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Dipeptidyl peptidase IV is a membrane enzyme involved in intracellular interactions
governing processes. Proven its effects on engraftment the transplanted allogeneic
hematopoietic cells. The aim of this study was to analyze the expression of CD26 in the
mobilization of hematopoietic cells for auto-transplantation in multiple myeloma
patients. In 30 patients, who, during the 2011-2012, underwent the mobilization of hema-
topoietic cells, CD26 was determined on CD34 positive cells as well as on lymphocytes,
monocytes and granulocytes, before mobilization procedures, as well as on the cells
obtained after separation on cell separator. We found a statistically significant increase
in the number of mononuclear cells expressing CD26, non-expression of CD26 on granu-
locytes, both before and during the mobilization procedures. Additionally we found
a week expression of CD26 on CD34 positive cells. The obtained results seem to indicate
an important role of bone matrix cells expressing CD26 in the process of mobilization of
hematopoietic cells in myeloma multiplex patients.
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Wstep

Wysokodawkowana chemioterapia wspomagana autoprze-
szczepieniem  krwiotwdrczych  komoérek  macierzystych
(AHSCT), mimo istotnego postepu w leczeniu chemioterapeu-
tycznym, w ostatnich latach pozostaje nadal leczeniem
z wyboru u pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym (MM).
Aktualnie Zrédlem macierzystych komoérek krwiotwoérczych
(PBSC) wykorzystywanych do AHSCT w znacznej wiekszosci
przypadkéw jest krew obwodowa [1].

Podczas mobilizacji PBSC stosuje sie rutynowo chemio-
terapie mobilizujacg i od +5. doby po chemioterapii mobili-
zujgcej podaje sie czynnik wzrostu granulocytéw (G-CSF)
w dawce 5-10 pg/kg masy ciata. Leukafereze komoérek
krwiotwérczych rozpoczyna sie, gdy liczba progenitorowych
komérek hematopoetycznych (HPC) wyniesie we krwi
obwodowej powyzej 0,025 G/], a dzieje sie tak zazwyczaj
okolo 10.-14. doby od rozpoczecia chemioterapii mobilizu-
jacej. W wigkszosci przypadkéw podczas jednej mobilizacji
komoérek krwiotwérczych uzyskuje sie >2 x 10° komérek
CD34+/kg masy ciala biorcy. Wedlug wytycznych Europej-
skiego Towarzystwa Transplantacji Szpiku (EBMT; European
Bone Marrow Transplantation), za ilo$¢ komédrek CD34+ bez-
pieczng dla zapewnienia odnowy hemopoezy po AHSCT
uznaje sie 2-3 x 10%kg masy ciala [2]. Udowodniono, ze
proces mobilizacji macierzystych komérek krwiotwérczych
ze szpiku kostnego jest oparty na skomplikowanych reak-
cjach immunologicznych, w ktére zaangazowanych jest
wiele chemokin [3]. Jednymi z lepiej poznanych sg chemo-
kiny z osi CXCL12 (SDF1; stroma direct factor 1) — CXCR4
(CD184). Jak wiadomo z dotychczas przeprowadzonych
badan in vitro, jak réwniez z badan na modelach zwierze-
cych, dipeptydylo-peptydaza IV (CD26, DPP IV) - enzym
btonowy inaktywujgcy chemokine CXCL12 powoduje przer-
wanie polgczenia pomiedzy dojrzewajgcymi komérkami
hematologicznymi a macierza szpiku kostnego poprzez
receptor CXCR4 [4]. Sytuacja taka ma miejsce podczas
mobilizacji PBSC do krwi obwodowej. Wykazano réwniez,
ze dodanie do hodowli komérkowej in vitro G-CSF powoduje
znaczacy wzrost liczby komérek z ekspresjg antygenu CD26
[4]. In vivo w wyniku wzrostu aktywnos$ci DPP IV przery-
wane sg potgczenie pomiedzy mikrosrodowiskiem szpiku
a komoérkami CD34+ uwalnianymi do krwi obwodowej [4].
Wykazano natomiast, ze u zdrowych dawcéw na zmobilizo-
wanych komoérkach CD34+ ekspresja antygenu CD26 jest
niska [5].

