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1. Spis uzywanych skrotow

Skrot Rozwini¢cie w jezyku angielskim Thumaczenie na jezyk polski
ADV Adenovirus adenowirus
APC Antigen Presenting Cell komorka prezentujgca antygen
BMDW | Bone Marrow Donors Worldwide Swiatowe Stowarzyszenie Dawcow
Szpiku
CD Cluster of Diferentation antygen réznicowania
komorkowego
CMV Cytomegalovirus cytomegalowirus
DLI Donor Lymphocyte Infusion wlew limfocytow dawcy
DMSO | Dimethylsulfoxide dimetylosulfotlenek
EBV Epstein-Barr Virus wirus Epsteina-Barr
EBV- EBV-Post-Transplant pOprzeszczepowy zespot
PTLD Lymphoproliferative Disorder limfoproliferacyjny indukowany
przez EBV
EBMT | European Group for Blood and | Europejskie Stowarzyszenie
Marrow Transplantation Przeszczepiania Krwi i Szpiku
ECP Extracorporeal Photopheresis fotofereza pozaustrojowa
G-CSF | Granulocyte Colony-  Stimulating | czynnik  stymulujacy  tworzenie
Factor kolonii granulocytow
GvHD | Graft versus Host Disease choroba  przeszczep  przeciwko
gospodarzowi
GvL Graft versus Leukemia przeszczep przeciwko biataczce
HL Hodgkin Lymphoma chtoniak Hodgkina
HLA Human Leukocyte Antigen ludzki antygen leukocytarny
HSCT Hematopoietic Stem Cell | przeszczep hematopoetycznych
Transplantation komorek macierzystych
INF-y Interferon interferon gamma
Ig Immunoglobulin immunoglobuliny
KIR Killer immunoglobulin-like receptor | immunoglobulinopodobny receptor

naturalnych komorek




cytotoksycznych

MMF Mycophenolate mofetil mykofenolan mofetylu

MMRD | Mismatched Related Donor dawca spokrewniony czeSciowo
zgodny w uktadzie HLA

MSD Matched sibling donor zgodny w ukladzie HLA dawca
bedacy rodzenstwem

MRD Minimal Residual Disease minimalna choroba resztkowa

MRD Matched Related Donor zgodny w uktadzie HLA dawca
spokrewniony

MUD Matched Unrelated Donor zgodny w uktadzie HLA dawca
niespokrewniony

NK Natural killer cell komorki naturalnej
cytotoksycznosci, ,,naturalni
zabdjcy”

NKTCL | NK/T cell lymphoma chloniak z komoérek NK/T

PBSC Peripheral Blood Stem Cells komorki macierzyste Krwi
obwodowej

TCR T-cell Receptor receptor limfocytow T

Treg T-regulatory lymphocytes limfocyty regulatorowe T

TRM Treatment-Related Mortality $miertelno$¢ zwigzana z leczeniem

VST Virus Specific T-lymphocyte Limfocyt 0 specyficznej
reaktywnos$ci przeciwwirusowej

UCBT | Umbilical Cord Blood | przeszczepienie krwi pgpowinowe;j

Transplantation




2. Wstep

2.1 Przeszczepienie hematopoetycznych komorek macierzystych

Odkrycie niszczacego dziatania promieniowania na szpik kostny nastgpito w latach 40
dwudziestego wieku po wypadkach przy pierwszych reaktorach jadrowych. Dalsze
badania wykazaty, ze przeszczepienie komorek $ledziony lub szpiku u napromienionych
zwierzat odwraca stan pancytopenii. Odkrycie hematopoetycznej komorki macierzystej
dalo podstawy do badan jej zdolnosci do samoodnowy, proliferacji i roznicowania oraz
wykorzystania tej wiedzy w medycynie. W latach 1960 wykonano pierwsze
allogeniczne przeszczepienia hematopoetycznych komorek macierzystych (dalej allo-
HSCT/HSCT, ang. Hematopoietic Stem Cell Transplantation)[1,2]. HSCT na
przestrzeni lat stalo si¢ jednym z podstawowych elementow  terapii
hematoonkologicznej[3]. W ciagu ostatnich 60 lat nastgpit olbrzymi postgp w zakresie
wykorzystania terapii komérkowych w leczeniu ludzi[4]. Postgp typowania zgodnosci
uktadu HLA (ang. Human Leukocyte Antigen) i lepszego doboru dawcéw znaczaco
wydhuzyt czas przezycia Dbiorcéw[1,3]. Innym czynnikami poprawiajacymi
bezpieczenstwo HSCT sa przeprowadzenie zabiegu w fazie remisji choroby oraz

skuteczna profilaktyka choroby przeszczep-przeciwko-gospodarzowi[3,4].

2.1.1 Definicja i zastosowanie

Europejskie Towarzystwo Przeszczepiania Krwi i Szpiku (The European Group for
Blood and Marrow  Transplantation, EBMT) definiuje  transplantacje
hematopoetycznych ~ komoérek  macierzystych  jako  procedur¢  przetoczenia
krwiotworczych komorek macierzystych, odpowiednio przygotowanemu biorcy,
niezaleznie od dawcy i zrodta pozyskania komorek[5,6]. Procedura ta ma na celu

wymiane lub odbudowe procesu krwiotworzenia biorcy[1].



