimybé, kad imunokorekcija
bus veiksminga (Bader P.ir kt., 2004). Paprastai stengiamasi koreguoti
imunosupresini gydyma, esant pirmiems didé¢jan¢io MC poZymiams, tiriant
PKL (Park S.J. ir kt., 2000; Gorczynska E. ir kt., 2004). MC nustatymas
minimaliame kiekybiniame lygyje tiriant ALP, gali suteikti naujy perspektyvy
imunoterapijos skyrimui. Turint omenyje, kad 61 proc. ligoniy imunoterapija
gali salygoti Gmia TPSL ir padidinti su ja susijusiy infekciniy-toksiniy
komplikacijuy rizika, o nuo 18 iki 50 proc. ligoniy po donoro limfocity
infuzijos iSsivysto kauly Ciulpy aplazija (Luznik L. ir Fuchs E.J., 2002;
Massenkeil G. ir kt., 2003), tinkamas imunokorekcijos skyrimo momentas ir
pakankamai jautrus jos poveikio sekimo biidas igauna ypac didele reikSmg.
Chimerizmo tyrimas ALP, kuris yra Zymiai jautresnis, nei PKL tyrimas yra
viena tokiy galimybiy.

Misy tyrime i§ keturiy ligoniy, kuriems aptiktas didéjantis MC (4.1-3
lentelé, 53 p.), trims didéjanti recipiento DNR atsirado dél piktybinio klono
atsinaujinimo, o vienam ligoniui (LIN 212), konstatuota autologinés
kraujodaros regeneracija, nesant leukemijos recidyvo poZymiy. Recipiento
kraujodaros atsistatymas apraSytas ir kituose moksliniuose darbuose,
daugiausia sergant mieloidinés kilmés piktybinémis kraujo ligomis (Bader P. ir
kt., 1998; Brunstein C.G. ir kt., 2000) ir nepiktybinémis kraujo ligomis (Bader
P. ir kt., 1997; Hoelle W. ir kt., 2004; Willasch A. ir kt., 2006a). Zvelgiant 1
chimerizmo kinetika ALP, idomu tai, kad misy atveju recipiento DNR
leciausiai didéjo CD3 frakcijoje. Tai prieStarauja kity studijy pastebéjimams,

kad recipiento T limfocitai regeneruoja spar€iau uz kitos eilés lasteles (Baron
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F. ir kt., 2003; Lee K.H. ir kt., 2003; Petersen S.L. ir kt., 2004). Siuo atveju
taip pat kol kas negalima kalbéti apie vélyva transplantato atmetima, kuris visy
pirma, susijgs su autologiniy T limfocity atsistatymu (Dey B.R. ir kt., 2003;
Lion T., 2007; Masmas T.N. ir kt., 2008). AukS€iau minéty studijy
duomenimis daugumai (80 proc.) ligoniy vidutiniskai po 11 (3-41) ménesiy po
autologinés kraujodaros atsistatymo iSsivysté leukemijos recidyvas (Bader P. ir
kt., 1998; Brunstein C.G. ir kt.,, 2000). Taciau vienareikSmiSkai daryti
prielaida, kad misy tyrime apraSytam ligoniui taip pat iSsivystys leukemijos
recidyvas nereikéty — visi minéti ligoniai sirgo létine mieloidine leukemija ar
mielodisplaziniu sindromu, o, kaip Zinia, mieloidinio piktybinio klono
proliferacija yra kur kas létesné, nei limfoidinés kilmeés blasty (Kolb H.J. ir kt.,
1995; Collins J.R.H. ir kt., 2000). Tyrimo duomeny vertinimo diena ligonis
LIN 212 buvo stebimas 922 dieny, t.y. apyksliai 30 ménesiy po KKLT, kuomet
jo kraujodaros Iasteliy i§ léto nuolat daugéjo. Turint omenyje greita ULL
recidyvo vystymasi, tikétina, kad per §i laika recidyvas jau biity buves
diagnozuotas.

Priestransplantaciniy veiksniy analizé (4.1-4 lentele, 56 p.) neatskleide
né¢ vieno 1§ analizuoty rodikliy (remisijos prieS KKLT, donoro,
kondicionavimo, KKL $altinio) itakos chimerizmui. Misy Ziniomis remisijos
iki transplantacijos ir chimerizmo rySys néra nagrinétas. Prielaidai apie §i rysi
paremti, pasitelkéme moksliniy tyrimy rezultatus, kurie rodo, kad minimalios
liktinés ligos lygis iki transplantacijos tiesiogiai jtakoja recidyvo po KKLT
iSsivystyma ir tuo biidu transplantacijos rezultatus apskritai (Goulden N. ir kt.,
2003; Schilham M.W. ir kt., 2005; Sramkova L. ir kt., 2007; Bader P. ir kt.,
2009). Pries ir po transplantacijos persistuojantys recipiento blastai galéty lemti
MC radima po KKLT. Aptikome viena mokslinj darba, kuriame rasta remisijos
stabilumo po transplantacijos koreliacija su chimerizmu: Wang ir
bendradarbiai aprasé studija, kurioje tyré 21 leukemija sergant; vaika (Wang
L.J. ir kt., 2002). Siame tyrime nustatyta reikiminga koreliacija tarp MC ir
blasty kiekio kauly ciulpuose ar periferiniame kraujyje, tirtuose po

transplantacijos. Tuo tarpu visiems ligoniams, kuriems aptiktas visiSkas DC,
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tesesi stabili remisija. Kondicionavimo reikSme chimerizmui apras¢ Miura: jis
pastebéjo, kad taikant mieloabliacini kondicionavima busulfano pagrindu, 28
dieng po KKLT donoro frakcija T limfocituose nevirSijo 90 proc., tuo tarpu
skiriant viso kiino apSvita, donoro DNR CD3 frakcijoje buvo >90 proc. (Miura
Y. ir kt., 2006). Analizuojant chimerizma bendroje leukocity populiacijoje,
kaip ir musy tyrime, reikSmingo skirtumo negauta. KKL Saltinio reik§meé
chimerizmui apraSyta dviejose studijose: Nakao ir Wiesneth nustaté, kad
skiriant mieloabliacini kondicionavima, MC daZniau vystosi persodinus kauly
Ciulpus, nei periferinio kraujo KKL (Nakao S. ir kt., 1999; Wiesneth M. ir kt.,
1999). Tai, kad miisy tyrime neradome panasios koreliacijos galima paaiskinti
tuo, kad pirmoje minétoje studijoje chimerizmas tirtas labai anksti ir kur kas
dazniau (periferinio kraujo méginiai tirti kas 2-3 dienas, pradedant 8 dieng po
KKLT), o antrame tyrime chimerizmas tirtas po mieloabliacinio
kondicionavimo, ta¢iau visiems ligoniams buvo atlikta T limfocity deplecija.
Donoro itaka chimerizmui tyrinéta viename moksliniame darbe, kuriame tirti
leukemija sergantys ligoniai po sumazinto intensyvumo kondicionavimo
(Baron F. ir kt., 2004). Jame nenustatyta giminingo ar negiminingo donoro
KKL itakos chimerizmo kinetikai. Kol kas neradome publikuoty darby, kurie
tyrinéty donoro jtaka chimerizmui po mieloabliacinio kondicionavimo.

Kaip ir kitose studijose nustatéme, kad @mi TPSL daZniau vystosi
recipientams turintiems visiSka DC, nei turintems MC, aptiktame bendroje
leukocity frakcijoje (Ramirez M. ir kt., 1996; Mattsson J. ir kt., 2001b).
ReikSminga skirtuma tarp DC- ir MC-grupiu nustatéme, apskaiciavus ligoniy
skai¢iy kiekvienoje grupéje, kuriems Gimi TPSL apskritai nepasireiske (4.1-4
lentelé, 56 p.): pirmoje grupéje jokiy TPSL poZzymiy neatsirado 2 i§ 32 ligoniy,
lyginant su 4 i§ 11 vaiky antroje grupéje (p = 0,029). ReikSmingo skirtumo
nebuvimas tarp 1étinés TPSL pasireiskimo daZnio abiejose grupése (p = 0,441)
greiciausiai susijgs su chimerizmo konversija: po imunosupresinio gydymo
korekcijos MC-grupés ligoniams i$sivysté visiskas DC, kuris salygojo TPSL
iSsivystyma vélyvame periode po transplantacijos. VisiSko DC svarba létinei

TPSL patvirtino Balon atliktas tyrimas: autorius iStyré 54 suaugusius ligonius,
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serganCius jvairiomis leukemijos formomis, kuriems skirtas mieloabliacinis
kondicionavimas (Balon J. ir kt., 2005). ISanalizavus Siy ligoniy chimerizma
PKL, paaiSkéjo, kad kuo anksCiau nustatomas visiSkas DC leukocity
frakcijoje, tuo didesné jo koreliacija su 1étinés TPSL i$plitimu. Tiek Balon, tiek
kiti mokslininkai, tyrg¢ chimerizmo kinetika leukemija sergantiems ligoniams
po mieloabliacinio kondicionavimo (Mattsson J. ir kt., 2001b) ar po sumazinto
intensyvumo kondicionavimo (Petersen S.L. ir kt., 2004; Baron F. ir kt., 2005a;
Mohty M. ir kt., 2007), pabrézia DC lygio T limfocituose svarbg tiek Gimios,
tiek Iétinés TPSL issivystymui ir stiprumo laipsniui.

Neigiamy jvykiu po transplantacijos nagrin¢jimas parod¢, kad
mirtingumas dél toksiniy komplikaciju abiejose grupése reikSmingai nesiskyre:
infekcinés-toksinés komplikacijos salygojo 6 i§ 32 ligoniy mirti DC-grupéje ir
2 1§ 11 MC-grupéje (p =0,156). Pagrindinis neigiamas veiksnys, kuris lémé
recipienty mirtinguma esant visiSkam DC leukocity frakcijoje, buvo létiné
TPSL. N¢ vienam S§iy ligoniy neiSsivysté kauly &ulpy recidyvas, o
ekstramedulinis leukemijos atsinaujinimas diagnozuotas 3  vaikams.
Chimerizmo reik§me ekstrameduliam recidyvui aptarta auksc¢iau (Zr. 90 p.).
Miisy rezultatai koreliuoja su Zecca pateiktais duomenimis, kuris nustaté, kad
letinés TPSL i§sivystymas reik§mingai padidina iSgyvenamuma be recidyvo,
taCiau taip pat padidina vaiky mirtinguma vélyvame potransplantaciniame
periode (Zecca M. ir kt., 2002). Leukemijos atsinaujinimas kauly Ciulpuose
buvo pagrindinis neigiamas ivykis, esant MC leukocity frakcijoje, kas
patvirtinta daugelyje kity moksliniy darby (Ramirez M. ir kt., 1996; Bader P. ir
kt., 1998; Barrios M. ir kt., 2003; Koldehoff M. ir kt., 2006). Musy tyrime dar
karta patvirtinome reikSminga skirtuma tarp leukemijos recidyvo kauly
Ciulpuose iSyvystymo daznio tarp ligoniy, turin¢iy DC ir MC leukocituose
(p = 0,003). Méginimai pasiekti remisija po recidyvo dviem ligoniams (LIN 75
ir 118, 4.1-3 lentele, 53 p.) salygojo chimerizmo konversija ir TPSL
i1Ssivystyma, del kurios abu vaikai mire, o vienas juy (LIN 88) miré d¢l spartaus

leukemijos progresavimo. Taigi, tiriant abi grupes, bendras ligoniy skaicius,
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kuriems teseési ilgalaiké visiSka remisija reikSmingai nesiskyre, (6/26 turinciy
DC, lyginant su 5/10 turin¢iy MC, p = 0,091).

ISanalizavus tirty lasteliy populiacijuy itaka transplantacijos baigciai,
nustatétme kad iSgyvenamumas be recidyvo (skaiiuojant kauly cCiulpy ir
ekstramedulinius recidyvus kartu ar vien tik kauly ciulpy recidyvus)
reikSmingai skiriasi priklausomai nuo chimerizmo PKL (atitinkamai p = 0,014
ir p=0,010, 4.1-5 pav., 58 p.). ISgyvenamumas be neigiamo jvykio misuy
tyrime taip pat pasirodé esas reikSmingai priklausomas nuo chimerizmo PKL
(p=0,017). S fakta, kuris prie§tarauja kity tyrimy rezultatms (Ramirez M. ir
kt., 1996; Michallet A.S. ir kt., 2005), galima biity paaiskinti tuo, kad du
ligoniai, kuriems diagnozuoti neigiami ivykiai (autologiné regeneracija, LIN
212 ir kauly cCiulpy recidyvas, LIN 220; 4.1-3 lentel¢, 53 p.) tyrimo rezultaty
vertinimo dieng buvo gyvi. Bendras iSgyvenamumas tarp ligoniy, turinc¢iy DC
ar MC leukocity frakcijoje reikSmingai nesiskyré (p =0,086). ISanalizavus
CD3, CD19 ir CD34 populiacijy itaka transplantacijos iSeiciai, nustatéme kad
né viena i§ analizuoty ALP neturéjo reikSmingos itakos nei berecidyviam
iSgyvenamumui, nei iSgyvenamumui be neigiamo ivykio, nei bendram
iSgyvenamumui (4.1-5 lentelée, 57 p.).