Dotychczas nie badano, czy in vivo wystepuje zaleznosc¢
pomiedzy ilosciag skolekcjonowanych komoérek CD34+
a liczbg komérek jednojgdrzastych z ekspresja receptora
CD26 podczas mobilizacji PBSC u chorych ze szpiczakiem
plazmocytowym.

Celem niniejszego badania byta ocena liczby limfocytéw,
monocytéw, granulocytéw oraz komoérek CD34+ z ekspresjg
enzymu DPP IV pobranych z krwi obwodowej przed mobili-
zacjg oraz z materialu uzyskanego podczas leukafarezy,
a takze ocena korelacji liczby komérek jednojgdrzastych
z ekspresjg antygenu CD26 z liczbg skolekcjonowanych
komoérek CD34+ u pacjentéw z MM.

Material i metody

Badanie zostalo zaaprobowane przez Komisje Bioetyczna
Slgskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Pacjenci
wyrazili $wiadoma, pisemng zgode na udzial w badaniu.

Do prospektywnego badania zakwalifikowano w latach
2011-2012 w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku
w Katowicach kolejnych 35 pacjentéw ze szpiczakiem plaz-
mocytowym, zakwalifikowanych do leczenia AHSCT,
u ktérych planowano rozpoczecie leczenia mobilizujgcego.
Trzydziestu z nich (14 kobiet, 16 mezczyzn) z mediang
wieku 53 lata (39-71), u ktérych stwierdzono obecnosé
komérek CD34+ we krwi obwodowej przed rozpoczeciem
leczenia mobilizujgcego, wigczono do badania. Szczegdtowa
charakterystyka pacjentéw zostala przedstawiona w tabeli I.

Wszyscy pacjenci jako chemioterapie mobilizujgcy otrzy-
mali dozylnie cyklofosfamid w dawce 2-4 g/m? a od +5.
doby az do ostatniego dnia mobilizacji podawano im pod-
skérnie G-CSF w dawce 10 pg/kg masy ciata/dobe. Aferezy
rozpoczynano, gdy liczba komoérek HPC we krwi obwodowej
wyniosto co najmniej 0,025/ul przy leukocytozie >4 G/l
Zabiegi przeprowadzono na separatorze komoérkowym Cobe
Spectra. U 5 chorych 1 zabieg leukaferezy byl wystarczajgcy
do uzyskania bezpiecznej dla przeprowadzenia AHSCT liczby
komérek CD34+. W 16 przypadkach przeprowadzono zabieg
dwukrotnie, a u pozostalych pacjentéw afereze trzeba bylo
przeprowadzi¢ co najmniej trzykrotnie.

Materialem do badan fenotypowych byta krew obwodowa
w iloéci 3 ml pobrana do probéwki z EDTA-K2 oraz materiat
z worka kolekcyjnego o objetosci 2ml. Odsetek komérek
CD34+ oznaczano wg metody ISHAGE na komoérkach krwi
obwodowej przed rozpoczeciem chemioterapii, jak réwniez
z worka kolekcyjnego [6].

Liczbe komorek z blonowa ekspresja antygenu CD26
badano w tych samych punktach czasowych, czyli przed
rozpoczeciem leczenia mobilizujgcego, na komérkach pobra-
nych z krwi obwodowej oraz na komoérkach z materiatu
kolekcyjnego po leukaferezach. Do badania uzyto przeciw-
ciat monoklonalnych sprzezonych z odpowiednimi fluoro-
chromami: anty-CD26, anty-CD34 (firma Becton-Dickinson).
Jako kontroli izotypowych uzyto przeciwcial mysich IgG1.

