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Streszczenie

Wstep. Cytometria przeptywowa (FC) to nowoczesna metoda badawcza i diagnostycz-
na, umozliwiajaca diagnostyke jakos$ciowa i ilosciowa réznych populacji komorek.

Cel pracy. Ocena chimeryzmu erytrocytéw u pacjentéw po alloprzeszczepieniu krwio-
twérczych komoérek macierzystych w przypadku duzej niezgodnosci grup krwi pomiedzy
dawca i biorca.

Materiat i metody. Grupe badang stanowito tacznie 65 dorostych pacjentéw podda-
nych allogenicznej transplantacji krwiotwérczych komérek macierzystych w Klinice He-
matologii i Transplantaciji Szpiku Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach w la-
tach 2012-2014. Materiat stanowita krew obwodowa pobrana do rutynowego oznaczenia
morfologii krwi, w iloéci od 100 do 250 ul. Badanie oceny chimeryzmu erytrocytéw zostato
przeprowadzone w dobie +30., a nastepnie 2, 3, 6, 9 i 12 miesiecy po alloHSCT w pod-
grupie chorych z duza niezgodnosécig grup krwi.

Wyniki. Wsréd badanej podgrupy chorych (n = 33) z duza niezgodnoscia grup krwi
mediana warto$ci chimeryzmu erytrocytéw u wiekszosci chorych z prawidtowo prze-
biegajacym wszczepieniem linii erytroblastycznej wynosita: w dobie +30. — 7% (zakres:
0,2-15,1%), 2 miesiace po alloHSCT — 34,7% (zakres: 16,2-45,5%), 3 miesiace po prze-
szczepieniu — 87% (zakres: 79,1-97,2%), w kolejnych punktach pomiarowych odpowiednio
mediany wynosity: 95,3% (zakres: 85,2-99,1%), 98,7% (zakres: 86,6-99,7%) i 98,8% (za-
kres: 89,4-99,8%). Jedynie u 3 chorych z duzg niezgodnoscia grup krwi stwierdzono brak
erytrocytéw dawcy we krwi obwodowej chorego, co w dalszej obserwacji doprowadzito do
rozwoju aplazji czystoczerwonokrwinkowej u tych chorych.

Whioski. W przypadku oceny erytrocytdow po allogenicznej transplantaciji cytometria
przeptywowa jest narzedziem prostym oraz stosunkowo mato czaso- i kosztochtonnym,
pozwalajacym w szybki sposéb monitorowaé wszczep linii erytroblastycznej w przypadku
transplantacji z duzg niezgodnoscia grup krwi pomiedzy dawca i biorca.

Summary

Introduction. Flow cytometry (FC) is a modern research and diagnostic technique, that
allows qualitative and quantitative assessment of different cell populations.

Aim. Assessment of chimerism of erythrocytes in patients after allogeneic stem cell
transplantation with major blood group incompatibility.

Material and methods. The group of 65 patients who underwent allogeneic hemat-
opoietic stem cell transplantation in the Department of Hematology and Bone Marrow
Transplantation, Medical University of Silesia, Katowice, in years 2012-2014 was included
in the study. Peripheral blood collected for routine blood count in the amount of 100-250 ul

**Praca zostata sfinansowana w ramach pracy statutowej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach (nr KNW-1-089/K/3/0 oraz

nr KNW-092/K/4/0).
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was used. The assessment of erythrocyte chimerism was performed in day +30 after al-
IoHSCT and then 2, 3, 6, 9 and 12 months after transplantation in the subgroup of patients
with major blood group incompatibility.

Results. Among the subgroup of patients with major blood group mismatch (n = 33)
and normal engraftment of erythroblastic line, median erythrocyte chimerism was found
to be: 7% (range: 0.2-15.1%) in day +30, 34.7% (range: 16.2-45.5%) 2 months after al-
IoHSCT, 87% (range: 79.1-97.2%) 3 months after the procedure, in the next time points
the median values were as follows: 95.3% (range: 85.2-99.1%), 98.7% (range: 86.6-99.7%)
and 98.8% (range: 89.4-99.8%). Only 3 patients with major blood group mismatch were
found to have no donor erythrocytes in their peripheral blood, which resulted in the devel-

opment of pure red cell aplasia in these cases.

Conclusions. Flow cytometry can be used after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation as an easy, reliable, not time and cost-consuming method to evaluate the
engraftment of erythroblastic line in patients with major blood group incompatibility.