Savo darbe, nagrin¢jant chimerizmo reikSmg¢ i§gyvenamumo rodikliams,
vertinome Kaplano-Mejerio iver€ius. Kituose moksliniuose darbuose
chimerizmo ijtaka iSgyvenamumui daZnai vertinama, lyginant i§gyvenamumo
vidurkius (z-testas) priklausomai nuo chimerizmo, rasto tam tikra diena tam
tikroje lasteliu populiacijoje. Tokiuose tyrimuose nustatyta, kad leukemija
serganiy vaiky iSgyvenamumas be recidyvo reikSmingai maZesnis, jei 30
diena po KKLT bendroje leukocity frakcijoje randamas visiSkas DC
(Lassaletta A. ir kt., 2005). Blau ir bendradarbiai teigia, kad MC leukocity
frakcijoje randamas 28 ir 56 diena po KKLT sumazina berecidyvi
iSgyvenamuma po sumazinto intensyvumo kondicionavimo (Blau IL.W. ir kt.,
2007). Autologiné frakcija T limfocituose aptikta 30 diena po sumazinto
intensyvumo kondicionavimo susijusi su maZesne @imios TPSL tikimybe, bet

tuo paciu ir su mazesniu berecidyviu iSgyvenamumu (Mohty M. ir kt., 2007).
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Mieloidinis chimerizmas CD14/15 populiacijoje <90 proc., tiriamas 28 dieng
po KKLT, reikSmingai sumazina tikimybe iSgyventi vienerius metus po
transplantacijos (Miura Y. ir kt., 2006). IS pateikty studiju matome, kad
kiekvienas mokslininky kolektyvas savaip parenka tiriamaji kontingenta,
tyrimo metodika, todél rezultaty apibedrinimas tokioje situacijoje yra
sudetingas. D¢l aukS¢iau minéty statistinés analizés skirtumy Siy rezultaty taip
pat negalima besalygiSkai lyginti su miisy tyrimo duomenimis. Greiiau jie
papildo mokslo Zinias Sioje srityje.

Pagrindinis misy tyrimo rezultatas — tai gana didelis (70 proc.) MC
daznis, aptiktas KKL populiacijoje. Autologinés frakcijos kinetika CD34
populiacijoje skyrési nuo chimerizmo kinetikos PKL, T ir B limfocituose —
recipiento DNR maz¢jo palaipsniui, nors iSliko matoma iki 2-ju mety po
KKLT. Sis MC, uZfiksuotas nuosekliai ir ilga laika sekant gana homogeniska
ligoniy grupeg, misy Ziniomis yra pirmas tyrimas, nagrinéj¢s chimerizma CD34
populiacijoje  ULL sergantiems vaikams. Liekamoji ilgai persistuojanti
recipiento kraujodara apraSyta ir kity autoriy (Thiede C. ir kt., 2003; Koldehoff
M. ir kt., 2006; Willash A. ir kt., 2006b), taciau iki Siol nebuvo gilintasi jos
kilmg ir reikSmg. Miisy Ziniomis yra aprasytos dvi studijos, kurios nagrinéjo
chimerizma CD34 lastelése (Thiede C. ir kt., 2002; Zeiser R. ir kt., 2005).
Abiejy studijy rezultatai skiriasi: Thiede ir bendradarbiai iStyré 87 suaugusius
ligonius, kuriy dauguma sirgo mieloidinés kilmés leukemijomis, taciau tarp
tiriamyjy buvo ir 10 ligoniy, sirgusiy ULL bei 1 pacientas, sirges neHodZzkino
limfoma. Visiems ligoniams skirtas mieloabliacnis kondiconavimas. Tyréjai
rado MC KKL 20 i§ 22 ligoniy, kuriems diagnozuotas leukemijos recidyvas.
Autoriai padaré¢ iSvada, kad chimerizmo tyrimas CD34 populiacijoje yra
jautrus ir paprastas metodas minimaliai liktinei ligai sekti. Zeiser ir
bendradarbiai tyr¢ 168 pacientus, sergancius vien mieloidinés eilés
hemoblastozémis, kuriems taip pat skirtas mieloabliacinis kondicionavimas.
Siame darbe autoriai palygino chimerizmo tyrimg PKL ir ALP (tame tarpe
CD3 ir CD34 populiacijose) ir padaré iSvada, kad chimerizmo tyrimas PKL ir

ALP suteikia panaSios informacijos apie gresiant] leukemijos recidyva.
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Abiejose studijose tirti ligoniai sirge daugiausia mieloidinés eilés
leukemijomis. Mohty, tyrgs chimerizma T limfocituose mieloidinés ir
limfoidinés eilés leukemija sergantiems pacientams, pabrézé pagrindinés ligos
svarba chimerizmo kinetikai (Mohty M. ir kt., 2007). Todél abiejy aukS¢iau
minéty tyrimy rezultaty negalima vienareik§miSkai ir besalygiSkai lyginti nei
tarpusavyje, nei su misy tyrimo duomenimis. Savo darbe atlikus
iSgyvenamumo analiz¢ priklausomai nuo chimerizmo KKL (4.1-5 lentele, 57
p.), nustatéme, kad $i kiekybiSkai nedidelé recipiento frakcija, kuri nors ir buvo
rasta 70 proc. tiriamyjy, neturéjo itakos nei iSgyvenamumui be recidyvo
(p = 0,803), nei iSgyvenamumui be neigiamo ivykio (p = 0,846), nei bendram
iSgyvenamumui (p = 0,582). Autologinés kraujodaros ilgalaikio persistavimo
po mieloabliacinio kondicionavimo prieZastys, mechanizmai ir pasekmeés
Siandien iSlieka neaiSkiis ir suteikia pagrindo moksliniams tyrin€jimams

ateityje.

5.2. FANCONI ANEMIJA

ISanalizavus 22 ligoniy, sergan¢iy FA chimerizmo kinetika, nustatéme,
kad skiriant ligai specifini sumazinto intensyvumo kondicionavima fludarabinu
ir busulfanu, po transplantacijos 45,5 proc. (10/22) vaiky PKL randamas
visiSkas DC, o 54,5 proc. (12/22) pacienty — MC. Iki Siol labiausiai Zinoma ir
placiausiai naudojama kondicionavima FA gydyti pirma karta apraSé pranciizy
mokslininkai 1983 metais (Gluckman E. ir kt., 1983). Jo pagrinda sudaro
torakoabdominalin¢ apSvita ir ciklofosfamidas. Skiriant S§i parengiamaji
rezima, yra pasiekti gana geri transplantacijos rezultatai — 2-ju mety bendras
iSgyvenamumas siekia 70 proc., persodinant tapataus giminingo donoro KKL
(Gluckman E. ir kt., 1995), o persodinant tapataus negiminingo donoro KKL 3-
Ju mety bendras iSgyvenamumas sudaro 30 proc. (Guardiola P. ir kt., 2000a).
Pagrindinis §io kondicionavimo trikumas — jo potencialus kancerogeninis

poveikis, kuriam dél FA lasteléems budingo chromosomy nestabilumo, Sie
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pacientai yra ypac jautriis (Auerbach A.D. ir Wolman S.R., 1976; Gluckman E.
ir kt., 1983). Tiek jonizuojantis spinduliavimas, tiek ciklofosfamidas, kuris
tiesiogiai veikia DNR, gali sukelti negriZtamus genomo pakitimus, kurie
salygoja vezio iSsivystyma (Joenje H. ir Patel K.J., 2001). Dél Sios prieZasties
daugelis centry mégina skirti alternatyvy kondicionavima be jonizuojancio
spinduliavimo arba be ciklofosfamido (Harris R.E., 1999).

Svarbiausi veiksniai, kurie lemia KKLT rezultatus FA sergantiesiems, yra
toksinis kondicionavimo poveikis ir transplantato atmetimas. Pagrindinis
mieloabliacinio kondicionavimo pavojus ankstyvame potransplantaciniame
periode — imios TPSL i3sivystymas, kuriai badingas imuninis-toksinis jvairiy
audiniy, daugiausia epiteliniy lasteliy, paZeidimas (Jacobsohn D.A. ir
Vogelsang G.B., 2007; Sun Y. ir kt., 2007). D¢l FA Iasteléms budingo DNR
defekty atstatymo sutrikimo imi TPSL $iems ligoniams yra ypaé pavojinga — ji
gali sukelti negriZtama audiniy pazeidima ir tuo paciu lemti nepalankia
transplantacijos iSeit], o taip pat padidinti véZio iSsivystymo rizika vélyvame
potransplantaciniame periode (Guardiola P. ir kt., 2004). Kita vertus, nuo 6 iki
22 proc. FA serganciyjy iSsivysto transplantato atmetimas (Motwani J. ir kt.,
2005; Locatelli F. ir kt., 2007). Taigi, abu minéti veiksniai lém¢é alternatyvaus
kondicionavimo, kuris bty minimaliai toksiSkas ir sukelty pakankama
imunosupresija,  paieSkas.  Fludarabinas,  pasiZymintis = vyraujanciu
imunosupresiniu poveikiu (Locatelli F., 2006; Muranski P. ir kt., 2006), tapo
patraukliu preparatu Siame kelyje.

Siuo metu yra pakankamai daug duomeny apie fludarabino taikyma FA
kondicionavimui. Literatiiroje gana gausu publikaciju aprasanciy ivairius
fludarabino derinius su torakoabdominaline apSvita ar kitais chemopreparatais,
po kuriy pacientams pasiekiamas stabilus transplantato prigijimas (Aker M. ir
kt., 1999; Boulad F. ir kt., 2000; Elhasid R. ir kt., 2000; McCloy M. ir kt.,
2001; Rossi G. ir kt., 2003; George B. ir kt., 2005; Tan P.L. ir kt., 2006).
Taciau visos iSvardintos publikacijos apraSo daugiausia pavienius klinikinius
atvejus. Didesniy studijy, tyrin¢janciy Si gydymo metoda, i$ tiesy yra nedaug.

Didziausias paskelbtas tyrimas apibendrina 13-os mety JAV rezultatus,
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persodinant tapataus negiminingo donoro KKL 98 FA recipientams, kuriems
skirtas kondicionavimas su fludarabinu (n = 46) arba be jo (n = 52) (Wagner
J.E. ir kt., 2007). Kita publikacija apraso 16-os mety italy mokslininky patirti,
gydant 64 FA serganCius pacientus, daliai kuriy (54 proc.) skirtas
kondicionavimas fludarabino pagrindu (Locatelli F. ir kt., 2007). MacMillan,
iSanalizavusi 23 ligoniy potransplantacing eiga teigia, kad standartinio
kondicionavimo torakoabdominaline apSvita ir ciklofosfamidu papildymas
fludarabinu sumaZina transplantato atmetimo rizika (MacMillan M.L. ir kt.,
2001). Motwani ir Bitan apraSo savo patirtj, skiriant fludarabing FA
recipientams kartu su ciklofosfamidu (Motwani J. ir kt., 2005; Bitan M. ir kt.,
2006). Kiekvienoje studijoje tirta po 7 ligonius. Keturiems ligoniams
fludarabino ir ciklofosfamido derini skyré brity mokslinikai (de la Fuente J. ir
kt., 2003). Misy tyrime naudotam identiSka kondicionavima fludarbinu ir
busulfanu radome aprasyta tik dviejose publikacijose: Sie preparatai skirti 2 i$
7 Izraelio mokslininky gydytiems ligoniams (Bitan M. ir kt., 2006). Maschan
apras¢ keturiy ligoniy potransplantacing eiga, skiriant §i parengiamaji reZima
(Maschan A.A. ir kt., 2004). Taigi, miisy tyrime aprasyta 22 ligoniy grup¢ Siai
dienai yra didZiausia FA tiriamyju grupe, kuriems skirtas kondicinavimas
fludarabinu ir busulfanu.

Vertinant visiSko DC ir MC radimo daZzni misy tyrime ir kituose
moksliniuose darbuose, reikia turéti omenyje, kad kol kas radome tik viena
studija, kuri tyrinéja chimerizmo kinetika FA sergantiems ligoniams (Socié G.
ir kt., 1993). Joje pranciizy autoriai, analizavg chimerizma periferinio kraujo
polimorfonuklearuose ir bendroje limfocity frakcijoje, rado visiSka DC 13/19
(68 proc.) tirty vaiky, o 6/19 (32 proc.) aptiktas tranzitorinis MC, kuris 5/6
ligoniy palaipsniui virto visisku DC. Siame tyrime, prieSingai negu miisy
nagrinétiems pacientams, daugumai ligoniy po transplantacijos iSsivysté
visiSkas DC (miisy duomenimis visiSkas DC rastas 45,5 proc. (10/22) vaiky,
MC - 54,5 proc. (12/22) pacienty). Lyginant abiejy tyrimy rezultatus, reikia
atsizvelgti i tai, kad Socié ir kt. visus ligonius gydé torakoabdominaline kiino

apSvita ir ciklofosfamidu. Be to, i§ esmés skyrési tyrimy atlikimo intensyvumas
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— savo tyrime vadovavomeés Bader paskelbta chimerizmo tyrimo metodika,
veéliau patvirtinta ir kity tyréjy (Lee K.H. ir kt., 2003; Lion T. ir Muller-Bérat
N., 2003), pagal kuria intensyvus chimerizmo sekimas PKL (viena karta per
savaite iki 200 dienos po KKLT) lemia teisinga tiriamojo chimerizmo
kinetikos interpretacija (Bader P.ir kt., 1997). Tuo tarpu pranciizy
mokslininkai tyré chimerizma kur kas re€iau (SeSiems ligoniams chimerizmas
iStirtas tik vieng karta), nesivadovaudami kokia nors grieztai nustatyta schema.
Didesni laiko tarpai tarp kraujo méginiy émimo galéjo salygoti tai, kad MC
buvo aptiktas ne visiems ligoniams.