Tabela I - Charakterystyka ogdlna pacjentéw wiaczonych

do badania
Table I — Characteristic of patients including to the study

Parametry kliniczne Dane

ptec (k/m) 14/16

mediana wieku (zakres) 53 (39-71)

liczba poprzednich linii leczenia 1/2/3 lub wiecej 18/9/3

podtyp szpiczaka plazmocytowego 12/6/2/5/4/1
IgGr/IgGN/1gAN1gAk/ch.1.l/MM niewydzielajacy

odpowiedz na leczenie przed mobilizacjg 7/14/9/0

CR/VGPR/PR/NR

ch.1l. - choroba tancuchéw lekkich; MM - szpiczak plazmocytowy;
CR - catkowita remisja; VGPR - bardzo dobra czeSciowa odpowiedz;
PR - czeSciowa odpowiedz; NR - brak remisji
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Tabela II - Ekspresja antygenu CD26 na poszczegdlnych subpopulacjach leukocytéw pobranych z krwi obwodowej przed

mobilizacja i z worka kolekcyjnego po separacji

Table II - Expression of CD26 antigen on the subpopulation leukocytes taking from blood before mobilization and the collection bag

after the separation

Populacja komérek Komérki z ekspresjg antygenu
CD26 w % mediana (zakres)

przed mobilizacja

Komoérki z ekspresjg antygenu
CD26 w % mediana (zakres)

Wspbtczynnik
korelacji R

Wartos¢ p

po mobilizacji

Komoérki CD34+ 4,5 (0-12,5) 2,7 (0-17,9) 0,30 0,07
Komoérki jednojgdrzaste 49,65 (24,5-89) 79,95 (57,5-83) 0,38 0,000046
Limfocyty 50,7 (24,1-84,6) 68,4 (52,8-85,8) 0,56 0,000004
Monocyty 4,5 (0,2-8,1) 13,5 (0-92,1) 0,31 0,000013
Granulocyty 0,07 (0-0,7) 1,8 (0-3,8) 0,92 0,34
Prébki krwi obwodowej i z workéw kolekeyjnych o objetosci —
100 pl i komérkowosci do 1 x 10% leukocytéw inkubowano Wyniki

z przeciwcialami monoklonalnymi przez 15 minut w tem-
peraturze pokojowej bez dostepu $wiatla, a nastepnie pod-
dano lizie w BD FACS Lyse Wash Assistant firmy Becton-
-Dikinson. Pomiary wykonano metoda wielokolorowej cyto-
metrii przeplywowej z uzyciem cytometru przeplywowego
FACS Canto II. Ekspresje antygenu CD26 analizowano na
odpowiednio wyreparowanych histogramach na populacjach
limfocytéw, monocytéw, granulocytéw oraz na komérkach
CD34+.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu
kilku metod statystycznych. Do oceny ekspresji CD26 na
komérkach CD34+, limfocytach, monocytach oraz granulocy-
tach pobranych z worka kolekcyjnego oraz z krwi obwodo-
wej przed mobilizacjg oraz liczby zgromadzonych komérek
CD34+ podczas kolekcji okre$lono mediane. Dla oceny réznic
pomiedzy ekspresjg CD26 na populacjach leukocytéw przed
i po separacji zastosowano test Wilcoxona. Za krytyczny
poziom istotnosci uznano p =0,05. Celem okre$lenia zalez-
nosci pomiedzy liczbg komorek jednojgdrzastych z ekspresja
CD26 a liczba zebranych komodrek CD34+ (rozklad rézny od
normalnego) obliczono wspétczynnik korelacji rang Spear-
mana. Dla oznaczenia poziomu istotnosci stwierdzonych
zaleznosci zastosowano nastepujgce oznaczenia ns-p > 0,05
warto$¢ nieistotna statystycznie, p < 0,05 warto$¢ istotna
statystycznie. Wszystkich obliczen dokonano w programie
statystycznym STATISTICA 9.1

EKSPRESJA CD26 NA LIMFOCYTACH PRZED CHEMIOTERAPIA

CD26 FITC-A

Ryc. 1 - Przykladowy wykres ekspresji CD26 na limfocytach
przed chemioterapia mobilizujaca