WSTEP

Allogeniczna transplantacja krwiotwdrczych komorek
macierzystych (ang. allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation — alloHSCT) to metoda dajgca szanse na
wyleczenie u pacjentéw z chorobami rozrostowymi uktadu
krwiotwdrczego. Procedura ta moze by¢ przeprowadzona
rowniez w przypadku niezgodnos$ci grup krwi pomiedzy
dawcg a biorcg, gdyz antygeny zgodnosci tkankowej sg
dziedziczone w sposdb niezalezny od antygenéw gru-
powych erytrocytdw. Obecnie niemal potowa wszystkich
procedur przeszczepowych jest wykonywana w przypad-
ku niezgodnosci grup krwi. Odmiennie wyglada to w prze-
szczepieniach narzaddw litych, gdzie zgodnos¢ grup krwi
w parze dawca-biorca jest kluczowg kwestig. Stwierdzo-
no, ze w przypadku niezgodnos$ci grup krwi czesciej do-
chodzi do hemolizy, ktéra objawia sie natychmiast pod-
czas przeszczepienia lub tez dopiero podczas regeneracii
uktadu krwiotwdrczego, jak réwniez czesciej obserwuje
sie op6znienie lub brak wszczepu linii erytroblastyczne;.
Powiktania hemolityczne znacznie czesciej pojawi¢ sie
moga po przeszczepieniach krwiotwdrczych komorek
macierzystych szpiku, co zwigzane jest z zanieczyszcze-
niem materiatu przeszczepowego przez erytrocyty i/lub
osocze. Szacuije sie, ze w okoto 3-29% przypadkéw moze
wystapi¢ aplazja czystoczerwonokrwinkowa (ang. pure
red cell aplasia — PRCA) (1-3).

Dostepne dane w pi$miennictwie nie wskazuja w spo-
sob jednoznaczny na niekorzystny wptyw niezgodnosci
grup krwi na catkowite przezycie biorcéw (ang. overall
survival — OS) czy $miertelno$é niezwigzang z nawrotem
(ang. non-relapse mortality — NRM), jak réwniez rozwoj
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-
-versus-host disease — GVHD) oraz przezycie wolne od
choroby (ang. disease free survival — DFS) (1-4).

W celu monitorowania i/lub zapobiezenia wysta-
pieniu powyzszych powiktan kluczowym wydaje sie
odpowiednie monitorowanie wszczepu linii erytrobla-
stycznej we wczesnym okresie poprzeszczepowym
u pacjentdw przeszczepianych od dawcéw o innej
grupie krwi. Wyrdznia sie duzg i matg niezgodnosé
grup krwi oraz tzw. dwukierunkowa (ang. bidirec-
tional). Duza niezgodno$¢ grup krwi, wystepujaca
w okoto 20-25% przypadkoéw, ma miejsce, gdy na
erytrocytach dawcy sa obecne antygeny niewyste-

pujace u biorcy, a pacjent posiada izohemaglutyniny
skierowane przeciwko tym antygenom. Duza niezgod-
no$¢ wystepuje miedzy dawca grupy A, B lub AB oraz
biorca grupy 0. Gdy w materiale przeszczepowym
obecne sa krwinki czerwone, izohemaglutyniny biorcy
moga je zwigzaé, powodujgc gwattowna hemolize. Po-
nadto moga tez wptyngé na opdznienie wszczepienia
linii erytroblastycznej lub rozwdj aplazji czystoczerwo-
nokrwinkowej, bedacej wynikiem produkcji izohemaglu-
tynin przez resztkowe limfocyty B i plazmocyty pacjenta.

O matej niezgodnosci grup krwi, ktéra rowniez sta-
nowi okoto 20-25% przypadkéw, méwimy w sytuacji
odwrotnej, tzn. gdy dawca posiada izohemaglutyniny
skierowane przeciwko odpowiednim antygenom gru-
powym na erytrocytach pacjenta. Sytuacja taka wyste-
puje miedzy dawcg grupy 0 a biorcg grupy A, B lub AB
oraz miedzy dawca grupy A lub B a biorcg grupy AB.
Bierny transfer tych przeciwciat moze skutkowaé ostra
hemolizg u chorego, zwtaszcza przy wysokim mianie
przeciwciat u dawcy. Moze réwniez wystapi¢ opdznio-
na hemoliza jako skutek tzw. passenger lymphocyte
syndrome, czyli zespotu limfocytéw pasazerskich.