Nagrinéjant chimerizmo kinetika PKL ir ALP, nustatéme tris chimerizmo
kinetikos pavyzdZzius: pirmasis — FA sergantiems vaikams visiSkas DC buvo
aptinkamas tiek PKL, tiek visose kitose tirtose lasteliy populiacijose. Skirtingai
nuo ULL ar ADL tiriamyjy, jiems né vienoje tirtoje lasteliy populiacijose
nebuvo stebima liekamoji recipiento kraujodara. Sie rezultatai dar karta
patvirtina ypatinga FA lasteliy jautruma DNR veikiantiems citostatikams, kurie
net sumaZzintomis dozémis sunaikina visa recipiento kraujodara. Antra vertus,
daugumai ligoniy, kuriems PKL ir ALP iSsivyste visiSkas DC (9/10),
persodintos periferinio kraujo KKL. Savo tyrime nustatéme reikSmingag KKL
Saltinio jtaka chimerizmui — MC i$sivystymo tikimybé¢ yra 20 karty (95 proc.
PI 2,29-175,04, p=0,007) didesn¢, jei persodinami kauly c¢iulpai, negu
periferinio kraujo KKL. Kaip Zinia, persodinamo transplantato sudétis
tiesiogiai veikia chimerizma T limfocituose — kuo didesnis persodinamy T
limfocity (CD4+, CD8+, CD3+/CD56+) skaicius, tuo didesnis donoro DNR
procentas aptinkamas T limfocituose, o didesnis CD34+, CD14+ ir CD3—
/CD56+ skaicius salygoja greitesni visiSko DC i8sivystyma CD3 populiacijoje
(Baron F. ir kt., 2005b; Panse J.P. ir kt., 2005). Sios i¥vados padarytos, tiriant
leukemija serganCius ligonius, kuriems skirtas sumaZinto intensyvumo
kondicionavimas. Galima daryti prielaida, kad imuniniai mechanizmai turi
reikSmes taip pat ir FA serganciyjy chimerizmo kinetikai.

Antras chimerizmo kinetikos pavyzdys — did¢jantis MC, susijgs su

transplantato atmetimu. Analizuojant chimerizmo kinetika, visiems keturiems
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ligoniams, kuriems iSsivysté transplantato atmetimas (4.2-2 lentele, 62 p.),
donoro DNR pirmiausiai sumazéjo atskirose lasteliy frakcijose (4.2-2 pav., 63
p.). Palyging didéjancio ir stabilaus MC rysi su transplantato atmetimu
nustatéme, kad butent didéjantis, bet ne stabilus, MC bendroje leukocity
frakcijoje reikSmingai susijgs su transplantato atmetimu: transplantato
atmetimas iSsivyste 4 i§ 5 ligoniy, kuriems stebétas didéjantis MC, tuo tarpu
visiems ligoniams, kuriy PKL recipiento frakcija ilga laika iSliko tame paciame
lygyje transplantato prigijimas buvo stabilus (p =0,01). Vienam vaikui (LIN
266) gresiant] transplantato atmetima pavyko sustabdyti, paskyrus specifini
anti-CD3 antikiing muromonabg (OKT3®).

Misy tyrime apraSyta chimerizmo kinetika transplantato atmetimo atveju
i§ esmés sutampa su kity autoriy pasteb¢jimais — didé¢janc¢io MC rySys su
transplantato atmetimu nustatytas sergant aplazine anemija (Hoelle W. ir kt.,
2004), kitomis nepiktybinémis kraujo ligomis (Ozyurek E. ir kt., 2008), létine
mieloidine leukemija, metabolinémis kaupimo ligomis, mielodisplaziniu
sindromu (Woodard P. ir kt., 2003). Lyginant chimerizmo kinetika atskirose
lasteliy populiacijose, kaip ir kiti autoriai (Horan J.T. ir kt., 2005; Masmas
T.N. ir kt., 2008) pastebéjome, kad donoro DNR kiekis T limfocituose yra
mazesnis, nei PKL. Skirtingai nuo kity darby miisy duomenys pabrézia donoro
DNR frakcijos maz¢jimo PKL prognosting reikSme transplantato atmetimo
diagnostikai ir prevencijai — jei bendroje leukocity frakcijoje MC iSlieka
stabilus (nepaisant dominuojancios recipiento frakcijos ALP), transplantatas
stabiliai funkcionuoja. Kadangi miisy tirtos frakcijos (T limfocitai, B limfocitai
ir KKL) kiekybiSkai sudaro mazesng bendros leukocity frakcijos dali manome,
kad chimerizmo tyrin¢jimai mieloidinés eilés lastelése suteikty naujy duomeny
apie transplantato atmetimo vystymosi mechanizma ir galima jo prevencija.
Netiesioginiy Sios hipotezés patvirtinimy galima aptikti Baron atliktame
tyrime, kuriame nustatyta, kad didesnis CD34 kiekis, kuris perpilamas
recipientui kartu su transplantatu, maZina transplantato atmetimo rizika (Baron
F. ir kt.,, 2005b). Verti démesio ir chimerizmo natiraliuose kileriuose

tyrin¢jimai transplantato atmetimui sergant FA, kadangi Sios lastelés irodytos
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esancios svarbios Siam procesui leukemijos atveju (Matthes-Martin S. ir kt.,
2003; Miura Y. ir kt., 2006).

Trec¢ias chimerizmo kinetikos pavyzdys yra stabilus MC, aptiktas
bendroje leukocity populiacijoje. Sis MC tipas nustatytas septyniems ligoniams
(4.2-2 lentele, 62 p.). Ju PKL recipiento frakcija buvo matoma visa stebéjimo
laikotarpi, taciau autologinés DNR dalis nevirsijo 10 proc., o ALP ji svyravo
nuo O iki 100 proc. (4.2-4 pav., 63 p.). Remiantis MC ALP, ypac T
limfocituose, 6 1§ 7 ligoniy skirta profilaktiné imunoterapija galimo
transplantato atmetimo prevencijai (4.2-2 lentele, 62 p.): 5 iS 6 ligoniy skirtas
muromonabas (OKT3®), o vienam vaikui (LIN 161) perpilti donoro limfocitai.
Vienam pacientui (LIN 263) neskirta jokia imunoterapija. Né vienam Siy
ligoniy neiSsivysté transplantato atmetimas. [domu tai, kad laikui bégant,
donoro DNR dalis atskirose Iasteliy frakcijose palaipsniui didéjo ir priartéjo
prie PKL lygio praéjus 2 metams po KKLT (4.2-5 pav., 64 p.).

Stabilus MC, randamas ligoniams sergantiems sunkia aplazine anemija ar
kitomis nepiktybinémis kraujo ligomis, kuris liecka matomas praéjus keleriems
metams po transplantacijos, apraSomas ir kity autoriy (Amrolia P.J. ir kt.,
2001; Walters M.C. ir kt., 2001; Hoelle W. ir kt., 2004; Hassan R. ir kt., 2004;
Willasch A. ir kt., 2006b). Nedaugelis studijy, kurios pateikia duomenis apie
FA sergan¢iyjy chimerizmo tyrimus taip pat randa stabily MC leukocity
frakcijoje, kuris iSlieka ilga laika po KKLT, nesukeldamas transplantato
atmetimo: Socié stebéjo MC iki 511 dienos po KKLT, po kondicionavimo
torakoabdominaline apSvita ir ciklofosfamidu (Socié G. ir kt., 1993). Motwani
apras¢ ilgalaiki stabily 98 proc. donoro chimerizma bendroje leukocity
populiacijoje vienam i§ septyniy fludarabinu ir ciklofosfamidu gydyty ligoniy
(Motwani J. ir kt., 2005). Duomeny apie chimerizmo tyrimus ALP FA
sergantiesiems radome tik viename straipsnyje: Mital apras¢ chimerizmo
kinetika po kondicionavimo torakoabdominaline apS$vita ir ciklofosfamidu
(Mital M.K. ir kt., 1999). Polimorfiniai DNR Zymenys tirti PKL ir ALP:
granulocituose, CD3 ir CD19 populiacijose. Tiriant minétas lasteles karta per

ménesi, Mital rado MC T Ilimfocituose, aptinkama iki 2 mety po
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transplantacijos. Tuo paciu metu ligoniui stebéta uZsitgsusi hematologiné
rekonstitucija, kuri buvo susieta su MC CD3 populiacijoje. Reikia paZyméti,
kad visiems septyniems musy tyrinétiems ligoniams nepaisant ilgai iSliekancio
MC, kraujodara po KKLT atsistaté laiku ir funkcionavo gerai visg stebéjimo
laikotarpi (Sie duomenys disertacijoje nepateikiami).

Nagrinéjant stabilaus MC kinetika, galima biity diskutuoti apie skirtos
imunoterapijos vaidmeni chimerizmo pokyc¢iams. Kaip min¢jome, penkiems
ligoniams remiantis vyraujancia autologine frakcija T limfocituose, skirtas
muromonabas (OKT3®) (4.2-2 lentele, 62 p.). Po vieno Sio preparato kurso T
limfocituose stebétas donoro DNR procentinés dalies padidéjimas, taciau
netrukus ji vél sumaZz¢jo, kol galiausiai pakilo savaime (4.2-4 pav., 63 p.). Yra
kelios publikacijos, kurios pateikia muromonaba kaip efektyvy preparata
transplantato atmetimo profilaktikai ir gydymui. Yen apras¢ sékminga velyva
transplantato atmetimo gydyma létine mieloidine leukemija serganciam
pacientui (Yen C.C. ir kt., 1997). Bader sugebéjo iSvengti transplantato
atmetimo ligoniui, sergantiam sunkia aplazine anemija, skirdamas OKT3®
kartu su metilprednizolonu (Bader P.ir kt., 1995). Tokia pati taktika véliau
buvo panaudota dar SeSiems pacientams, sergantiems piktybinémis kraujo
ligomis (n = 5) ir sunkia aplazine anemija (n = 1) (Schlegel P.G. ir kt., 2000).
Siame tyrime penkiems ligoniams pavyko pasiekti chimerizmo konversija i3
MC 1 visiSka DC. Kita vertus, vienam i§ disertacijoje tyrinéty pacienty (LIN
263), kuriam neskirta jokia imunoterapija, stebéta tokia pati chimerizmo
kinetika bei jo disociacija tarp PKL ir ALP: vyraujanti donoro DNR bendroje
leukocity populiacijoje ir dominuojanti autologiné DNR atskirose lastelése,
kuri palaipsniui savaime sumazéjo. Visa tai jvertinus, sunku nusakyti tikraji
OKT3® vaidmenj chimerizmo kinetikai. Sis preparatas yra Zinomas savo
galingu limfopeniniu poveikiu (kuris lémé DNR pokycius T limfocity
frakcijoje), deél ko placiai naudojamas KKL ir solidiniy organy
transplantacijoje, taCiau jis néra selektyvus donoro ar recipiento limfocitams
(Renders L. ir Valerius T., 2003). LaipsniSkas donoro DNR kiekio didéjimas

ALP greiCiausiai sietinas su nattraliu {vairiy hemopozés eiliy prigijimu.
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PanaSia chimerizmo kinetika aprasé Ozyurek, tyrgs chimerizmag 24
nepiktybinémis kraujo ligomis sergantiems vaikams bendroje leukocity
populiacijoje ir T limfocituose (Ozyurek E. ir kt., 2008).

PrieStransplantaciniy veiksniy palyginimas ligoniams, turintiems visiSka
DC ir MC parodé¢, kad kauly Ciulpy aplazijos forma iki transplantacijos
reikSmingai nesiskyré abiejose grupése (p = 0,141; 4.2-3 lentele, 66 p.). Misu
analizuoty paciety tarpe i§ visy penkiy ligoniy, kuriems prie§ KKLT rasti
piktybinés transformacijos poZymiai kauly Ciulpuose (refrakteriné anemija su
padidintu blasty skai¢iumi (RAEB), n = 3 ir tmi mieloblastiné leukemija, n =
2), tik vienam pacientui (LIN 137; 4.2-1 lentel¢, 60 p.) kondicionavimas
fludarabinu ir busulfanu buvo neveiksmingas — jo periferiniame kraujyje ir
kauly ciulpuose pirmomis savaitémis po transplantacijos buvo teberandami
blastai. Remisija pavyko pasiekti, paskyrus citostatikus po KKLT, taciau tai
neiSgelbé¢jo Sio paciento. Visiems kitiems ligoniams, skiriant = §i
kondicionavima, pasiekta stabili remisija.