Fig. 1 — CD26 expression on lymphocytes before mobilization
chemotherapy

U 28 na 30 (93%) pacjentéw zgromadzono wystarczajgca
liczbe komérek CD34+ do przeprowadzenia AHSCT. U dwdéch
pacjentéw skolekcjonowano jedynie odpowiednio: 1,2 x 10%/
kg mc. oraz 1,63 x 10%kg mc. komérek CD34+. Mediana iloéci
zgromadzonych komoérek CD34+ podczas mobilizacji wyniosta
6,5x 10%kg mc. (1,2-13,98). Mediana liczby komérek
z ekspresjg CD26 na jednojgdrzastych leukocytach krwi obwo-
dowej przed mobilizacja wynosita 49,65% (zakres 24,5-89),
natomiast w materiale uzyskanym w trakcie separacji 79,95%
(zakres 57,5-183) (Tab. II). R6znica ta byla znamienna staty-
stycznie (p=0,00002). Przyktadowe cytogramy uzyskane
w trakcie oceny CD26 na komérkach jednojadrzastych z krwi
obwodowej oraz materialu separacyjnego przedstawiajg
ryciny 11 2.

Komérki CD34+ wyizolowane z krwi obwodowej przed
leczeniem mobilizujgcym wykazywaly stabg ekspresje anty-
genu CD26, mediana liczby komérek CD34+CD26+ wynosita
4,5% (0-12,5%) (Tab. II). W materiale uzyskanym podczas
mobilizacji liczba komérek CD34+ z ekspresjg enzymu DPP
IV nie ulegta zwiekszeniu - mediana 2,7% (0-17,9%).

Nie wykazano znamiennosci statystycznej pomiedzy
liczbg zmobilizowanych komérek CD34+ a liczbg komorek
jednojadrzastych z ekspresjg CD26 zaréwno przed mobiliza-
cja, jak i z materialu separacyjnego (R=0,12; p=0,53 oraz
R=0,12; p=0,54).

o EKSPRESJA CD26 NA LIMFOCYTACH WWWORKU KOLEKCYJNYM-

Count

a
CD26 FITC-A

<

10 10

Ryc. 2 - Przykladowy wykres ekspresji CD26 na limfocytach
pobranych z worka kolekcyjnego
Fig 2 - CD26 expression on lymphocytes from the collecting bag
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Podsumowanie wynikéw

Po chemioterapii mobilizujgcej cyklofosfamidem oraz G-CSF
u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym wykazano zna-
mienny statystycznie wzrost ekspresji CD26 na komérkach
jednojadrzastych, gléwnie limfocytach. Nie wykazano eks-
presji dipeptydylo-peptydazy IV na komérkach CD34+ za-
réwno na pobranych z krwi obwodowej przed leczeniem
mobilizujgcym, jak i na komérkach CD34+ z worka kolekcyj-
nego po leukafarezie. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy
liczbg komérek jednojgdrzastych z ekspresjg CD26 a liczbg
komoérek CD34+ uzyskanych w czasie separacji.