Mozliwe jest tez wystepowanie matej i duzej niezgod-
nosci grup krwi jednoczesnie (gdy dawca ma grupe A,
abiorca grupe B lub odwrotnie), czyli gdy zaréwno dawca,
jak i biorca posiadajg przeciwciata skierowane przeciwko
antygenom grupowym odpowiednio u dawcy/biorcy, jed-
nak taka sytuacja ma miejsce jedynie w okoto 5% przy-
padkow. Potencjalne powiktania sg podobne jak opisane
dla duzej i matej niezgodnosci grup krwi.

Uwaza sie, ze niezgodno$¢ w zakresie czynnika Rh
nie wptywa istotnie na przebieg okresu okotoprzesz-
Cczepowego u pacjenta.

Po okoto 3 miesigcach po przeszczepieniu chory
powinien zmieni¢ grupe krwi na grupe krwi dawcy.
Najwieksze ryzyko powaznych powiktan wystepuje
w przypadku duzej niezgodnosci grup krwi i jest naj-
wyzsze we wczesnym okresie poprzeszczepowym,
czyli do 3 miesiecy po transplantaciji.

CEL PRACY

Praca prezentuje zastosowanie cytometrii przeptywo-
wej (ang. flow cytometry — FC) w celu okreslenia chime-
ryzmu erytrocytow po przeszczepieniu allogenicznych
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krwiotwdrczych komérek macierzystych w przypadku nie-
zgodnosci grup krwi pomiedzy dawcg i biorca.

MATERIAL | METODY

Grupe badang stanowito tgcznie 65 dorostych pa-
cjentéw poddanych allogenicznej transplantacji krwio-
twérczych komorek macierzystych w Klinice Hemato-
logii i Transplantacji Szpiku Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach w latach 2012-2014. Wska-
zaniami do procedury alloHSCT byly ostra biataczka
limfoblastyczna oraz ostra biataczka szpikowa i zespot
mielodysplastyczny. Chorzy zostali poddani leczeniu
kondycjonujgcemu mieloablacyjnemu (32 pacjentéw)
oraz niemieloablacyjnemu (33 osoby). Od dawcy ro-
dzinnego komorki przyjeto 13 chorych, natomiast od
dawcy niespokrewnionego — 52 pacjentéw. Wsrdd gru-
py badanej 13 dawcéw wykazywato niezgodnos$¢ an-
tygenowa badz alleliczng z biorca w zakresie antyge-
néw HLA. Zrédtem komdrek macierzystych byta krew
obwodowa we wszystkich przypadkach. Wéréd bada-
nej grupy 15,6% (24 przypadki) stanowity transplanta-
cje z duzg niezgodnoscig grup krwi pomiedzy dawcg
i biorca, natomiast 5,85% (9 przypadkdw) pary biorca-
-dawca z duzg i matg niezgodnoscig grup krwi. U wigk-
szos$ci chorych (facznie 38 chorych) stosowano stan-
dardowe leczenie immunosupresyjne (tj. metotreksat
w dobie +1., +3. oraz +6. oraz cyklosporyne poczat-
kowo dozylnie, a nastepnie doustnie w dawkach mo-
dyfikowanych w zaleznos$ci od stezenia leku we krwi).
U pozostatych chorych w leczeniu immunosupresyjnym
stosowano mykofenolan mofetilu od doby -1., rowniez
poczatkowo dozylnie, a nastepnie doustnie. W przypad-
ku przeszczepien od dawcow niespokrewnionych sto-
sowano surowice antylimfocytarng w dawce 15 mg/kg
przez 3 kolejne dni poprzedzajagce transplantacje lub
surowice antytymocytarng (Thymoglobuline) w dawce
7,5 mg/kg (u 4 chorych). Dodatkowo stosowano profi-
laktyczne leczenie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe
oraz przeciwgrzybicze, a takze wspomagajgce, w za-
leznosci od sytuaciji klinicznej. W okresie regeneraciji
i w trakcie opieki ambulatoryjnej monitorowano tez re-
aktywacje wirusa CMV metodg PCR u pacjentéw. Cha-
rakterystyke grupy badanej przedstawiono w tabeli 1.

