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Streszczenie

Wykaz skréotow

ANGPT1 - angiopoetyna-1

ANGPT2 - angiopoetyna-2

Auto-HSCT - autologiczne przeszczepienie hematopoetycznych komorek macierzystych (autologous
hematopoietic stem cell transplantation)

EC — komoérki srédbtonka naczyn (endothelial cells)

ELISA — test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)

HL — ziarnica ztosliwa (Hodgkin lymphoma)

HSC- hematopoetyczne komérki macierzyste (hematopoietic stem cells)

HSCT — przeszczep hematopoetycznych komdrek macierzystych (hematopoietic stem cell
transplantation)

MRNA — matrycowy RNA (messenger RNA)

MiRNA — mikroRNA (microRNA)

MM - szpiczak mnogi (multiple myeloma)

MMP-9 - metaloproteinaza macierzy-9

NHL — chtoniaki nieziarnicze (non-Hodgkin lymphoma)

RNA — kwas rybonukleinowy (ribonucleic acid)

UTR — rejon niepodlegajacy translacji (untranslated region)

VEGF — czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor)

Wstep

Nisza hematopoetyczna, sktadajgca sie z czesci osteoblastycznej i naczyniowej to miejsce
powstawania, dojrzewania i réznicowania krwiotwdrczych komarek macierzystych (HSC). Wazng role
w funkcjonowaniu niszy odgrywajg procesy angiogenezy, prowadzgce do tworzenia nowych naczyn.
Podczas mobilizacji do auto-HSCT nastepuje uwolnienie HSC z niszy szpikowej do krwi obwodowej.
Nisza hematopoetyczna to takze miejsce zagniezdzania HSC po auto-HSCT. Procesy te sg regulowane
m.in. przez biatka — cytokiny, a takze miRNA. MiRNA to niewielkie, endogenne czgsteczki RNA
(sktadajgce sie z 19 - 25 nukleotyddéw), ktdre faczac sie regionem UTR mRNA hamujg translacje co

prowadzi do degradacji mRNA i hamowania ekspresji gendw. Czasteczki miRNA istotnie wptywajg na



ekspresje genéw odpowiedzialnych m.in. za procesy angiogenezy, apoptozy czy rozwoju i
réznicowania HSC. Poprzez kontrole ekspresji cytokin istotnie wptywaja na zagniezdzanie HSC w niszy

szpikowej i regeneracje szpiku po auto-HSCT.

Cele pracy

Celem pracy byto zbadanie ekspres;ji i kinetyki cytokin i miRNA niszy szpikowej u pacjentéw z
nowotworami limfoproliferacyjnymi, poddawanych autologicznemu przeszczepieniu
hematopoetycznych komérek macierzystych, a takze poszukiwanie korelacji pomiedzy ekspresjg
cytokin i miRNA a szybkoscig wszczepu (regeneracji neutrofili) po auto-HSCT. W pracy badano
ekspresje cytokin i proteaz regulujgcych angiogeneze i migracje HSC. Oznaczano stezenie: VEGF,
ANGPT1, ANGPT2 i MMP-9. Do badanych miRNA nalezaty: miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126,
miRNA-146a oraz miRNA-223.

Ocena ekspresji cytokin i proteaz

Materiaty i metody

Do badania wtaczono 43 pacjentéw (18 K, 25 M). Mediana wieku wynosita 57 lat. W grupie
badanej znajdowato sie 33 pacjentéw z MM, 8 z NHL i 2 z HL. Analizowano krew (osocze) pobrang od
pacjentéw w 5 punktach czasowych: przed chemioterapig kondycjonujgcy, po chemioterapii lecz w
dniu autologicznego przeszczepienia (0) oraz w +7, +14 i +21 dobie po przeszczepieniu. Stezenie

cytokin byto oznaczane metodg ELISA.

Wyniki

Nasze badanie wykazato zmniejszenie ekspresji VEGF, ANGPT1 i MMP-9 po chemioterapii
kondycjonujgcej trwajgce do +7 dnia po HSCT (nadir aplazji szpiku) w poréwnaniu do wartosci sprzed
chemioterapii. W przypadku VEGF, spadek ekspresji utrzymywat sie do +14 dnia. Zaobserwowano
spadek stezenia ANGPT2 po leczeniu kondycjonujgcym, natomiast wzrost ekspresji tej cytokiny

zanotowano od dnia +7. Stwierdzono dodatnie korelacje miedzy poziomem ANGPT1 i MMP-9 w dniu



+7 a iloscig dni niezbedna do regeneracji neutrofili. W przeciwienstwie do ANGPT1, zaobserwowano

ujemna korelacje miedzy poziomem ANGPT2 w dniu +7 a liczba dni potrzebng do wszczepu.