Gydant FA, supiktybéjimo pozymiai laikomi blogu prognostiniu rodikliu
— radus RAEB iki transplantacijos, transplanto prigijimas po {prastinio
kondicionavimo torakoabdominaline apsvita ir ciklofosfamidu tesiekia 50 proc.
(Ikushima S. ir kt., 1995). PapildZius $i kondicionavima fludarabinu, RAEB
iSlieka nepalankiu i§gyvenamumo prognostiniu rodikliu (MacMillan M.L. ir
ilgalaikg¢ remisija, gydant busulfanu ir ciklofosfamidu (Maschan A.A. ir kt.,
1997) ar fludarabinu ir ciklofosfamidu (McCloy M. ir kt., 2000; de la Fuente J.
ir kt., 2003). Net ir pavykus pasiekti remisija, Siems ligoniams iSlieka
padidéjusi fatalios TPSL rizika (Guardiola P. ir kt., 2003). Norint sumaZinti
blasty skaiCiy, Siems pacientams dar prie§ transplantacija daznai skiriama
chemoterapija. Tyrimuose su leukemija serganciais ligoniais irodyta, kad
prieStransplantaciné chemoterapija yra nepalankios KKLT iSeities veiksnys
(Carvallo C. ir kt., 2004). Sia sasaja paaiskina kito tyrimo rezultatai — tiriant
leukemija serganciuosius nustatyta, kad pacienty, kuriems iki KKLT buvo

skiriama chemoterapija, donoro chimerizmas T limfocituose, granulocituose ir
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monocituose buvo didesnis, lyginant su tais, kurie nebuvo gydyti citostatikais
(Baron F. ir kt., 2004).

Palyging abi chimerizmo grupes, radome reikSminga skirtuma, tarp
donoro ir KKL Saltinio. DC grup¢je tapataus negiminingo donoro KKL buvo
persodintos reik§Smingai daZniau, nei MC grupé¢je (atitinkamai 9/10 ligoniy,
palyginus su 5/12, p=0,026). Kauly Ciulpai pacientams, kuriems iSsyvysté
visiSkas DC, buvo persodinti reikSmingai reciau (2/10 vaiky), nei tiems,
kuriems po KKLT rastas MC (10/12) (p =0,008). Norédami ivertinti ar
tapataus arba netapataus donoro buvimas ir daznai nuo to priklausantis KKL
Saltinio pasirinkimas néra tarpusavyje susijg, apskai¢iavome abieju veiksniy
koreliacija, kuri pasirodé esanti nereikSminga (p = 0,163). Kaip jau min¢jome
auksciau (101 p.), atlikg vienaveiksme logisting regresija (4.2-1 lentele, 66 p.),
nustatéme reikSminga KKL S$altinio itaka chimerizmui — MC iSsivystymo
tikimybeé yra 20 karty didesné (95 proc. PI 2,29-175,04; p=0,007), jei
persodinami kauly ¢iulpai, nei persodinus periferinio kraujo KKL. ApZvelgus
literatiiros duomenis, kol kas neapvyko rasti studijy, kurios tyrinéty donoro ar
KKL $altinio itaka chiemerizmui FA pacientams. Italy studijoje, kurioje tirti 64
FA sergantieji, nustatyta reikSmingai geresnis bendras iSgyvenamumas, jei
persodinami giminingo identiSko donoro KKL (Locatelli F. ir kt., 2007).
Taciau S§is tyrimas neanalizuoja ligoniy chimerizmo. Boelens iSnagringjo
KKLT rezultatus 146 Hurlerio sindromu sergantiems recipientams (Boelens
J.J. ir kt., 2007). Siame tyrime jis nustaté, kad visiskas DC vystosi 7,14 karty
(95 proc. PI 0,91-52,82; p =0,062) dazniau, jei transplantacijai naudojamas
virkStelés kraujas, palyginus su jungtine kauly Ciulpy ir periferinio kraujo KKL
grupe. Tiriant leukemija serganCius pacientus po sumaZzinto intensyvumo
kondicionavimo, donoro itakos chimerizmui nenustatyta (Baron F. ir kt.,
2004). KKL S$altinio jtaka chimerizmui, sergant FA miisy Ziniomis taip pat dar
nebuvo tyrinéta. Zinios apie KKL $altinio ry$j su chimerizmu po sumaZinto
intensyvumo  kondicionavimo gautos tyrinéjant leukemija sergancius
recipientus. Persodinamo transplantato, surinkto i§ periferinio kraujo, sudeétis

tiesiogiai jtakoja chimerizmo kinetika T limfocituose (Zr. 101 p.) (Baron F. ir
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kt., 2005b; Panse J.P. ir kt., 2005). PanaSu, kad pakankamas T limfocity kiekis
transplantate turi reikSmeés chimerizmui po KKLT (Rodriguez-Luaces M. ir kt.,
2004). Taciau kol kas neradome persodinamy kauly ¢iulpy ir periferinio kraujo
KKL lyginamosios analizés su chimerizmo kinetika.

Visiems vaikams, kuriems iSsivysté visiSkas DC (10/10), buvo skirtas
kondicionavimas fludarabinu ir busulfanu, tuo tarpu 3 i§ 12 pacienty, kuriems
PKL rastas MC, skirtas vien fludarabinas (p = 0,221). Reikia pazymeéti, kad
dviem i§ Siy trijy pacienty vien fludarabino nepakako tam, kad galutinai
sunaikinty recipiento imuning sistema, todél jiems iSsivysté transplantato
atmetimas. Moksliniai darbai, kurie tyrinéja kondicionavimo ijtaka KKLT
rezultatams, paprastai nagrin¢ja jo itaka bendram iSgyvenamumui. Keli
moksliniai tyrimai irodé, kad skiriant fludarabing bendras iSgyvenamumas yra
reikSmingai geresnis, lyginant su kondicionavimu be fludarabino (de Medeiros
C.R. ir kt., 2006; Locatelli F. ir kt., 2007; Wagner J.E. ir kt., 2007). Taciau né
vienas $iy ar kity tyrimy netyrinéjo kondicionavimo jtakos chimerizmui.

Vertinant TPSL daZnj abiejose chimerizmo grupése nustatéme, kad tiek
imios, tiek létinés TPSL poZymiy pasireiskimas reik§mingai skyrési tarp
abiejy chimerizmo grupiy (atitinkamai p = 0,031 ir p = 0,026). Atlikus tikslia
tikimybiy palyginimo analizg, reikSmingas skirtumas nustatytas daugumai
TPSL sunkumo laipsniy (4.2-3 lentele, 66 p.). Tai, kad TPSL vystosi kur kas
dazniau ligoniams, turientiems visiSka DC, ypac jei visiSkas DC pasiekiams T
limfocituose patvirtina ir kiti tyrimai (Antin J.H. ir kt., 2001; Amrolia P.J. ir
kt., 2001; Mattsson J. ir kt., 2001b; Jaksch M. ir kt., 2005; Alimoghaddam K. ir
kt., 2006). Daugiausia Siose publikacijoje tyrin¢jami leukemija arba
nepiktybinémis kraujo ligomis (bet ne FA) sergantys ligoniai. [domu, kad
vienintelis tyrimas, kuris tyrin¢ja chimerizma FA sergantiems ligoniams,
nerado rySio tarp chimerizmo ir TPSL (Socié G. ir kt., 1993). Prieitaringus
rezultatus galima biity sieti su aukS$¢iau aptartais tyrimo metodikos skirtumais,
del kuriy daliai ligoniy MC galéjo likti nenustatytas (zr. 100-1 p.).

Palyginus ligonius su visiSku DC ir MC, neradome reikSmingo skirtumo

tarp transplantato atmetimo daZnio (p = 0,096). Taciau jvertinus chimerizmo
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kinetika, paaiskéjo jos tamprus rySys su transplantato atmetimu (4.2-5 lentele,
67 p.): transplantatas stabiliai funkcionavo visiems ligoniams, kuriems PKL
nustatytas visiSkas DC (n = 10) arba stabilus MC (n = 7), tuo tarpu
transplantato atmetimas diagnozuotas 4 i§ 5 vaiky, kuriems bendroje leukocity
populiacijoje aptiktas didéjantis MC (p =0,001). Bendras transplantato
atmetimo daZnis misy tyrime sudaré 18 proc. (4/22). Lyginant §i skaiciy su
kitomis studijomis, reikia atsizvelgti { tyrinéty ligoniy skaiCiy ir donory
pasiskirstyma. Misy tyrime analizavome 22 pacientus, kuriems buvo
persodintos tiek giminingo (n = 8), 1§ ju dviejy neidentiSky, tiek negiminingo
(n=14) donoro KKL. Motwani, analizavgs 7 ligonius, diagnozavo
transplantato atmetima 22 proc. (2/7) recipienty (Motwani J. ir kt., 2005).
Persodinant tapataus giminingo donoro KKL po kondicionavimo
torakoabdominaline apSvita ir ciklofosfamidu, transplantato atmetimas vystosi
8 proc. FA serganCiyjy (Gluckman E. ir kt., 1995). Persodinant tapataus
negiminingo donoro KKL, po tokio pat kondicionavimo transplantato
atmetimas tikétinas 19 proc. recipienty (Guardiola P. ir kt., 2000a). Visiems
misy apraSytiems ligoniams, kuriems diagnozuotas transplantato atmetimas,
KKL buvo persodintos pakartotinai i§ to paties donoro (4.2-2 lentele, 62 p.).
Vienam jy (LIN 134) KKLT atlikta tris kartus dél antra karta iSsivysciusio
transplantato atmetimo, pakeitus tapaty gimininga donora i negiminingg. IS
keturiy vaiky, du i§gyveno (LIN 106 ir 217), o kiti du miré dé¢l po pakartotinés
transplantacijos i$sivys¢iusios létinés igplitusios TPSL. Tokiu bidu bendras
iSgyvenamumas po antros KKLT misy tyrime sudaré¢ 50 proc. Tai yra
didesnis, nei Guardiola, paskelbtas 30 proc. iSgyvenamumas po antros
transplantacijos, atliktos dé¢l transplantato atmetimo (Guardiola P.ir kt.,
2000b), taciau reikia turéti omenyje maza disertacijoje analizuojamuy
pakartotinai persodinty pacienty skaiciy.

Mirtingumas d¢l toksiniy komplikacijy reikSmingai nesiskyre tarp abiejy
chimerizmo grupiy (p=0,192). Neigiamy ijvykiy analizé parode, kad
pagrindiné mirties prieZastis visiSka DC leukocituose turintiems ligoniams

buvo @mi ar létiné TPSL. MC grupéje miré 3 ligoniai, dviem i§ kuriy
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diagnozuota létiné iSplitusi TPSL po antros KKLT, atliktos dél transplantato
atmetimo, o trecias ligonis (LIN 161, 4.2-2 lentele, 62 p.) mire del
nekontroliuojamos citomegalovirusinés infekcijos. Reikia pazymeti, kad tai
vienintelis mirgs i§ septyniy ligoniy, kuriems PKL aptiktas stabilus ilgalaikis
MC. Ypatingas FA sergandiyju jautrumas TPSL sukeliamiems audiniy
paZeidimas paZymimas ir kity autoriy, kurie pabréZia daZnai mirtinga TPSL
poveiki Siems ligoniams, o taip pat ir galimai salygotas atokias komplikacijas
(Guardiola P. ir kt., 2004; Gluckman E. ir kt., 2008). Bendras mirtingumas del
toksiniy komplikaciju musy analizuoty pacienty tarpe sudaré 41 proc. (9/22).
Wagner pazymi 24 proc. mirtinguma deél toksiniy komplikacijy, praéjus 100
dieny po KKLT, persodinant tapataus negiminingo donoro KKL po
kondicionavimo fludarabinu (Wagner J.E. ir kt., 2007). Lyginant §i skaiciy su
miusy studijoje apskaiiuotu mirtingumu, reikia turéti omenyje, kad tik 1 1§ 9
del toksiniy komlikacijy mirusiy ligoniy miré iki 100 dienos po KKLT (4.2-1
lentelé, 60 p.).