Materiat stanowita krew obwodowa pobrana do ru-
tynowego oznaczenia morfologii krwi, w ilosci od 100
do 250 ul. Badanie oceny chimeryzmu erytrocytow zo-
stato przeprowadzone w dobie +30., a nastepnie 2, 3,
6, 9 i 12 miesiecy po alloHSCT w podgrupie chorych
z duza oraz matg i duzg niezgodnoscig grup krwi.

Do badania wykorzystano przeciwciata monoklonal-
ne wykorzystywane do rutynowego oznaczania grup
krwi w uktadzie ABO. Przed inkubacjg z przeciwciata-
mi monoklonalnymi (PcMo) erytrocyty byty wstepnie
utrwalane 0,1% glutaraldehydem w PBS (roztworze
soli fizjologicznej). Utrwalanie erytrocytéw miato na
celu zablokowanie zdolno$ci do aglutynowania erytro-
cytéw przez | PcMo. Nastepnie, po dwukrotnym prze-
ptukaniu PBS, prébke inkubowano najpierw z | PcMo
anty-A, anty-B lub anty-D, potem z Il PcMo wykrywa-
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Tab. 1. Charakterystyka pacjentow

Charakterystyka Liczba
Diagnoza podstawowa:
ostra biataczka szpikowa 50
zespdét mielodysplastyczny 5
ostra biataczka limfoblastyczna 10
Pte¢ pacjenta:
kobieta 30
mezczyzna 35
Wiek pacjenta, mediana (zakres) 35 (19-67)
Dawca:
zgodny dawca rodzinny 13
zgodny dawca niespokrewniony (10/10) 39
niezgodny dawca niespokrewniony (9/10) 13
Niezgodnos$é grup krwi: N = 45
duza 24
mata 12
dwukierunkowa 9
Leczenie kondycjonujace:
mieloablacyjne (MAC) 32
niemieloablacyjne (RIC) 33
Zrodto komorek macierzystych:
krew obwodowa 65
Wiek dawcy, mediana (zakres) 23 (19-49)
Pte¢ dawca-biorca:
kobieta — dawca/mezczyzna — biorca 19
inne 46
Status CMV dawca-biorca:
pozytywny-negatywny 17
pozytywy-pozytywny 40
negatywny-negatywny 8

jacym obecnos$¢ | PcMo na erytrocytach, sprzezonym
z fluoresceing. Do barwienia erytrocytéw zastosowano
metode immunofluorescenciji posredniej ze wzgle-
du na brak PcMo wykrywajacych antygeny grupowe
- bezposrednio znakowanych fluorochromami. Wy-
znakowane erytrocyty byty analizowane na cytometrze
przeptywowym FACSCanto Il firmy Becton Dickinson,
na ktérym oceniano odsetek erytrocytéw majacych
antygen A, B oraz ew. D (w zaleznos$ci od grupy krwi
dawcy i biorcy). W niektérych przypadkach, gdy nie-
zgodno$¢ dotyczyta np. réownoczes$nie uktadu ABO
i Rh, mozliwa byta ocena odsetka erytrocytow biorcy,
dawcy oraz — dodatkowo przetaczanych w okresie
okotoprzeszczepowym lub w przedtuzajacej sie apla-
zji czerwonokrwinkowej — erytrocytéw innych dawcéw.
Wynik podawano w postaci odsetka erytrocytéw po-
siadajacych dany antygen: A, B lub D.

Na przeprowadzone badania uzyskano zgode Ko-
misji Bioetycznej Slqskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Katowicach (nr KNW/0022/KB1/123/11 oraz
nr KNW/0022/KB1/100/14).

WYNIKI

W badanej grupie 65 chorych mediana prze-
szczepionych komoérek CD34 dodatnich wynosita
4,76 x 10%/kg masy ciata (zakres: 1,7-11,91). Media-
na czasu regeneracji neutrofili > 500/uL wynosita
13 dni (zakres: 12-28 dni). Mediana czasu regeneracji
ptytek krwi > 50 000/uL — 16 dni (zakres: 11-24), jed-
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nak u 7 chorych wartos$ci ptytek krwi nie spadty ponizej
20 000/uL. Do doby +30. po alloHSCT zaden pacjent
nie otrzymywat granulocytowego czynnika wzrostu.

Szczegétowag analizg objeto chorych z niezgod-
noscig grup krwi pomiedzy dawca a biorcg. Wsrdd
podgrupy chorych z duzg lub dwukierunkowg nie-
zgodnoscia grup krwi (facznie 33 chorych) oceniano
chimeryzm erytrocytow w dobie +30. po alloHSCT,
nastepnie 2, 3, 6, 9, i 12 miesiecy po alloHSCT.