Ocena ekspresji miRNA

Materiaty i metody

Do badania wtgczono 51 pacjentéw (23 K, 28 M). Mediana wieku wynosita 59 lat. W grupie
badanej znajdowato sie 42 pacjentéw z MM, 7 z NHL i 2 z HL. Analizowano krew (osocze) pobrang od
pacjentéw w 4 punktach czasowych: przed chemioterapig kondycjonujgca, po chemioterapii lecz w
dniu autologicznego przeszczepienia (0) oraz w +7 i +14 dobie po przeszczepieniu. Ekspresje miRNA

oznaczano metodg Real-time PCR.

Wyniki

Zaobserwowano staty spadek ekspresji wszystkich badanych miRNA po chemioterapii
kondycjonujgcej i we wczesnym okresie poprzeszczepowym w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych.
Stwierdzono, ze wyisza ekspresja miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126 i miRNA-146a w dniu O
korelowata z dtuizszym czasem do uzyskania wszczepu. Dodatkowo, zaobserwowano dodatnig
korelacje pomiedzy poziomami miRNA-15a, miRNA-146a i miRNA-223 ocenianymi w dniu +7 i iloscig
dni potrzebng do wszczepu.

Zauwazono dodatnig korelacje pomiedzy ekspresjg miRNA-16, miRNA-146a i miRNA-223 w
dniu 0 i poziomem ANGPT1. Dodatnig korelacje ww. miRNA w dniu O zaobserwowano réwniez w
przypadku MMP-9. Co wiecej, stwierdzono dodatnig korelacje miedzy miRNA-15a, miRNA-16,
mMiRNA-126 i miRNA-223 i stosunkiem ANGPT1/ANGPT2 w dniu 0. Zaobserwowano dodatnig
korelacje miedzy poziomami miRNA-16, miRNA-146a i miRNA-223 ocenianymi w dniu +7 i ekspresjg
MMP-9.

Whioski

1. U pacjentéw z nowotworami limfoproliferacyjnymi zaobserwowano istotne zmiany stezenia

badanych cytokin oraz ekspresji miRNA we wczesnym okresie poprzeszczepowym, co moze

wskazywac na ich istotng role w funkcjonowaniu niszy szpikowej.



Wptyw ANGPT1 i ANGPT2 na szybkos¢ wszczepiania sie komérek po auto-HSCT jest
przeciwstawny.

Ekspresja angiopoetyn i MMP-9 w okresie gtebokiej aplazji szpiku po chemioterapii koreluje z
efektywnoscig procesu wszczepienia po auto-HSCT, co wskazuje na wspomagajacg role
angiogenezy w procesach regeneracji po chemioterapii oraz transplantacji komdrek
macierzystych

Korelacje pomiedzy ekspresjg miRNA po leczeniu kondycjonujgcym oraz w okresie nadiru
aplazji po chemioterapii, a czasem niezbednym do wystgpienia wszczepienia, wskazujg na
regulacyjny wptyw poszczegdlnych miRNA na kluczowe procesy niszy hematopoetycznej po
auto-HSCT.

Ocena niszy szpiku kostnego podczas przeszczepienia HSC moze mie¢ implikacje kliniczne,
zwtaszcza w rzadkich przypadkach opdznionego wszczepienia lub niewydolnosci przeszczepu.
Bioragc pod uwage fakt, iz takie powiktania sg nieprzewidywalne, uzasadniona jest dalsza

ocena biologii niszy szpiku kostnego po transplantacji.



Summary

Introduction

The hematopoietic niche, consisting of osteoblastic and vascular parts, is the site of the
formation, maturation, and differentiation of hematopoietic stem cells (HSC). An important role in
the functioning of the niche is played by angiogenesis processes leading to the formation of new
vessels.

During mobilization for auto-HSCT, HSC is released from the bone marrow niche into the peripheral
blood. The hematopoietic niche is also an environment for the HSC homing after auto-HSCT. These
processes are regulated, among others, through proteins - cytokines, as well as miRNAs. MicroRNAs
(miRNAs) are a class of small nucleotides (19-25), endogenous non-coding RNAs, that play a
significant role in the post-transcriptional regulation of gene expression. By targeting the
3’'untranslated regions (UTRs) of messenger RNA (mRNA), miRNAs repress translation, which leads to
mMRNA degradation and therefore downregulation of gene expression. MiRNA molecules significantly
affect the expression of genes responsible for the processes of angiogenesis, apoptosis or HSC
development, and differentiation. By controlling the expression of cytokines, they significantly affect

the homing of HSC in the bone marrow niche and regeneration after auto-HSCT.