Chimerizmo jtakos iSgyvenamumo rodikliams analizé parodé, kad nei
iSgyvenamumas be neigiamo ivykio, nei bendras iSgyvenamumas reik§mingai
nesiskyré tarp ligoniy, turin¢iy visiska DC ar MC leukocity frakcijoje
(atitinkamai p = 0,885 ir p=0,127; 4.2-6 pav., p.67). Nepavyko nustatyti ir
reikSmingos chimerizmo ALP jtakos i§gyvenamumo rodikliams (4.2-6 lentele,
68 p.). Jau ne karta minéta pranciizy mokslininky studija, kuri tyringjo
chimerizma FA sergantiems vaikams, deja, neanalizuoja chimerizmo reikSmes
iSgyvenamumi po KKLT (Socié G. ir kt., 1993). Todél miisy gauty duomeny
santykis su kity tyré¢jy duomenimis iki Siol lieka nejvertinamas dél tyrimuy
stokos. Reikia paZzyméti, kad nepaisant to, kad savo tyrime neradome
reikSmingos chimerizmo jtakos iSgyvenamumo rodikliams, pastebé&jome
chimerizmo kinetikos svarba transplantacijos rezultatams: iSgyveno 6 i§ 7
(86 proc.) ligoniy, kuriems PKL laikési stabilus ilagalaikis MC, palyginus su 2
1§ 5 (60 proc.) vaiky, kuriems rastas didé¢jantis MC ir su 4 i§ 10 (40 proc.)
pacienty, kuriems PKL ir visose kitose lasteliy populiacijose aptiktas visiSkas

DC (p=0,214) (4.2-7 lentele, 68 p.). Turint omenyje tai, kad mums pavyko
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nustatyti reikSminga KKL Saltinio jtakgq chimerizmui po KKLT, manome, kad
Sis radinys gali buti svarbus klinikinéje praktikoje, renkantis KKL Saltini
konkrec¢iam pacientui. Manome, kad chimerizmo kinetikos sekimas PKL ir
ALP ir jo jtakos iSgyvenamumui analizé verti tolimesnio mokslinio tyrinéjimo,

tiriant didesni ligoniy skaiciy.

5.3. ADRENOLEUKODISTROFIJA

ISanalizavus 21 ligonio, sergan¢io ALD chimerizmo kinetika, nustatéme,
kad skiriant kondicionavima fludarabinu ir busulfanu, po transplantacijos
66,7 proc. (14/21) vaiky PKL randamas visiSkas DC, o 33,3 proc. (7/21)
pacienty — MC. Mieloabliacinis busulfano ir ciklofosfamido derinys yra vienas
populiariausiy kondicionavimo reZzimy, kuris naudojamas, gydant vaiky
leukemijas ir nepiktybines kraujo ligas (Gratwohl A., 2004, Cavazzana-Calvo
M. ir le Deist F., 2004; Miano M. ir Dini G., 2004). Skirtingai nuo KKLT
sergant leukemijomis, kuomet alogeninés transplantacijos efektyvumas
grindZiamas ne tik naviko lasteles naikinanciu kondicionavimo poveikiu, bet ir
imuniniu transplantato prie§ leukemija efektu, kuris savo ruoZztu neatsiejamas
nuo TPSL (Petersen S.L., 2007; Alyea E.P., 2008), persodinant KKL
nepiktybinémis kraujo ligomis sergantiems pacientams, TPSL yra tik
transplantacijos pasalinio imuninio-toksinio poveikio iSraiSka, kuri Siems
pacientams yra nepageidaujama. Sergant medZiagy apykaitos sutrikimais,
kuomet paZeidZiama centriné nervy sistema (kaip ir ALD atveju), TPSL gali
salygoti ne tik mirtinguma dél toksiniy komplikacijy, bet taip pat susilpninti
intelekta po KKLT (Steward C.G., 2004). Siekiant sumazinti toksini
transplantacijos  poveiki, méginama skirti sumaZinto intensyvumo
kondicionavima (Resnick I.B. ir kt., 2005; Shenoy S. ir kt., 2005; Hansen M.D.
ir kt., 2008; Meuleman N. ir kt., 2008). Taciau tai savo ruoztu didina
transplantato atmetimo rizika (Boelens J.J. ir kt., 2007; Ozyurek E. ir kt.,
2008).
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Disertacijoje pateikta ALD serganiyju chimerizmo analizé, misy
Ziniomis, yra vienintelis tyrimas, nagriné€jantis chimerizmo pokycius, sergant
Sia itin reta liga. Sioje ligoniy grupéje chimerizmo kinetikos analizé isry8kino
du chimerizmo kinetikos tipus. Pirmas tipas — tai visiSkas DC, randamas PKL
ir tuo pat metu ALP aptinkamas MC. Labai idomus radinys yra tai, kad ALD ir
ULL sergan&iyju $is chimerizmo kinetikos pavyzdys i§ esmés sutapo — esant
visiSskam DC leukocituose, ALD ligoniams kaip ir ULL recipientams, T
limfocituose recipiento DNR rasta 7,4 proc. ligoniy, B limfocituose —
15,4 proc., o KKL — 71,4 proc. vaiky. Kaip ir leukemijos atveju autologiné
frakcija CD34 populiacijoje galutinai iSnyko tik praéjus dvejiems metams po
KKLT (4.3-1 pav., 71 p.). Sie radiniai i§ esmés skyrési nuo chimerizmo
poky¢iy, aptikty, tiriant FA recipientus, kuriems tiek PKL, tiek visose kitose
tirtose ALP rasta vien donoro DNR. Sie rezultatai byloja apie pagrindinés ligos
svarba chimerizmo kinetikai. Sis aspektas yra minimas kai kuriy autoriy,
tyrusiy chimerizmo kinetika leukemija sergantiems recipientams (Baron F. ir
kt., 2004; Mohty M. ir kt., 2007). Pritaikgs tiksling statisting analizg, tame
paciame tyrime Baron nustaté, kad ne leukemijos tipas, o prie§ transplantacija
skirtos chemoterapijos intensyvumas lemia chimerizmo kinetika, kas taip pat
buvo patvirtinta ir Carvallo atliktoje studijoje (Carvallo C. ir kt., 2003).
Disertacijoje analizuojamos skirtingos recipienty grupés — piktybinémis ir
nepiktybinémis kraujo ligomis sergantys vaikai, kuriy patogeneze¢, gydymas iki
KKLT ir transplantacijos principai i§ esmes skiriasi — suteikia naujy duomeny
Siai diskusijai. Tas faktas, kad ULL ir ALD ligoniy (kurie negydomi
chemoterapija) chimerizmo kinetika ALP, esant visiSkam DC leukocituose yra
labai panaSi, verCia dar karta susimastyti apie pagrindinés ligos vaidmeni
chimerizmo kinetikai. Tai, kad sergant FA (kurios patogenezés pagrinda
sudaro genetinis DNR reparacijos defektas, lemiantis FA 1asteliy chromosomy
nestabiluma, kuris savo ruoZtu salygoja daugybines organy anomalijas,
progresuojancia kauly Ciulpy aplazija ir polinki véZiniams susirgimams

(Tischkowitz M.D. ir Hodgson S.V., 2003; Levitus M. ir kt., 2004))
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chimerizmo kinetika Zenkliai skiriasi nuo ULL ir ALD ligoniy, yra
netiesioginis Sios hipotezés patvirtinimas.

Antras chimerizmo kinetikos tipas — tai MC, randamas tiek PKL, tiek
ALP. Penkiems 1S septyniy ligoniy rastas stabilus ilgalaikis MC, o dviem
pacientams pirmomis savaitémis po KKLT stebétas mazéjantis MC, kuris
palaipsniui peréjo i visiSka DC (4.3-3 lentel¢, 72 p.). Esant tiek stabiliam, tiek
maze¢janciam MC, chimerizmo kinetika PKL ir ALP buvo lygiagreti. Esant
stabiliam ilgalaikiam MC (4.3-2 pav., 73 p.), skirtingai nuo FA recipienty,
neradome disociacijos tarp donoro DNR procentinés dalies PKL ir
ALP. Autologiné frakcija visose tirtose lasteliy populiacijose liko aptinkama
praéjus 5 metams po KKLT. Né vienam i$ $iy pacienty nebuvo skirta jokia
imunoterapija ir né¢ vienam ju nei§sivyst¢ transplantato atmetimas. Sis
chimerizmo kinetikos tipas atitinka kity autoriy aprasyta stabily ilgalaiki MC,
kuriam esant transplantatas sékmingai funkcionuoja. Po mieloabliacinio
kondicionavimo busulfanu ir ciklofosfamidu toks chimerizmo tipas iSsivysté
31 proc. pacienty, serganciy talasemija (Amrolia P.J. ir kt., 2001), taip pat jis
randamas sergantiems sunkia aplazine anemija (Hoelle W. ir kt., 2004),
pjautuvo pavidalo eritrocity anemija (Walters M.C. ir kt., 2001; Bernaudin F. ir
kt., 2007), Hurlerio sindromu (Boelens J.J. ir kt., 2007).

MaZz¢jantis MC greiCiausiai buvo susijgs su uZdelstu transplantato
prigijimu (4.3-3 pav., 73 p.), apradytu ir kity autoriy (Au W.Y. ir kt., 2003;
Wan L.P. ir kt., 2006). Skirtingai nuo kai kuriy studijy (Hoelle W. it kt., 2004;
Willasch A. ir kt., 2006b), tyrusiy chimerizma nepiktybinémis kraujo ligomis
sergantiems pacientams ir radusiems maZzé¢janti MC, savaime pereinant] i
visiSka DC, musy tirtiems pacientams chimerizmo konversijai pasiekti reikéjo
sumazinti profilakting ciklosporino doze¢ arba visiSkai ja nutraukti (4.3-3
lentelé, 72 p.). Kaip ir Tavil paskelbtu atveju, apraSiusiu talasemija serganti
pacienta (Tavil B. ir kt., 2006), §i taktika pasirodé esanti veiksminga, kadangi
abiem pacientams visiSkas DC pasiektas tiek PKL, tiek ALP.

Lyginant pacienty prieStransplantacinius rodiklius abiejose chimerizmo

grupése, neradome reikSmingo skirtumo tarp smegeny pazeidimo laipsnio ir
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skirtingo chimerizmo (4.3-4 lentele, 75 p.). Visos studijos, tyrin¢jancios
transplantacijos rezultatus ALD recipientams, vieningai skelbia, kad KKLT
iSeitis priklauso nuo ligoniy psichoneurologinés buklés iki KKL persodinimo
(Shapiro E. ir kt., 2000; Baumann M. ir kt., 2003; Peters C. ir kt., 2004;
Hudspeth M.P. ir Raymond G.V., 2007). Todél buvo idomu, ar skirtinga
chimerizma turintys recipientai skyrési centinés nervy sistemos pazeidimo
lygiu. Taciau Loes skalés vidurkiy analizé neparodé reikSmingo skirtumo tarp
abiejy grupiy (p = 0,287). Taip pat neradome skirtumo tarp donoro ir KKL
Saltinio pasirinkimo visiSka DC ir MC turintiems ligoniams (atitinkamai
p=1,0 ir p=0,098). Paskutin¢je ir kol kas didZiausioje studijoje, kurioje
apibendrinta visos Europos patirtis, gydant 146 Hurlerio sindromu sergancius
ligonius, rasta KKL S$altinio itaka chimerizmui: visiSkas DC aptiktas 91 proc.
recipienty, kuriems persodintos virkSteles kraujo KKL ir 66 proc. ligoniy,
kuriems persodinti kauly Ciulpai ar periferinio kraujo KKL (Boelens J.J. ir kt.,
2007). Panaudojus virkstelés krauja, tikimybé rasti visiSka DC yra 7,14 kartus
(95 proc. PI 0,91-52,82; p=0,062) didesn¢, nei naudojant kita KKL Saltini.
Misy tirty pacienty tarpe virkStelés kraujo KKL persodintos tik vienam
pacientui, tod¢l negalime tiesiogiai palyginti abieju tyrimy rezultaty. Tai, kad
KKL Saltinis 1§ tiesy turi reikSmés chimerizmui, patvirtina misy rezultatai,
tiriant FA serganciuosius (Zr. aukSc¢iau).

Skirtingai nuo leukemijos ar FA recipienty, sergant ALD antitimocitinis
globulinas (ATG) skiriamas ne tik persodinant tapataus negiminingo donoro
KKL, bet ir turint tapaty gimininga donora (Shapiro E. ir kt., 2000; Peters C. ir
kt., 2004; Martin P.L. ir kt., 2006). Tokiu budu siekiama maksimaliai apsaugoti
Siuos pacientus nuo Zalingo TPSL poveikio (Steward C.G., 2004), tuo paciu
nedidinant transplantato atmetimo rizkos. Misy analizuoty pacienty tarpe tik 2
1§ 21 ligonio negavo ATG profilaktikos, 6 i§ 21 vaiky skirtas ATG Merieux®, o
likusiems 13 i§ 21 — ATG Fresenius®. I$analizavus $iy preparaty ry$j su
chimerizmu, reikSmingo skirtumo tarp abiejy grupiy negauta (p=0,172).
Lyginamoji minéty preparaty studija, analizuojanti juy imunosupresini

efektyvuma, tyré recipientus po inksty transplantacijos (Norrby J. ir Olausson

113



M., 1997), taciau KKLT recipientams toks tyrimas néra paskelbtas (Bacigalupo
A., 2005). Du retrospektyviis tyrimai palygino kitus dviejy gamintojy ATG
preparatus (AGT Fresenius® ir ATG Sangstat-Genzyme®) leukemija
sergantiems pacientams (Schleuning M. ir kt., 2004; Basara N. ir kt., 2005),
kuriems jvertino létinés TPSL israiska, berecidyvi ir bendra i$gyvenamuma.
Siy tyrimy rezultatai ganétinai kontraversiski ir reikalauja prospektyvinio
tyrimo. Be to, Siuose tyrimuose chimerizmas nebuvo analizuotas.

