L,Zhaczenie ekspresji i polimorfizmu genu kodujgcego receptor dla czynnika
stymulujgcego wzrost kolonii granulocytow (CSF3R) w przeszczepieniu komérek

mobilizowanych ze szpiku do krwi obwodowej”

Przeszczepienie komoérek krwiotwdrczych to metoda leczenia zagrazajacych zyciu
choréb nowotworowych i nienowotworowych. Obecnie najpopularniejszym zrédtem materiatu
transplantacyjnego sg komoérki hematopoetyczne mobilizowane ze szpiku do krwi
obwodowej. Mobilizacja inicjowana jest podaniem czynnika stymulujgcego powstawanie
kolonii granulocytéw (G-CSF) i przypomina naturalny proces uwalniania komorek
progenitorowych do krwi w odpowiedzi na wystgpienie infekcji lub stanu zapalnego.

Jednakze, molekularne mechanizmy Kkierujgce tym procesem pozostajg niejasne.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie czy i w jaki sposéb zmiennos¢ polimorficzna
genu receptora dla G-CSF (CSF3R), ekspresja wybranych genow szlaku G-CSF (CSF3R,
czynnikéw transkrypcyjnych STATL, -3, -5 i supresora przekazywania sygnatu SOCS3) na
poziomie mMRNA oraz ekspresja receptora CSF3R na neutrofilach i monocytach zwigzana
jest z efektywnoscig mobilizacji i tempem odnowy hematologicznej u pacjentéw poddanych

autologicznemu przeszczepieniu komérek mobilizowanych do krwi.

Materiat do badan stanowita krew obwodowa pobrana jednorazowo od 279 osob
zdrowych, nalezacych do grupy kontrolnej, oraz dwukrotnie (przed i w pigtym dniu
mobilizacji) od 105 oséb chorych. U wszystkich pacjentéw zdiagnozowano nowotwory krwi

(szpiczaka mnogiego, chtoniaki nieziarnicze, ziarnice ztosliwg lub ostrg biataczke szpikowaq).

Pacjenci ze szpiczakiem mnogim (MM) Ilub chtoniakami nieziarniczymi (NHL)
charakteryzowali sie wydajniejszg mobilizacjg w poréwnaniu do osdb z ziarnicg ztosliwg (HL)
(p=0,022 dla MM vs. HL oraz p=0,013 dla NHL vs. HL). Jednak udokumentowany negatywny
efekt zastosowanej intensywnej chemio- i/lub radioterapii nie pozwala na jednoznaczne
powigzanie danego typu nowotworu krwi z okreslong efektywnoscig uwalniania komorek

hematopoetycznych ze szpiku.

Obecno$¢ pieciu wariantow polimorficznych CSF3R  (rs3917924, rs3918001,
rs3918020, rs3918021 i rs146617729) zbadano metodg PCR-RFLP lub z uzyciem zestawéw
starterow i sond LightSNiP do PCR z analiza krzywej topnienia. Natomiast polimorfizm

rs148916169 analizowano wykorzystujgc sekwencjonowanie DNA.

Nie stwierdzono zwigzku obecnosci zadnego 2z przebadanych wariantow
polimorficznych genu CSF3R z ekspresjg CSF3R (zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka).

Zaobserwowano jedynie tendencje, iz obecno$¢ dzikiego allelu C i genotypu CC



polimorfizmu rs3917924 zwigzana jest z wyzszym poziomem mRNA CSF3R przed podaniem
G-CSF (p=0,093 dla genotypu C+ vs. TT oraz p=0,079 dla genotypu CC vs. TT). Nie
stwierdzono zaleznosci zadnego z przebadanych wariantéw genetycznych z efektywnoscig

mobilizacji ani z tempem odnowy hematologicznej po przeszczepieniu.

Wzgledny poziom ekspresji wybranych gendw zostat okreslony wykorzystujac ilosciowy
PCR z odwrotng transkrypcja. Ekspresja badanych gendéw zmieniata sie w zréznicowany
sposob: u jednych pacjentow poziomy mRNA rosty w nastepstwie podania G-CSF, podczas

gdy u innych oséb malaty bgdz pozostawaty na statym poziomie.

Warto zauwazy¢, ze w wiekszosci przypadkow ekspresja jednych gendw zwigzana
byta z poziomami mRNA innych gendéw, cho¢ nie zawsze byly to silne korelacje. Przed
rozpoczeciem mobilizacji ekspresja CSF3R byfa najsilniej zwigzana z poziomem mMRNA
STAT3 i SOCS3 (p<0,001 zaréwno dla korelacji CSF3R-STAT3 jak i CSF3R-SOCS3).
W pigtym dniu mobilizacji zwigzek ekspresji CSF3R z poziomem mRNA STAT3 i SOCS3
pozostat silny (p<0,001, jak poprzednio). W tym samym punkcie czasowym istotne staty sie
takze korelacje miedzy STAT3 i STAT5A, STAT3 i STAT5B, SOCS3 i STAT5A, jak rowniez
miedzy STAT3 i SOCS3 (p<0,001 dla wszystkich zaleznosci).

Natomiast efektywno$¢ uwalniania komoérek progenitorowych do krwiobiegu okazata
sie by¢ zalezna w sposdb negatywny od ekspresji STAT1 przed podaniem G-CSF (p=0,033)
oraz STAT3 w pigtym dniu mobilizacji (p=0,025).

Do zbadania ekspres;ji receptora dla G-CSF na powierzchni neutrofilédw i monocytow
postuzyta cytometria przeptywowa. Stwierdzono, Ze liczba komérek nalezacych do obu
powyzszych subpopulacji istotnie wzrosta u pacjentéw w nastepstwie podania G-CSF
(p=0,033 i p=0,004, odpowiednio dla neutrofiléow i monocytéw). Jednak nie zaobserwowano,

aby liczba neutrofiléw lub monocytéw byta zwigzana z efektywnoscig mobilizaciji.

Odsetek neutrofilow i monocytéw posiadajgcych na swojej powierzchni receptor dla G-
CSF byt znaczaco wyzszy u pacjentdw w poréwnaniu do oséb zdrowych (p<0,001 dla
neutrofilbw CSF3R+ oraz p=0,017 dla monocytow CSF3R+). Zaobserwowano, ze kspresja
CSF3R na powierzchni neutrofilow - zaréwno przed (p=0,064) jak i w pigtym dniu mobilizaciji
(p=0,075) - byta negatywnie skorelowana =z wydajnoscia uwalniania komodrek

progenitorowych ze szpiku, choc relacje te nie byty istotne statystycznie.

Podsumowujac, wyniki niniejszych badan pozwolity lepiej zrozumie¢ procesy
zachodzgce w organizmie w nastepstwie indukowanej G-CSF mobilizacji. Wskazaty na
potencjalny udziat monocytéw, obok neutrofildw, w procesie mobilizacji. Sugerujg takze, ze
STAT3, STAT5A, STAT5B i SOCS3 petnig wazng role w odpowiedzi na podanie G-CSF oraz

wskazujg, ze ekspresja gendw szlaku G-CSF moze by¢ zwigzana z wydajnoscig mobilizaciji.



