Streszczenie doktoratu mgr Joanny Chociej-Stypulkowskiej

»Ocena dojrzalosci komorek CD34+ stosowanych w przeszczepach autologicznych w
powigzaniu ze skuteczno$cig leczenia rozleglych ubytkow chrzestno-kostnych

powierzchni stawowych.”

Leczenie zmian chrzestno-kostnych jest wielkim wyzwaniem w dziedzinie medycyny,
a regeneracja jest niezwykle ztozonym procesem naprawczym. W poczatkowych stadiach
najczesciej stosuje si¢ odcigzenie stawu i niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ). Niestety
wraz z nasileniem objawéw oraz zwigkszeniem rozlegtosci ubytku bierze si¢ pod uwage
leczenie operacyjne. Przy niewielkich ubytkach wystarczy artroskopowe oczyszczenie ubytku
z zastosowaniem techniki mikroztaman. Przy rozleglych zmianach, coraz czgsciej siega si¢ po
metody medycyny regeneracyjnej, zwlaszcza z wykorzystaniem przeszczepow autologicznych
komorek izolowanych z krwi pacjenta.

Celem podjetych badan byla ocena dojrzatosci komoérek CD34+ stosowanych
W przeszczepach autologicznych w powigzaniu ze skutecznoscig leczenia rozleglych ubytkoéw
chrzestno-kostnych powierzchni stawowych.

Materiat badany stanowil koncentrat komoérek powstajacych w szpiku pod wplywem
dziatania G-CSF otrzymany metodg aferezy przy uzyciu separatorow krwi MSC, pobierany od
50 pacjentow (32 mezczyzni, wiek 24-67 i 18 kobiet w wieku 28- 65) leczonych w szpitalu o
profilu ortopedyczno-chirurgicznym NZOZ Human Medica Omeda. Probki pobrano po
uzyskaniu pisemnej $wiadomej zgody, zgodnie z zasadami protokotu helsinskiego. Projekt
badan uzyskal akceptacje Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w
Biatymstoku numer OIL/K.B.-442/2018.

Aby zrealizowa¢ cel ocenilismy ilosciowo i jako$ciowo komorki obecne w zawiesinie
(koncentracie), otrzymanym metoda aferezy przy uzyciu separatorow krwi MSC, po
wczesniejszym  podaniu  podskornie  czynnika  stymulujacego  tworzenie  kolonii
granulocytarnych, wykonujac rozmazu, ktory zabarwiono metoda Maya- Griinwalda- Giemsy
(MGG) i oceniono przy uzyciu mikroskopu $wietlnego BX41 oraz okreslono ekspresje¢
antygenow powierzchniowych, cytoplazmatycznych i stezenie cytokin metodg fluorescencji
bezposredniej przy uzyciu cytometru przeptywowego (Canto 11, Becton Dickinson BD)

Do analizy statystycznej wynikow wykorzystano program STATISTICA 12. Do
zweryfikowania normalnos$ci wykorzystano test Shapiro-Wilka. Dane wykazujace rozktad

normalny przedstawiono jako wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym. Dane



liczbowe nie wykazujace rozktadu normalnego zostaty przedstawione jako mediana z podanym
zakresem warto$ci minimalnej i maksymalnej.

Na podstawie wynikow badan sformutowano 7 wnioskow. Podanie pacjentom czynnika
wzrostu kolonii granulocytarnych G-CSF doprowadzito do wzrostu komoérek nalezacych do
uktadu granulocytarnego, ktore stanowity okoto 40% analizowanych komorek. Najbardziej
cennymi komorkami w leczeniu ubytkéw chrzgstno-kostnych sg mezenhymalne komoérki zrebu
MSC CD45 i CD34 ujemne, charakteryzujace si¢ obecnosciag CD44, CD90, CD105. W
analizowanych zawiesinach otrzymanych metodg aferezy przy uzyciu separatoréw krwi HSC
stanowity 2,1% (0,67- 10%). Ilo$¢ hematopoetycznych komorek szpiku HCS z bardzo wysoka
ekspresjag CD45+ i CD34+, stanowita 4,5% 1 mieScita si¢ w przedziale 1,45- 12,8%. Komorki
z wysoka ekspresja CD34 zostaly podzielone ze wzglgdu na ekspresje antygendw
charakterystycznych dla poszczego6lnych linii komérkowych: prekursory limfocytéw T o
fenotypie CD45+, CD2+, cytCD3+, CD5+, CD7+, TdT+ stanowity 7,45% (6,75- 8,1%);
prekursory limfocytow B opisane ekspresja CD45+, CD19+, CD10+, TdT+ miescily si¢ w
zakresie 1,8- 2,5%, mediana 2,2%; prekursory monocytow o immunofenotypiec CD45+,
CD64+, CD13+, CD33+ to populacja, ktora stanowita 8,35% (7- 10%). Komorki dojrzate, bez
ekspresji CD34, tworzyly populacj¢: limfocytow T opisanych fenotypem CD45+, CD2+,
cytCD3+, CD3+, CD5+, CD7+ stanowity 16,85% komorek (12,25-18,5%); limfocytow B
CD45+, CD19+, CD20+, CD22+ miescily si¢ w granicach 3-4,9%, mediana 4,25%;
monocytow CD45+, CD14+, CD64+, CD13+, CD33+, MPO+, CD16+ stanowity 10,1% (5,3-
15,4%). Analizowane komorki wydzielaja cytokiny, z ktorych najwyzsze stezenie odnotowano
w przypadku IL-17A (86,3 pg/mL), kolejna to IL-6 (72,76 pg/mL), zblizone st¢zenia miaty IL-
2, INF, IL-8, IL-10, najnizsze IL-1p i IL-12p70. Zastosowanie u pacjentow zakwalifikowanym
do zabiegu, przeszczepienia komoérek osadzonych na biowchtanialnej matrycy i komorek kosci
gabczastej w miejsce rozlegtych ubytkow chrzgstno-kostnych powierzchni stawowych stawu
kolanowego, koncentratu sktadajacego si¢ z tak roznorodnej mieszaniny komorek znaczaco
poprawito funkcjonalno$¢ kolana (z 30% przed zabiegiem do 85% po) . Przyczynito si¢ to do
wzrostu satysfakcji z efektow zabiegu (oceniane na 8-10), klinicznej poprawy zgiecia, petnego
wyprostu i prawidtowego wzorca chodu. Testy Wilsona, Apley'a i1 Thesally'ego byly ujemne u
75% zglaszajacych sie pacjentow, natomiast w tesscie Zahlena wynik dodatni stwierdzono u

75% pacjentow. W badaniu palpacyjnym jedynie u 15% stwierdzono bol.