Lyginant TPSL israiska tarp abiejy chimerizmo grupiy, nustatéme, kad
iimios TPSL poZymiy nebuvimas reik§mingai skyrési tarp pacienty, turindiy
visiska DC ir MC leukocity frakcijoje — jokiu TPSL poZymiy neturéjo 4 i3 14
vaiky pirmoje grupéje, palyginus su 6 i§ 7 antroje grupéje (p = 0,020).
Daugumai ligoniy, turinéiy visiska DC (10/14) diagnozota @mi TPSL, tuo tarpu
persistuojant autologinei frakcijai PKL, @mi TPSL buvo diagnozuota tik
vienam berniukui i§ septyniy, nors S$iy daZzniy patikrinimas statistiniais
metodais neparodé reik§mingo skirtumo. Lyginant létings TPSL iSraiska,
reikSmingo skirtumo taip pat negauta (4.3-4 lentel¢, 75 p.). Didesnis Gimios
TPSL daZnis, esant visiSkam DC leukocituose, rastas ir kituose tyrimuose,
kurie nagrin¢jo chimerizma nepiktybinémis kraujo ligomis sergantiems
pacientams (Jaing T.H. ir kt., 2005; Willasch A. ir kt., 2006b). Tai paiSkinama
greitesniu T limfocity prigijimu, kuris lemia imuninj imios TPSL komponenta
(Mattsson J. ir kt., 2001b; Jaksch M. ir kt., 2005). Skirtumo tarp létinés TPSL
poZymiy nebuvimas yra idomus ir galimai yra susijgs su aukSciau aptarta
specifine TPSL profilaktika ATG. Moksliniy tyrimy duomenimis ATG ypaé
svarbus létinés TPSL ir jos padariniy prevencijai (Duggan P.ir kt., 2002;
Remberger M. ir kt., 2002; Bacigalupo A. ir kt., 2006). Studijoje, tyrusioje
pjautuvo pavidalo anemijos recipientus, irodyta, kad ATG skyrimas turi jtakos
donoro chimerizmo procentinei iSraiSkai (Bernaudin F. ir kt., 2007). Tai
paaiskinty létinés TPSL salyginai §velny pasireiSkima ligoniams, turintiems
visiska DC leukocity frakcijoje (8 vaikams nepastebéta jokiy létings TPSL
pozymiy, 5 diagnozuota ribota jos forma, o iSplitusi — tik vienam berniukui) ir

visiSka jos nebuvima, iSliekant autologinei DNR PKL.
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ALD progresavimas po transplantacijos reikSmingai nesiskyré
priklausomai nuo chimerizmo (p=0,151). Sioje disertacijoje detaliai
nenagrinéjome specifiniy neurologiniy, psichiniy ir intelekto pokyciy bei labai
ilgy grandziy riebaly rugsciy koncentracijos kraujyje, kurie atspindi ALD
biidingus paZeidimus (Moser H.W. ir kt., 2007). Visy iSvardinty pakitimy ir
chimerizmo sasajos nagrin¢jimas vertas atskiro mokslinio darbo. Miisy tyrime
liga progresavo 35 proc. (7/20) ligoniy, i§ kuriy trims PKL nustatytas visiSkas
DC, o keturiems — MC. Vienam berniukui (LIN 234) ligos progresavimas po
transplantacijos liko neivertintas, nes vaikas miré praé¢jus 251 dienai po
transplantacijos (4.3-1 lentel¢, 70 p.). Kaip Zinia, mikroglijos pasikeitimas yra
labai létas procesas — per metus tik apie 10 proc. recipiento lasteliy pakei¢iama
sveikomis donoro lastelémis (Steward C.G., 2004). D¢l Sios prieZasties
psichoneurologinés buiklés jvertinimas atliekamas ne anksc¢iau kaip po 18 mén.
po KKLT. Lyginant su kity tyrimy rezultatais, jungtinéje amerikieciy studijoje,
kurioje iSanalizuota 98 berniuky potransplantaciné eiga, bendras mirtingumas
dél ligos progresavimo sudar¢ 22 proc. Jis savo ruoZtu skyrési priklausomai
nuo donoro: turint tapaty gimininga donora, liga progresavo 15 proc.
recipienty, o persodinant netapataus giminingo donoro lasteles — 29 proc.
(Peters C. ir kt., 2004). Taciau Sioje studijoje nenagrinétas ligoniy chimerizmas
ir jo galimas rySys su ligos progresavimu. Mirtingumas d¢l toksiniy
komplikacijy miisy analizuoty recipienty tarpe sudar¢ 5 proc. — mir¢ tik vienas
aukS¢iau minétas ligonis (LIN 234) dél III° Gmios TPSL. Mirtingumas dél
toksiniy komplikacijy nepriklausé nuo chimerizmo PKL (p = 1,0). Toje pacioje
amerikieciy studijoje Sis rodiklis svyravo nuo 10 proc., persodinant tapataus
negiminingo donoro KKL iki 14 proc., persodinant tapataus giminingo donoro
KKL (Peters C. ir kt., 2004).

Vertinant i§gyvenamumo rodiklius, neradome reikSmingo skirtumo tarp
abiejy ligoniy grupiy (4.3-4 pav., 76 p.). ALD recipientams chimerizmas
netur¢jo jtakos iSgyvenamumui be neigiamy jvykiy, kuriuos apibrézZéme kaip
mirtinguma dél ligos progresavimo arba toksiniy-infekciniy komplikacijy. Be

neigiamo ivykio iSgyveno 76,9 proc. (3/14) ligoniy su DC, lyginant su 42,9
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proc. (4/7) ligoniy su MC (p=0,087). Bendras iSgyvenamumas taip pat
reikSmingai nesiskyré: iSgyveno 85,7 proc. (12/14) ligoniy, kuriems rastas
visiSkas DC, palyginus su 71,4 proc. (5/7) su MC (p=0,490). [verting
chimerizmo ALP reikSmg¢ transplantacijos rezultatams, neradome né vienos i§
analizuoty lasteliy populiacijos reikSmingos jtakos nei iSgyvenamumui bei
neigiamo ivykio, nei bendram iSgyvenamumui (4.3-5 lentel¢, 76 p.). Visos
tirtos pacienty grupés bendras iSgyvenamumas sudarée 81 proc. (17/21).
Lyginant su kity tyrimy rezultatais, bendras iSgyvenamumas svyruoja nuo
53 proc. iki 64 proc. priklausomai nuo tapataus giminingo ar negiminingo
donoro (Peters C. ir kt., 2004), persodinant virksteles KKL — nuo 66,7 iki
72 proc. (Beam D. ir kt., 2007; Martin P.L. ir kt., 2006). Kaip jau ne karta
esame mingjg, kol kas neradome moksliniy darby, kurie nagrinéty chimerizma
ALD recipientais ir kuriy rezultatus galima buty palyginti su disertacijoje
pateiktais duomenimis norimame kontekste.

Apibendrinant chimerizmo tyrimo rezultatus ALD recipientams, reikia
pabréZti tai, kad nepaisant mieloabliacinio kondicionavimo, 33,3 proc. ligoniy
randamas MC, kuris iSlieka PKL ir ALP iki keleriy mety po transplantacijos.
Autologiné frakcija potencialiai gali bet kuriuo momentu didéti ir salygoti
transplantato atmetima. Sis argumentas verdia atsargiau vertinti sumaZinto
intensyvumo kondicionavimo taikymo galimybes ALD sergantiems ligoniams.
Ivertinus labai maZa (5 proc.) miisy tirty pacienty mirtinguma de¢l toksiniy
komplikacijy, galima daryti iSvada, kad alogeniné KKLT yra pakankamai
saugi procedira ir turéty biiti pirmo pasirinkimo gydymo metodas ADL

sergantiems vaikams.

5.4. LIETUVOJE TRANSPLANTUOTU VAIKU CHIMERIZMO ANALIZE

Disertacijoje pateiktos analizés tikslas — iSanalizuoti chimerizma Lietuvos
vaikams, kuriems atlikta alogeniné KKLT. Visiems pacientams (n=19)

transplantacija atlikta Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Onkohematologijos
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centre. Daugumai ligoniy (78,9 proc., 15/19) persodintos tapataus giminingo
donoro (brolio ar sesers) kamieninés Iastelés. Nuo 2005 mety Lietuvoje
atsiradus galimybei atlikti negiminingo donoro paiesSka ir uZtikrinti donoriniy
KKL atgabenima i misy Salj, keturiems vaikams (21,1 proc.) buvo persodintos
negiminingo donoro KKL. Visiems tiriamiesiems chimerizmas tirtas tik
bendroje leukocity populiacijoje (ALP iSskyrimas Lietuvoje kol kas
neatlickamas) pagal ta pacia metodika, kaip ir vokieiy recipientams (Zr. 3
skyriy, 38 p.).

Analizuoto pacienty kolektyvo ypatumas yra miSrus diagnoziy spektras —
tyrime dalyvavo tiek ivairiomis leukemijos formomis, tiek nepiktybinémis
kraujo ligomis sergantys vaikai (4.4-1 pav., 77 p.). Tokia tiriamyjy grupeg
pasirinkome, norédami uZtikrinti pakankama ligoniy skai¢iy, reikalinga
informatyviai statistinei analizei atlikti. Kadangi bendras Lietuvos vaikams
atlikty alogeniniy transplantacijy skaiCius yra palyginus nedidelis, negaléjome
atrinkti homogeniSkos pacienty grupés (pvz., per analizuojama penkeriy mety
laikotarpj donoro KKL persodintos tik 6 ULL sergantiems vaikams, vienam
FA pacientui, o ALD serganc¢iyju nebuvo né vieno).

Alogeniniy transplantacijy aktyvumas atspindi bendra nedideli vaiky iki
18 mety skaiiy tokioje mazoje Salyje kaip Lietuva. Lyginant su kitomis
Europos Salimis, pavyzdziui su Airija, kurioje gyventojy skai¢ius yra panaSus
(http://www.census.gov), Lietuvoje vaikams alogeniniy transplantacijy

atlickama Zymiai maziau (Gratwohl A. ir kt., 2007; Miano M. ir kt., 2007). Tai

galima bity paaiSkinti Zenkliu vaiky skaifiaus sumazéjimu, susijusiy su
pasikeitusia politine situacija — Lietuvos statistikos departamento duomenimis
Lietuvoje gyvenanciy vaiky iki 18 mety sumazéjo nuo 824,4 tikstanciy 2002

m. iki 695,5 tikstanciy 2007 m. (www.stat.gov.lt). Antras veiksnys, ribojgs Sio

gydymo metodo prieinamumg visiems potencialiems recipientams — auk$c¢iau
minétas salygu nebuvimas persodinti negiminingo donoro KKL. Tokiai
galimybei atsiradus, tapo imanoma atlikti alogening KKLT visiems
pacientams, kuriems ji bitina. Sis faktas Iémé alogeniniy transplantacijy

skaic¢iaus augima nuo 2005 mety (Rageliené L. ir kt., 2000).
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Retrospektyviai iSanalizavus chimerizmo tyrimus bendroje leukocity
populiacijoje, 10 i§ 19 (52,6 proc.) ligoniy radome MC. Sis skaiGius yra
didesnis, nei MC daznis, aptiktas studijose, tyrusiose tik leukemija sergancius
pacientus — po mieloabliacinio kondicionavimo MC nustatytas nuo 33 iki
47 proc. ligoniy (Bader P. ir kt., 1997, 1998, 2000; Dubovsky I. ir kt., 1999;
Acquaviva C. ir kt., 2003). Moksliniai tyrimai, kurie nagrin¢jo chimerizma
nepiktybinémis kraujo ligomis sergantiems pacientams, rado kur kas didesni
MC procenta: Siy ligoniy tarpe MC daznis svyravo nuo 31 iki 79 proc.
(Amrolia P.J. ir kt., 2001; Willasch A. ir kt., 2006b, Ozyurek E. ir kt., 2008).
Kaip Zinia, sergant nepiktybinémis kraujo ligomis KKLT toksinéms ir
infekcinéms komplikacijoms i§vengti, pacientams daZniau skiriamas sumazinto
intensyvumo kondicionavimas (Hoelle W. ir kt., 2004, Steiner M. ir kt., 2005;
Resnick 1.B. ir kt., 2005; Dogu F. ir kt., 2006), po kurio MC vystosi kur kas
daZniau. Tai, kad miisy analizuota pacienty visuma buvo misri, t.y. vaikams
buvo skirtas mieloabliacinis ir sumaZinto intensyvumo kondicionavimas (4.4-1
lentelé, 78 p.), lémée tarpini MC skaiCiy, palyginus su iSvardintomis studijomis.