Omoéwienie

Autoprzeszczepienie macierzystych komérek krwiotwoérczych
jest optymalnym sposobem leczenia chorych na szpiczaka
plazmocytowego dajagcym zaréwno wydluzenie czasu wol-
nego od progresji choroby, jak i wydluzenie catkowitego
przezycia [2]. PBSC niezbedne do wykonania AHSCT sg
pobierane z krwi obwodowej po poprzedzajgcym leczeniu
mobilizujgcym i nastepczym kolekcjonowaniu na separato-
rach komérkowych. Problemem pozostaje brak mozliwosci
zebrania wystarczajgcej liczby komoérek CD34+ pozwalajgcej
na bezpieczne przeprowadzenie zabiegu autotransplantacji
u czesci chorych. Dipeptydylo-peptydaza IV jest enzymem,
ktéry moze mie¢ wplyw na mobilizacje komérek krwiotwor-
czych ze szpiku kostnego do krwi obwodowej. Przeprowadzo-
ne badania na myszach potwierdzaja, ze catkowity brak
ekspresji DDP IV na komoérkach po zastosowaniu G-CSF
wplywa niekorzystnie na skuteczno$¢ mobilizacji [4, 7]. Udo-
wodniono, ze G-CSF zwieksza ekspresje CD26 na komoérkach
jednojadrzastych pozyskiwanych z krwi pepowinowej |[8].
W naszym badaniu réwniez potwierdzono wzrost liczby
komoérek jednojadrzastych, szczegélnie limfocytéw z ekspresjg
enzymu DPP IV po podaniu leczenia mobilizujgcego. Przepro-
wadzone przez nas badania nie wykazaly granulocytow z eks-
presja CD26 zar6wno przed, jak i po leczeniu mobilizujgcym.
Jak wiadomo, DDP IV bierze udziat w wielu reakcjach
regulatorowych. Udowodniono znaczenie tego enzymu w pa-
togenezie w cukrzycy typu 2 [9] oraz w przewleklych choro-
bach zapalnych z szczegdlnym uwzglednieniem choréb
autoimmunologicznych [10]. W transplantologii oddziatywa-
nie blonowego enzymu DDP IV wigze sie z immunoreguluja-
cym wplywem bezpoérednio na o§ SDF-1 - CXCR4 [5].
Zwiekszona jego ekspresja na komoérkach hematopoetycz-
nych w szpiku kostnym ulatwia ich uwalnianie do krwi
obwodowej na zasadzie reakcji enzymatycznej. Wiekszosé
dotychczasowych badan zostala przeprowadzona na zwierze-
tach [4, 7] lub dotyczyla wszczepiania sie komdrek CD34+ oraz
regeneracji ukltadu krwiotwérczego po allotransplantacji
macierzystych komérek krwiotwérczych [5, 11]. Prabhash
i wsp. w badaniu dotyczacym wplywu ekspresji CD26 na
wszczepianie sie komérek krwiotwoérczych przebadali nie-
liczna, niejednorodng pod wzgledem rozpoznania grupe 17
chorych poddanych AHSCT [5]. Wykazali oni ujemng korela-
cje pomiedzy ekspresjg CD26 a poczatkiem regeneracji ukladu
bialokrwinkowego. Wykazali oni réwniez wysoka ekspresje

CD26 na komoérkach CD34+ [5]. W naszym badaniu nie
wykazaliémy ekspresji enzymu DDP IV na komérkach CD34+
pobranych z krwi obwodowej przed leczeniem mobilizuja-
cym, jak réwniez wzrostu liczby komodrek CD34+ z ekspresja
DDP IV po leukaferezie. Podobng obserwacje na myszach
opisali Bonig i wsp. [12].

Wedlug naszej wiedzy, przeprowadzone przez nas pros-
pektywne badanie jest jednym z pierwszych dotyczacym
oceny wplywu zalezno$ci pomiedzy ekspresjg CD26 a iloscig
pozyskiwanych komérek krwiotwérczych u chorych ze szpi-
czakiem plazmocytowym. Wykazanie przez nas znaczacego
wzrostu liczby komoérek jednojadrzastych, a szczegdlnie lim-
focytéw z ekspresjg CD26 podczas mobilizacji, przy braku
statystycznie znamiennej korelacji z iloscig komérek CD34+
skolekcjonowanych po leczeniu mobilizujacym wymaga
potwierdzenia w kolejnych badaniach na wigkszej grupie
chorych. Wydaje sie, Ze interesujgce moze by¢ réwniez
zbadanie zaleznosci ekspresji DDP IV na komérkach krwio-
twoérczych wzgledem ekspresji innych chemokin zaangazo-
wanych w mechanizmy interakcji miedzykomoérkowych jak
CXCR4 czy CXCL12.

Podsumowanie

Przeprowadzone przez nas obserwacje ekspresji dipepty-
dylo-peptydazy IV na komérkach jednojadrzastych podczas
mobilizacji komoérek krwiotwérczych w szpiczaku plazmocy-
towym s3 badaniami pilotowymi, ale uzyskane wstepne
wyniki potwierdzajgce zwiekszenie ich liczby w materiale
pozyskiwanym do przeszczepienia komérek krwiotwdrczych
uzasadniajg ich kontynuacje.
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