Sposréd badanej podgrupy 33 chorych w czasie
roku obserwacji zmarto 7 pacjentéw: 3 z powodu po-
wiktan infekcyjnych (w dwdch przypadkach zapale-
nie ptuc najprawdopodobniej o etiologii grzybiczej,
w 1 przypadku krwotoczne zapalenie pecherza mo-
czowego o etiologii wirusowej), 4 — z powodu stery-
doopornej choroby przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi (w 3 przypadkach z zajeciem gtéwnie uktadu
pokarmowego, w 1 przypadku zajecie ukfadu pokar-
mowedo i watroby).

Wsrod tej podgrupy chorych mediana  warto-
$ci chimeryzmu erytrocytow w dobie +30. wynosi-
fa 7% (zakres: 0,2-15,1%), 2 miesigce po alloHSCT
—34,7% (zakres: 16,2-45,5%), 3 miesigce po przeszcze-
pieniu — 87% (zakres: 79,1-97,2%), w kolejnych punk-
tach pomiarowych odpowiednio mediany wynosity:
95,3% (zakres: 85,2-99,1%), 98,7% (zakres: 86,6-99,7%)
i 98,8% (zakres: 89,4-99,8%). Wyniki przedstawiono
w tabeli 2. W opisywanej grupie chorych mediana dni
do regeneracji uktadu erytroblastycznego wynosita
13 dni (zakres: 9-17).

Ocena chimeryzmu erytrocytow opierata sie na za-
fozeniu, ze w okresie okototransplantacyjnym pacjenci
wymagajacy substytucji koncentratu krwinek czerwo-
nych mieli prowadzong substytucje sktadnikiem krwi
grupy 0. W zwiazku z powyzszym mozna zidentyfiko-
wac erytrocyty krwi grupy dawcy (ryc. 1).

W badanej podgrupie chorych, u 3 pacjentéw nie za-
obserwowano prawidtowej rekonstytucji uktadu erytro-
blastycznego, co — w dalszej obserwacji — doprowadzito
do rozwoju aplazji czystoczerwonokrwinkowej (PRCA)
u tych chorych. Rozpoznanie to zostato potwierdzone
w badaniu histopatologicznym szpiku. U tych chorych
stwierdzono tez bardzo niski odsetek retikulocytow
w okresie regeneracji uktadu krwiotwdrczego oraz utrzy-
mujaca sie zalezno$¢ od przetoczen w dobie +30. po
alloHSCT. U dwéch pacjentéw nie zidentyfikowano po-
pulacji erytrocytéw dawcy w badaniu chimeryzmu ery-
trocytéw w dobie +30. po alloHSCT (ryc. 2). U trzeciego
chorego zaobserwowano spadek chimeryzmu erytrocy-
téw dawcy 3 miesigce po alloHSCT.
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Ryc. 1a, b. Histogram przedstawiajgcy populacje erytrocytéw dawcy
2 miesiace po alloHSCT (UPN 2). Ocena krwinek czerwonych gru-
py O (biorcy i pochodzacych z transfuzji) oraz grupy B (dawcy) za
pomoca cytometrii przeptywowej z zastosowaniem przeciwciat mo-
noklonalnych anty-A (a) oraz anty-B (b)
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Ryc. 2. Histogram obrazujacy brak krwinek czerwonych grupy B (po-
chodzacych od dawcy) w dobie +30. po alloHSCT (UPN 12)

W kazdym z tych przypadkéw, po wyklucze-
niu tta wirusowego (m.in. zakazenie parwowiru-
sem B19), zastosowano stopniowa redukcje lekow

Tab. 2. Chimeryzm erytrocytéw w poszczegélnych punktach czasowych po alloHSCT w podgrupie chorych z duzag oraz duzg
i matg niezgodno$cia grup krwi miedzy dawca i biorcg u pacjentéw z prawidtowa rekonstytucja uktadu erytroblastycznego