ISnagrinéjus chimerizmo kinetika, devyniy ligoniy, kuriems rastas
visiSkas donoro DC (4.4-1 lentelée, 78 p.), donoro DNR dalis visuose
chimerizmo tyrimuose buvo ne mazZesné, nei 100 proc. DeSimties pacienty,
kuriems aptiktas MC, jo kinetika pasirod¢ esanti dvejopa: 3 i§ 10 vaiky rastas
stibilus ilgalaikis MC, o likusiems septyniems — did¢jantis MC (4.4-2 lentelé¢,
79 p.). Visi trys pacientai, kuriems PKL laikési stabilus ilgalaikis MC sirgo
nepiktybinémis kraujo ligomis: LIN 3 ir 28 sunkia aplazine anemija, o LIN 30
— FA. Sergant sunkia aplazine anemija, Sis MC tipas aptiktas keliose
klinikinése studijose (Hill R.S. ir kt., 1986; Huss R. ir kt., 1996; Hoelle W. ir
kt., 2004; Hassan R. ir kt., 2004). Negausiose publikacijose, kurios tyrin¢ja
chimerizma sergant FA, taip pat randama duomeny apie ilgalaiki stabily MC,
aptinkama pavieniams recipientams (Socié G. ir kt., 1993; Mital M.K. ir kt.,
1999; Motwani J. ir kt., 2005). Musy iStirta 22 FA pacienty grupé taip pat
patvirtina Sio MC egzistavima (Zr. auk$¢iau). Radus stabily ilgalaiki MC, visi

autoriai vienbalsiai pazymi palankia KKLT prognozg, kadangi besilaikanti
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autologiné frakcija apsaugo nuo sunkios TPSL, tuo pa¢iu nesutrikdydama
transplantato funkcijos. PanaSia potransplantacing eiga stebéjome ir Lietuvos
vaikams: II° tmi TPSL ir ribota létiné TPSL i3sivysté tik vienam vaikui (LIN
3), tuo tarpu LIN 28 ir 30 neturéjo jokiy TPSL pozymiy (4.4-1 lentelé, 78 p.).
Visiems trims ligoniams t¢siasi ilgalaiké remisija.

Did¢jantis MC buvo aptiktas septyniems pacientams (4.4-2 lentele, 79
p.)- Du i§ ju sirgo nepiktybinémis kraujo ligomis: LIN 16 sunkia aplazine
anemija, o LIN 32 — Langerhanso lasteliy histiocitoze. Sergant sunkia aplazine
anemija palaipsniui didéjanti autologiné frakcija salygojo transplantato
atmetima. Si grésminga didéjan¢io MC pasekmé pastebéta daugelio autoriy
(Hill R.S. ir kt., 1986; Woodard P. ir kt., 2003; Ozyurek E. ir kt., 2008).
Transplantato atmetimo prevencijai sitiloma koreguoti imunoterapija (Hoelle
W. ir kt., 2004; Willasch A. ir kt., 2006b; Tavil B. ir kt., 2006), o diagnozavus
transplantato atmetima, kaip ir miisy atveju, tenka pakartotinai persodinti KKL
(Wolff S.N., 2002). Sergant Langerhanso lasteliy histiocitoze, toksinéms
KKLT komplikacijoms sumaZinti arba iSvengti méginama skirti sumazinto
intensyvumo kondicionavima (Steiner M. ir kt., 2005). Kaip Zinia, Sie pacientai
prieS transplantacija gydomi kelerius metus, tame tarpe ir chemoterapija
(Akkari V. ir kt., 2003), kuri pablogina transplantacijos rezultatus (Carvallo C.
ir kt., 2004; Baron F. ir kt., 2004). Taciau net skiriant tradicinj mieloabliacin]
kondicionavima, daliai ligoniy iSlieka ankstyvo ar vélyvo transplantato
atmetimo galimybé (Ouachée-Chardin M. ir kt.,, 2006). Kai kuriy tyrimy
duomenimis T limfocity prigijimas turi lemiama reik§mg stabiliam
transplantato prigijimui sergant Langerhanso lasteliy histiocitoze (Steiner M. ir
kt., 2007). Misy apraSytas ligonis, kuriam buvo skirtas sumazinto intensyvumo
kondicionavimas, taip pat buvo kelerius metus gydomas prie§ transplantacija
(Norktinas M. ir Rageliene L., 2008). Jo leukocituose aptikta autologiné
frakcija salygojo transplantato neprigijima po dvieju KKLT (4.4-3 pav., 80 p.).

Kitiems penkiems ligoniams (4.4-2 lentele, 79 p.) didéjantis MC buvo
susijgs su piktybinio klono regeneracija (4.4-4 pav., 80 p.). Keturiems i$ ju,

meéginant pasiekti pakartoting remisija, skirta donoro limfocity infuzija, tac¢iau
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imunoterapija buvo neveiksminga ir visi keturi pacientai miré dél leukemijos
progresavimo. Vienas pacientas (LIN 34) buvo gydomas chemoterapija, tyrimo
duomeny vertinimo diena jis vienintelis gyveno. Didé¢janc¢io MC rySys su
leukemijos recidyvu patvirtintas daugelio autoriy (Ramirez M. ir kt., 1996;
Bader P. ir kt., 1998; Barrios M. ir kt., 2003). Todé¢l donoro limfocity infuzija
pastaraisiais metais skiriama nelaukiant klinikiniy—morfologiniy recidyvo
poZzymiy remiantis vien chimerizmo tyrimais (Massenkeil G. ir kt., 2003;
Bader P. ir kt., 2004; Yoshimi A. ir kt., 2005a; Lutz C. ir kt., 2008). Sergant
umia leukemija, musy ir kity autoriy patirtis byloja, kad esant kliniSkai ir
morfologiSkai iSreikStam recidyvui, imunoterapija yra neveiksminga ir
uztikrina daugiausiai laiking ligos stabilizavima (Collins J R.H. ir kt., 2000;
Vaitkeviciené G. ir kt., 2004; Yoshimi A. ir kt., 2005b).

PrieStransplantaciniy veiksniy analizé (4.4-3 lentele, 82 p.) parode, kad
pagrindiné liga ir kondicionavimo intensyvumas turéjo lemiamos reikSmes
chimerizmui: MC daZnis reikSmingai skyrési tarp ligoniy, sirgusiy leukemija ir
nepiktybinémis kraujo ligomis (p =0,033), kuriems atitinkamai skirtas
mieloabliacinis ir sumazinto intensyvumo kondicionavimas (p = 0,033).
Visiems penkiems gerybine kraujo liga sirgusiems vaikams iSivyste MC.
Didesnis MC daZznis Siy ligoniy tarpe aptiktas daugelio autoriy ir siejamas
biitent su maZesniu kondicionavimo intensyvumu (Amrolia P.J. ir kt., 2001;
Willasch A. ir kt., 2006b; Dogu F. ir kt., 2006; Ozyurek E. ir kt., 2008).

Misy tyrime neradome reikSmingos donoro, KKL $altinio ir perpilto
KKL kiekio jtakos chimerizmui (atitinkamai p = 0,667, p = 0,630 ir p = 0,842).
IStyres leukemija sergancius pacientus, kuriems skirtas sumazinto intensyvumo
kondicionavimas, Baron nerado reikSmingos donoro ijtakos chimerizmui
(Baron F. ir kt., 2005a). Moksliniuose tyrimuose, nagrinéjan¢iuose leukemija
serganCius pacientus nustatyta, kad MC daZniau vystosi persodinant kauly
Ciulpus, nei periferinio kraujo KKL (Nakao S. ir kt., 1999; Wiesneth M. ir kt,
1999). ISsami transplantato sudéties analizé parodé, kad periferinio kraujo
aferezate esantis CD34+, CD4+, CD8+, CD14+, CD3-/CD56+, CD3+/CD56+
lasteliy kiekis jtakoja T limfocity chimerizma (Rodriguez-Luaces M. ir kt.,
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2004; Panse J.P.ir kt., 2005; Baron F. ir kt., 2005b). AukS¢iau minétoje
studijoje, tyrusioje Hurlerio sindromu sergancius pacientus, nusatyta, kad
visiSkas DC vystosi reikSmingai dazniau, persodinant virkSteles KKL, nei
kauly Cciulpus ar periferinio kraujo KKL (Boelens JJ. ir kt., 2007).
Disertacijoje pateikta chimerizmo analizé FA recipientams jrodé¢ didesng MC
iSsivystymo tikimybg, persodinant kauly Ciulpus, nei periferinio kraujo KKL.
Didesnis perpilamy CD34 kiekis lemia greitesni transplantato prigijima ir
didesnj donoro chimerizmg PKL ir T limfocituose (Carvallo C. ir kt., 2004,
Panse J.P. ir kt., 2005; Baron F. ir kt., 2005b). Tai, kad Lietuvos pacientams
neradome nei vieno i§ Siy rodikliy sasajos su chimerizmu, galima bty
paaiskinti miSriu nagrinéjamy diagnoziy spektru (4.4-1 pav., 77 p.). Taip pat
Lietuvoje neturéjome galimybés tirti chimerizma ALP.

I3analizave TPSL ry§j su chimerizmu, neradome reik§mingo @mios TPSL
pozymiy skirtumo tarp ligoniy, turin¢iy visiSka DC ir MC leukocituose.
Paparastai Gimios TPSL poZymiy intensyvumas koreliuoja su chimerizmu
(Ramirez M. ir kt., 1996; Mattsson J. ir kt., 2001b; Jaksch M. ir kt., 2005; Jaing
T.H. ir kt., 2005; Willasch A. ir kt., 2006b). Taciau isliekanti autologiné
frakcija ne visada apsaugo nuo Gimios TPSL (Mattsson J. ir kt., 2001c). Tai
pabrézia toksinio TPSL komponento, susijusio su audiniy paZeidimu
kondicionavimo metu, svarba (Jacobsohn D.A. ir Vogelsang G.B., 2007). Tuo
tarpu létinés TPSL iraiska reik§mingai skyrési tarp visiska DC ir MC turinéiy
pacienty, kas patvirtinta ir kituose moksliniuose tyrimuose, tyrusiuose
chimerizmo PKL ir T limfocituose jtaka TPSL (Petersen S.L. ir kt., 2004;
Baron F. ir kt., 2005b; Balon J. ir kt., 2005; Mohty M. ir kt., 2007). PanaSu,
kad imuniniai mechanizmai, susij¢ su stabiliu Iasteliy, ypa¢ limfocity,
prigijimu vaidina pagrindini vaidmeni létinés TPSL klinikai (Sanchez-Garcia J.
ir kt., 2006; Chu Y.W. ir Gress R.E., 2008).

Neigiamy 1ivykiy analizé parodé, kad mirtingumas nuo toksiniy
komplikacijy reikSmingai susijgs su visiSku DC leukocituose (p = 0,033), tuo
tarpu leukemijos recidyvas — su MC (p<0,001). Analizuojant transplantato

atmetimo daznj priklausomai nuo chimerizmo, reik§mingo skirtumo tarp abieju
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grupiy neradome (p = 0,474), taCiau abiem pacientams, kuriems transplantatas
neprigijo, leukocituose rastas MC, tuo tarpu né vienam vaikui, turéjusiam
visiSka DC, neiSsivysté transplantato atmetimas. Tokia neigiamy jvykiu
priklausomybé nuo chimerizmo apraSyta ir kitose studijose, tyrusiose
chimerizma leukemija sergantiems ligoniams (Ramirez M. ir kt., 1996; Bader
P.ir kt., 1997; Balon J. ir kt., 2005) ir nepiktybinémis kraujo ligomis
sergantiems recipientams (Hoelle W. ir kt., 2004; Ozyurek E. ir kt., 2008).

Atskirai analizuojant leukemija serganciy vaiky (n = 14) transplantacijos
rezultatus, nustatytas reikSmingai geresnis iSgyvenamumas be recidyvo, kai
periferiniame kraujyje randamas visiSkas DC (4.4-5 A pav., 84 p.) — visiems 9
ligoniams su visiSku DC tgsési remisija, tuo tarpu visiems 5 ligoniams,
kuriems leukocituose buvo aptikta autologiné DNR, diagnozuotas leukemijos
recidyvas (p =0,002). Turint 5 recidyvus i§ 14 leukemija serganciy vaiky,
bendra tikimybé iSgyventi 3 metus be recidyvo misy ligoniams sudaré
64,3 proc. Kituose tyrimuose pateikiams 3-ju mety iSgyvenamumas be
recidyvo svyruoja nuo 30 iki 54 proc. ULL sergantiems vaikams (Bader P. ir
kt., 2004; Gaynon P.S., 2005), o sergant iimia mieloblastine leukemija 2-ju
mety i§gyvenamumas be recidyvo sudaro 69 proc. (Trobaugh-Lotrario A.D. ir
kt., 2005). Taigi, turint omenyje, kad analizavome skirtingomis leukemijos
formomis sergancius vaikus, leukemijos recidyvo daZnis ir berecidyvis
iSgyvenamumas atitinka kituose moksliniuose tyrimuose pateikiamus skaicius.
Tai dziuginantis rezultatas, kadangi Lietuvoje kol kas yra neprieinamas
kondicionavimas viso kiino apS$vita, kuris irodytas esas efektyviausias vaikuy
ULL recidyvo prevencijai ir yra pirmo pasirinkimo paruo§iamasis reZimas Siai
ligai gydyti (Bunin N. ir kt, 2003; Jamieson C.H. ir kt., 2003; Willemze A.J. ir
kt., 2007).