Objectives

The aim of the study was to investigate the expression and kinetics of the cytokines, and
miRNAs active in the bone marrow niche in patients with lymphoproliferative malignancies, treated
with auto-HSCT. Further query investigated the correlation between cytokines and miRNAs level, and
the time to engraftment (regeneration of neutrophils) after auto-HSCT. The study evaluated the

expression of cytokines and proteases regulating angiogenesis and HSC migration. The



concentrations of VEGF, ANGPT1, ANGPT2, and MMP-9 were determined. The miRNAs tested group
included: miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126, miRNA-146a and miRNA-223.

Evaluation of cytokines expression

Materials and Methods

Forty-three patients were enrolled in this study (18 F, 25 M). The mean age of patients was 57
years. The investigated group consisted of 33 MM, 8 NHL, and 2 HL. The venous blood (plasma
samples) was collected at five time points: before the conditioning chemotherapy (BC), on the day of
HSCT (0), 7 (+7), 14 (+14), and 21 days after HSCT (+21). The levels of cytokines were assessed by
ELISA technology.

Results

Our study revealed a decrease in the expression of VEGF, ANGPT1, and MMP-9 after
conditioning chemotherapy up to +7 day after HSCT (nadir of bone marrow aplasia), as compared to
day BC. In the case of VEGF concentration, a decrease remained from conditioning treatment until
day +14. A decrease in ANGPT2 concentration after conditioning treatment was observed, whereas
the increase in the expression of this cytokine was observed from day +7. Positive correlations were
found between the level of ANGPT1 and MMP-9 on day +7, and neutrophils regeneration. In contrast
to ANGPT1, a negative correlation was found between the level of ANGPT2 on day +7 and the

number of days needed to engraftment.

Evaluation of miRNAs expression

Materials and methods

Fifty-one patients were enrolled in the study (23 F, 28 M). The median age was 59 years. The

investigated group consisted of 42 MM, 7 NHL, and 2 HL patients. The blood plasma samples were
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collected at four time points: before conditioning chemotherapy — BC day, on the day of HSCT —
day 0, on day +7, and +14 days after HSCT. MiRNA expression was determined by Real-time PCR

method.

Results

The miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126, miRNA-146a, and miRNA-223 expressions measured
at all time points were significantly decreased as compared to the baseline (BC). It was found that the
higher expression of miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126 and miRNA-146a on day O correlated with a
longer time to engraftment. Additionally, higher levels of miRNA-15a, miRNA-146a, and miRNA-223
assessed on day +7 correlated with longer time to engraftment.

A positive correlation was observed between the expression of miRNA-16, miRNA-146a, and
miRNA-223 on day 0, and the ANGPT1 level. A similar correlation at this time point was observed in
the case of MMP-9. Furthermore, a positive correlation between miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-126,
miRNA-223, and the ANGPT1/ANGPT2 ratio was observed on day 0. A positive correlation was
observed between the levels of miRNA-16, miRNA-146a, and miRNA-223 assessed on the day +7, and

the MMP-9 expression.

Conclusions

1. Significant changes in cytokines concentrations and miRNAs expression were observed in
the early post-transplant period in patients with lymphoproliferative malignancies, which may
indicate their important role in the functioning of hematopoietic niche.

2. The ANGPT1 and ANGPT2 have opposite effects on the engraftment efficiency.

3. The expression of angiopoietins and MMP-9 during deep bone marrow aplasia after
chemotherapy correlates with the engraftment after auto-HSCT, which indicates the supporting role
of angiogenesis in the regeneration processes after chemotherapy and HSCT.

4. Correlations between the number of days needed to engraftment and miRNA expression
after conditioning treatment, and in the post-chemotherapy nadir of aplasia indicate the regulatory
effect of individual miRNAs on key processes of the hematopoietic niche after transplantation.

5. Assessment of the bone marrow niche during HSC transplantation may have clinical
implications, especially in rare cases of delayed engraftment or graft failure. Considering the fact that
such complications are unpredictable, further assessment of the biology of the bone marrow niche

after transplantation is needed.