Chimeryzm erytrocytow (% erytrocytow dawcy) we krwi obwodowej chorego
doba +30. po +2 mies. po +3 mies. po +6 mies. po +9 mies. po +12 mies. po
Pacjenci alloHSCT (%) alloHSCT (%) alloHSCT (%) alloHSCT (%) alloHSCT (%) alloHSCT (%)
(N =30) N = 30 N =28 N=24 N =24 N=24 N=24
7 34,7 87 95,3 98,7 98,8
(0,2-15,1) (16,2-45,5) (79,1-97,2) (85,2-99,1) (86,6-99,7) (89,4-99,8)
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immunosupresyjnych, podjeto tez prébe dozylnych
wlewoéw immunoglobulin, iniekcji erytropoetyny oraz
w dwéch przypadkach - zastosowano zabiegi plazma-
ferezy. W miedzyczasie chorzy wymagali substytuciji
preparatami koncentratu krwinek czerwonych. Po-
prawa w zakresie uniezaleznienia od transfuzji wysta-
pita po medianie 2 miesiecy od rozpoczecia leczenia
u dwoch chorych. Trzeci pacjent zmart wskutek powi-
ktan infekcyjnych 4 miesigce po przeszczepieniu.

DYSKUSJA

Antygeny zgodnosci tkankowej (HLA) oraz anty-
geny grup krwi uktadu ABO sg kodowane przez roz-
ne geny, stad niezgodno$é miedzy potencjalnymi
dawcami krwiotwérczych komérek hematopoetycz-
nych a biorcami w obrebie grup krwi. Szacuje sie, ze
okoto 15-25% rodzinnych dawcoéw krwiotwoérczych
komérek macierzystych wykazuje niezgodnos$é
grup krwi (2, 5). Odsetek ten wydaje sie by¢ wiek-
szy w przypadku dawcéw alternatywnych. Jednakze
wptyw niezgodnosci grup krwi na dtugofalowe wyni-
ki alloprzeszczepien pozostaje kontrowersyjny (1-3).
Udowodniono jednak, ze wystepowanie aplazji czy-
stoczerwonokrwinkowej i op6znienie wszczepu linii
erytroblastycznej czesciej wystepuje w przypad-
kach duzej niezgodnosci grup krwi w parach daw-
ca-biorca i wigze sie z potrzebg transfuzji koncen-
tratu krwinek czerwonych, co wptywa na stezenie
ferrytyny i zwieksza ryzyko $miertelno$ci poprzesz-
czepowej (3). Nie udowodniono zwigzku pomiedzy
niezgodnos$cig grup krwi przed alloHSCT a ryzykiem
odrzucenia przeszczepu czy rozwojem choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (1, 3, 5). Jed-
nakze zaleca sie wybor dawcy zgodnego w grupie
krwi, jesli jest taka mozliwosé, a takze transfuzje
erytrocytow o odpowiedniej grupie krwi (w przypad-
ku duzej niezgodnosci jest to zawsze grupa krwi 0)
oraz leczenie chelatujgce, celem zminimalizowania
ryzyka aplazji czystoczerwonokrwinkowej oraz po-
prawy wynikow przeszczepieh. W naszym Osrodku,
w przypadku duzej niezgodnos$ci grup krwi miedzy
dawcg i biorcg krwiotwérczych komérek hematopo-
etycznych ze szpiku wykonuje sie zwykle procedure
separacji erytrocytéw dawcy z materiatu przeszcze-
powegdo (6). Natomiast w przypadku matej niezgod-
nosci grup krwi najczesciej stosuje sie odwirowanie
osocza z materiatu przeszczepowego uzyskanego
ze szpiku. W rzadkich przypadkach transplantacji
komérek macierzystych pobranych ze szpiku, gdy
mamy do czynienia z matg i duzg niezgodnoscig
grup krwi, wykonywane jest jedynie odwirowywanie
osocza (5, 6). W chwili obecnej, przeszczepienia
krwiotworczych komérek macierzystych ze szpiku sg
procedurg marginalna, znakomitg wiekszo$¢ stano-
wig komorki macierzyste krwi obwodowej po stymu-
lacji granulocytowym czynnikiem wzrostu. W przy-
padku tego materiatu przeszczepowego, z uwagi
na niskie zanieczyszczenie erytrocytami, nie ma po-
trzeby inzynierii. W trakcie procedury aferezy osocze
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jest osobno separowane, co réwniez minimalizuje
ryzyko kontaminaciji.

Jednak wcigz dochodzi u pacjentéw do powiktan
wynikajacych z réznicy grup krwi pomiedzy dawca
a biorca, co sktania do monitorowania wszczepu linii
erytroblastycznej. Przedstawiona metoda wykorzy-
stujgca cytometrie przeptywowg wydaje sie spetniaé
wszelkie warunki wiarygodnego, szybkiego i relatyw-
nie taniego testu diagnostycznego.