Nagrin¢jant iSgyvenamuma be neigiamy {vykiy, kurie apibrézti kaip
leukemijos recidyvas, transplantato atmetimas ir mirtingumas dél toksiniy
komplikacijy, nei leukemija sergantiems vaikams (n = 14) (4.4-5 B pav., 84
p.), nei visai tyrinétai pacienty grupei (n=19) (4.4-6 A pav., 84 p.),

reikSmingo skirtumo tarp abiejy chimerizmo grupiy neradome (atitinkamai
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p=0,109 ir p=0,435). Tai lémé vélyvos infekcinés komplikacijos, susijusios
su létine TPSL, kurios pablogino visiska DC turingiy ligoniy i§gyvenamumo
rezultatus. Lemiama létinés TPSL jtaka iSgyvenamumui vélyvame
potransplantaciniame periode pabrézia ir kitos studijos (Zecca M. ir kt., 2002;
Lee S.J. ir kt., 2002; Goerner M. ir kt., 2002; Balon J. ir kt., 2005). Tos pacios
priezastys salygojo ir reikSmingo skirtumo nebuvima, lyginant bendra
iSgyvenamuma po KKLT priklausomai nuo chimerizmo leukemija (4.4-5 C
pav., 84 p.) ir kitomis kraujo ligomis sergantiems vaikams (4.4-6 B pav., 84
p.): atitinkamai p = 0,663 ir p = 0,601.

Apibedrinant chimerizmo tyrinéjimus Lietuvos vaikams po alogeninés
KKLT, galima teigti, kad tyrimo rezultatai i§ esmés sutampa su kituose
moksliniuose tyrimuose skelbtais duomenimis. Tuo remiantis galima daryti
iSvada, kad dauguma Lietuvoje naudojamy transplantacijos procediry
(gydomosios, tirilamosios, prevencinés) atitinka pasaulinius standartus
(Ljungman P. ir kt., 2006). Rasti nesutapimai greiciausiai sietini su nedideliu
tirlamyjy skai¢iumi ir miSriu diagnoziy spektru. Tolimesni chimerizmo
tyrinéjimai Lietuvos pacientams, analizuojant didesni ir labiau homogeniSka

pacienty kolektyva, galéty patvirtinti arba paneigti Sia prielaida.
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6. ISVADOS

. Po mieloabliacinio kondicionavimo 74,4 proc. vaiky sergan¢iy ULL ir
66,7 proc. serganciy ALD vystosi visiSkas DC. Nustatyta, kad esant
visiSkam DC leukocity frakcijoje, visose tirtose ALP iSlieka autologiné
kraujodara. Tuo metu po sumazinto intensyvumo kondicionavimo, skirto
FA recipientams, 45,5 proc. ju autologinés kraujodaros pédsaky nerandama
nei PKL, nei ALP.

. Esant visiSkam DC leukocity frakcijoje, ULL ir ALD recipienty T ir B
limfocituose autologiné frakcija pasirodé esanti tranzitoriné, o KKL
populiacijoje maz¢jantis MC buvo aptinkamas iki dveju mety po
transplantacijos. FA ir ALD recipientams vystosi stabilus ilgalaikis MC,
iSliekantis iki keleriy mety po KKLT bendroje leukocity populiacijoje ir
ALP.

. Sergant ULL, didéjantis MC leukocity frakcijoje yra reik§mingai susijes su
leukemijos recidyvu, ypac¢ su kauly ciulpy recidyvu, o sergant FA — su
transplantato atmetimu.

. Sergantiems FA galimybé¢ iSsivystyti MC yra 20 karty didesné¢ persodinus
kauly ¢iulpus, negu periferinio kraujo KKL.

. ULL grupéje visiskas DC bendroje leukocity frakcijoje lemia reik§mingai
geresnj iSgyvenamuma be recidyvo ir be neigiamo ivykio, taciau neturi
itakos bendram iSgyvenamumui. FA recipientai, kuriems randamas stabilus
ilgalaikis MC, linke gyventi ilgiau. ALD recipienty iSgyvenamumo
rodikliai nepriklauso nuo chimerizmo PKL. Chimerizmas ALP netur¢jo
itakos transplantacijos rezultatams n¢ vienoje tirtoje ligy grupe¢je.

. ISanalizavus chimerizma PKL Lietuvoje transplantuotiems vaikams,
visiSkas DC rastas 47,4 proc. ligoniy, MC — 52,6 proc. vaiky. Ligoniams su
nepiktybinémis kraujo ligomis stebétas dide¢jantis ir stabilus MC, susijgs su
nemieloabliaciniu  kondicionavimu, o sergantiems leukemija rastas
did¢jantis MC, susijes su leukemijos recidyvu. Chimerizmas neturéjo jtakos

iSgyvenamumui po transplantacijos.
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7. PRAKTINE DARBO REIKSME

7.1 DARBO REZULTATU PRAKTINE REIKSME

IStyre chimerizma PKL ir ALP trijose skirtingose ligy grupése, nustatéme

kad:

tiriant chimerizma ULL sergantiems vaikams po mieloabliacinio
kondicionavimo, chimerizmo tyrimas ALP néra pranaSesnis, lyginant su
PKL ankstyvai leukemijos recidyvo diagnostikai. ALP analizé geriau
atspindi chimerizmo kinetika tuo atveju, kai PKL randamas Zemo lygio MC
arba koreguojama imunoterapija. Taigi, sergant ULL rutininam chimerizmo
sekimui nebutina tirti ALP;

sergant FA, chimerizmo tyrimas ALP tiksliau atspindi chimerizmo kinetika
ir padeda geriau atskirti ilgalaiki stabily MC nuo did¢jancio, kuriems
budinga skirtinga klinikiné eiga ir prognozé bei reikalaujantys skirtingos
sekimo ir gydymo taktikos. Todél sergant FA, chimerizmo tyrimas ALP yra
butinas;

nepaisant mieloabliacinio  kondicionavimo, daliai ALD pacienty
(33,3 proc.) vystosi MC, kurio kinetika geriau atspindi ALP analizé. Todél
Siems ligoniams reikia tirti ALP;

sergant FA, stabilus ilgalaikis MC gali salygoti geresni iSgyvenamuma po
transplantacijos. Nustatéme, kad KKL Saltinis turi jtakos chimerizmui:
galimybe iSsivystyti MC yra 20 karty didesné persodinus kauly ciulpus,
negu periferinio kraujo KKL. Todé¢l transplantuojant ligonius sergancius
FA, rekomenduojama persodinti kauly cCiulpus, o ne periferinio kraujo

KKL.
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7.2 CHIMERIZMO TYRIMO REKOMENDACILJOS PO ALOGENINES KKLT
VAIKAMS

. Siekiant uztikrinti kokybiSka ir visavert¢ chimerizmo analiz¢ ligoniams po
alogeninés KKLT, Lietuvoje biitina idiegti ALP iSskyrima.

. ULL sergantiems vaikams po mieloabliacinio kondicionavimo rutininiam
chimerizmo sekimui PKL analizé yra pakankamai informatyvi ir ALP
tyrimas néra bitinas. Radus Zemo lygio MC PKL arba koreguojant
imunoterapija, tikslinga tirti ALP.

. Skiriant sumaZinto intensyvumo kondicionavima piktybinémis arba
nepiktybinémis kraujo ligomis sergantiems ligoniams, biitina tirti
chimerizma ALP.

. Skiriant mieloabliacini kondicionavima nepiktybinémis kraujo ligomis
sergantiems pacientams, stabiliam ilgalaikiam MC sekti PKL tyrimas yra
pakankamai informatyvus. Radus didé¢janti arba mazéjanti MC, tikslinga

tirti ALP.
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10. PRIEDAI

10.1. LIGONIO TYRIMO ANKETA (1 PRIEDAS)

LIN

Vardas, pavardé

Diagnozé

Remisija

KKL $altinis

KKLT data

Donoras

Kondicionavimas

Chimerizmas

Meéginio paémimo
data

Diena po
KKLT

Donoro DNRPproc.

PKL | CD3 | CD19 | CD34

Klinikiné eiga
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10.2. ASMENS INFORMAVIMO IR INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

(2 PRIEDAS)
Jums Zinoma, kad Jisy stunui/dukrai
............................................................................... , asmens Kodas.........eeeveeeeeiiiiiiinnnns,
SETZANCIAMY/ AL ...c..veeeeeeiieeieeiee ettt 200... Mt d.

atlikta alogeniné kraujodaros kamieniniy lasteliy transplantacija. Po transplantacijos
Jusy stnui/dukrai (kaip ir visiems kitiems ligoniams po alogeninés transplantacijos)
tiriamas chimerizmas (donoro ir recipiento lasteliu santykis), kuris atspindi ar
persodintos donoro lastelés prigijo.

Siuo metu Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Onkohematologijos skyriaus

Kauly ciulpy transplantcijos poskyryje bus atlickamas biomedicininis tyrimas
,Chimerizmo kinetikos analizé po alogeninés kraujodaros kamieniniy Iasteliy
transplantacijos vaikams”, kitap tariant, donoro ir recipiento lasteliy santykio kitimo
po transplantacijos analizé. Sio tyrimo tikslas — iSnagrinéti chimerizma ir
potransplantacing eiga Lietuvos vaikams. Tyrimo metu planuojama retrospektyviai
perziiiréti vaiky, kuriems alogeniné transplantacija atlikta Lietuvoje, medicininius
dokumentus. Si analizé atlickama, rengiant disertacijos medZiaga.
Tyrimo metu bus perzitrétos visy vaiky iki 18 mety, kuriems alogeniné
transplantacija atlikta Lietuvoje nuo 2002 vasario mén. iki 2007 gruodzio 31 d., ligos
istorijos. Jiisy stinui/dukrai nereikés asmeniskai dalyvauti tyrime. Jis/ji nepatirs jokiy
su tyrimy susijusiy nepatogumy arba Zalos. Sis tyrimas arba atsisakymas dalyvauti
jame neturés jtakos Jusy stinaus/dukters iprastiniam gydymui. Sutikus dalyvauti, Jiisy
stinus/dukra (JUs) nepatirsite jokiy i$laidy bei Jusy stinui/dukrai (Jums) nebus sitiloma
jokia kompensacija uz dalyvavima tyrime. Visi ligos istoriju duomenys bus renkami
anonimiskai, suteikiant kiekvienam ligoniui individualy koda. Skelbiant tyrimo
rezultatus, nebus galima atpazinti konkreCius asmenis. Visi surinkti duomenys bus
grieztai saugomi pagrindinio tyréjo ir nebus prieinami kitiems asmenims be ligonio/és
ir jo/jos tévy (globéju) sutikimo.

I8kilus neaiSkumams dél tyrimo ar ieSkant su tyrimy susijusios papildomos
informacijos, galite kreiptis i gydytoja vaiky hematologe Jelena Rascon telefonu
852328703.

AS (vardas, pavarde, giminystés rySys su ligoniu/e).......ccocceeveeceeneenceenneeeneeennen.
................................... savo paraSu patvirtinu, kad visa su biomedicininiu tyrimu
susijusi informacija man buvo paaiSkinta suprantamai ir atsakyta i visus klausimus.
Sutinku, kad mano stinus/dukra (jvaikis/ivaiké) dalyvauty auks$¢iau apraSytame
biomediciniame tyrime.

Ligonis/€ (VITS14 METU)...ceecuiieiiiieiieeeiieetee ettt tteestee st e se e s seeeeebeeenneesabeeenes
Parasas........ccooeeeeeiieiieeieee e,

Pagrindinis tyréjas Jelena Rascon, gydytoja vaiky hematologé
Parasas......ccccoooevviinenciieee
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11. PADEKA

Noréciau nuoSirdziai padékoti visiems tiems, be kuriy Sio darbo

lgyvendinimas biity nejmanomas:

Vokietijos akademiniy mainy tarnybai (Deutscher Akademischer Austausch
Dienst) uZ suteikta stipendija doktorantiiros studijoms Humboldto
universitete (Berlynas) 2002-2003 metais, taip pat Vokietijos-Baltijos Saliy
gydytojy draugijai (Deutsch-baltische Arztegesellschaft) uZ? finansine
parama, tgsiant darba 2006 metais;

Berlyno Humboldto universiteto Charité medicinos fakulteto Bendrosios
pediatrijos klinikos vadovui prof. hab. dr. Gerhard Gaedicke, Vaiky kauly
Ciulpy transplantacijos skyriaus vedejui dr. Wolfram Ebell ir Teismo
medicinos instituto DNR laboratorijos vedéjai dr. Marion Nagy uz
vadovavima moksliniam darbui Vokietijoje;

Vilniaus universiteto Pediatrijos centro direktoriui prof. Vytautui Usoniui,
Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Onkohematologijos centro ved¢jai
doc. Linai Ragelienei uz visokeriopa paramg ir vadovavima, tgsiant darba
Lietuvoje;

Kauno medicinos universiteto Danty ir burnos klinikos biostatistikei Irenai
Nedzelskienei uz pagalba, taikant statistikos metodus rezultaty apdorojimui;

Savo Seimai uz juy begaling kantrybg ir parama visus tuos ilgus metus.
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