Cytometria przeptywowa to nowoczesna metoda
diagnostyczna z coraz wiekszym zakresem wskazan
do jej zastosowania. Cytometria przeptywowa w bada-
niach krwinek czerwonych zastosowana zostata po raz
pierwszy w 1980 roku u pacjentéw z niedokrwistoscia
autoimmunohemolityczng (7). Pdzniej za pomoca FC
wykrywano krwinki ptodu w krgzeniu matki, wykorzy-
stano ta metode réwniez w badaniach antygendéw grup
krwi, w tym ekspresji antygendéw uktadu Rh w zalez-
nosci od ich homo- lub heterozygotycznosci (8, 9).
Ponadto uzywano tej metody w ocenie sportowcéw
stosujacych nielegalne transfuzje, a takze w badaniach
przezywalnosci krwinek w krazeniu biorcy (10).

Cytometria przeptywowa pozwala na badania fe-
notypowe, czyli wykrywanie i identyfikacje antyge-
noéw krwinek czerwonych za pomoca skierowanych
do nich swoistych przeciwciat oraz ocene miesza-
nych populacji erytrocytéw (8, 9). Jest dynamicznie
rozwijajaca sie technikg diagnostyczna, umozliwia-
jaca precyzyjng ocene pojedynczych komorek przy
jednoczesnej analizie duzej ich liczby. W cytometrze
kolejno na poszczegdlne krwinki pada wigzka Swiatta
laserowego, umozliwiajgc zrdéznicowanie poszcze-
gélnych frakcji za pomoca nastepujacych parame-
trow morfologicznych: wielkosci FSC (ang. forward
scatter channel) i ziarnisto$ci SSC (ang. side scatter
channel). W celu wykrycia poszukiwanego antyge-
nu znakuje sie erytrocyty specyficznymi przeciwcia-
tami, sprzezonymi z odpowiednimi fluorochromami:
najczesciej sa nimi fikoerytryna (PE) oraz izotiocy-
janian fluoresceiny (FITC). Barwniki te wzbudzane
sa przez laser argonowy i emitujg odpowiednio
Swiatto barwy pomaranczowej badz zielonej (8, 9).
Intensywnos$¢ fluorescencji odpowiada ekspresiji
antygenu na danej komoérce. Zalezy ona jednak nie
tylko od liczby miejsc antygenowych na komorce,
ale takze od: stopnia powinowactwa uzytego prze-
ciwciata, czyli sity jego wigzania z determinantami
antygenowymi, metody znakowania komoérek (bez-
posrednia ze znakowanymi swoistymi przeciwciata-
mi lub posrednia ze znakowanymi przeciwciatami
anty-lgG skierowanymi do swoistych nieznakowa-
nych przeciwciat) oraz zastosowania odpowiednich
fluorochroméw. Réznorodnos$é barwnikow umozli-
wia dobdér odpowiedniej sity $wiecenia w zalezno$ci
od gestosci badanego antygenu i zgodnie z zasada,
ze do wyznakowania niezbyt licznych struktur o ma-
tej gestosci determinant antygenowych stosuje sie
silne fluorochromy i odwrotnie — dla duzej ich liczby
stosuje sie fluorochromy stabe.



Ocena populacji mieszanej erytrocytéw (chimeryzmu erytrocytéw) metoda cytometrii przeptywowe...

Cytometria przeptywowa jest idealnym narzedziem WNIOSKI

do monitorowania wszczepu linii czerwonokrwinkowej.
W ciagu paru godzin jesteSmy w stanie z duza czuto-
$cig i specyficznoscig okresli¢ zrodto erytrocytow we
krwi obwodowej chorego i ew. podja¢ dziatania majgce
na celu poprawe funkcjonowania wszczepu poprzez
m.in. redukcje dawek lekdw immunosupresyjnych, po-
dawanie erytropoetyny, plazmaferezy. Przedstawione
badania wykazaty, ze metodg cytometrii przeptywowej
jesteSmy w stanie w prosty, praktycznie bezinwazyjny
sposdb monitorowa¢ chorych najbardziej zagrozo-
nych rozwojem powiktan zwiazanych z wszczepem linii
czerwonokrwinkowej, czyli pacjentéw poddanych pro-
cedurze allogenicznej transplantacji z duza niezgodno-
$cig grup krwi.
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