2.1.2 Etapy przygotowania i przeszczepienia komorek macierzystych

2.1.2.1 Procedura przygotowawcza

Przed podjeciem decyzji o przeprowadzeniu procedury HSCT dokonuje si¢ oceny
choroby podstawowej oraz okresla wydolno$¢ narzadowg[3]. Konieczne jest takze
wykluczenie zakazen moggacych ulec zaostrzeniu w wyniku procedury przeszczepowej:
zakazen wirusami wirusowego zapalenia watroby typu B i C, Human
Immunodeficiency Virus (HIV), cytomegalii, wirusem Epstein-Barr (EBV). U dawcy
wykonywane sa badania okre$lajace stan zdrowia, szczegolnie w kierunku chorob
nowotworowych i czynnych infekcji mogacych ulec przeniesieniu z materiatem
przeszczepowym[4]. Pobierajac materiat przeszczepowy od dawcy-dziecka, nalezy
wzig¢ pod uwage wiele kwestii fizjologicznych, anatomicznych ale takze
psychologicznych i prawnych- zwigzanych z konieczno$cig uzyskania zgody sadu
rodzinnego[1,7,8]. Jesli dawca jest dziecko, nalezy wzig¢ pod uwage nizszg wage
pacjenta, a tym samym trudnosci z uzyskaniem odpowiedniej liczby komorek
macierzystych, problem z zalozeniem wklucia centralnego do leukaferezy lub

konieczno$¢ substytucji preparatami krwi po pobraniu komorek[7].

2.1.2.2 Kondycjonowanie biorcy i jego konsekwencje

Przed podaniem preparatu krwiotworczych komodrek macierzystych nalezy
przeprowadzi¢ leczenie majace na celu zniszczenie nowotworu oraz przygotowania
niszy dla nowo przeszczepionych komorek macierzystych[1,3]. W celu eradykacji
choroby i profilaktyki odrzucenia przeszczepu przez uktad immunologiczny biorcy,
stosuje si¢ protokolty zlozone =z radioterapii, chemioterapii i przeciwciat poli-
i monoklonalnych. W ostatnich 20 latach nastapit postep w postaci opracowania
protokotow kondycjonowania 0 zredukowanej intensywnosci i toksycznosci, ktore
pozwolity na prowadzenie przeszczepow u ludzi starych 1 pacjentow z towarzyszacymi
chorobami[4].

Glownym niebezpieczenstwem towarzyszacym przeszczepianiu  szpiku  jest
wystepowanie powiktan zwigzanych z toksyczno$ciami, zakazeniami 1 chorobg
przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. Graft versus Host Disease, GvHD). Do
typowych, wczesnych powiktan leczenia mieloablacyjnego naleza nudnosci, zapalenie

sluzowek oraz utrata owlosienia. Do cigzkich powiktan wystepujacych w okresie
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okoloprzeszczepowym nalezg krwotoczne zapalenie pecherza moczowego, zespoty
niedroznosci zatokowej watroby (venoocclusive disease, VOD), przesigkania naczyn
wlosowatych, rozsianego krwawienia do pecherzykdéw plucnych i poprzeszczepowej
mikroangiopatii zakrzepowej. W okresie od kilku miesi¢cy do nawet dekad po leczeniu
obserwuje si¢ pozne nastgpstwa tj. nieptodnosé, niewydolno$¢ tarczycy, wtérne
nowotwory, schorzenia sercowo-naczyniowe i uszkodzenie ptuc[1l]. Ryzyko powiktan
Sprawia, ze biorcy przeszczepien szpiku wymagajg opieki specjalistycznej przez cate
zycie.

Podczas fazy pancytopenii pacjent staje si¢ podatny na infekcje oportunistyczne,
poniewaz brak komoérek uktadu odporno$ciowego 1 uszkodzenie bariery $luzowkowe;j
ulatwiaja wystepowanie inwazji przez mikroorganizmy. Na czas odbudowy biorca
wymaga hospitalizacji i przebywa w sterylnych, izolowanych pomieszczeniach,
wyposazonych w filtry antybakteryjne i laminarny przeptyw powietrza. Rutynowo
stosowana jest profilaktyka przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa oraz przeciwgrzybicza
i przetoczenia preparatow krwi. Przyspieszenie odnowy granulocytow mozna osiggnac

przez podawanie G-CSF (ang. granulocyte colony- stimulating factor)[1].

Tabela 1. Wskazania do przeprowadzenia przeszczepienia hematopoetycznych

komorek macierzystych

Choroby rozrostowe szpiku kostnego

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) e ALL wysokiego ryzyka
e Nawrét ALL

e Niemowleca ALL

Ostra biataczka szpikowa (AML) e AML z grupy wysokiego ryzyka
e Brak remisji AML

e AML jako nowotwor wtorny

Ostra biataczka wywodzaca si¢ z nieokre$lonej e Ostra biataczka niezréznicowanokomoérkowa
linii komorkowej AUL
e Ostra biataczka o mieszanym fenotypie
MPAL
Przewlekta biataczka szpikowa (CML) Oporna na leczenie inhibitorami kinaz i transformujaca
posta¢ CML
Zespo6t mielodysplastyczny (MDS)
Mtodziencza  biataczka ~ mielomonocytowa
(IMML)
Chioniaki nieziarnicze (NHL) e Oporne na leczenie NHL wywodzace si¢ z
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linii limfocytow Bi T

e NHL u pacjentéow z zespolem Nijmegen

Chtoniak Hodgkina (HL)

Nawrotowy lub oporny na leczenie HL

Guzy lite

Neuroblastoma

Neuroblastoma wysokiego ryzyka

Migsak Ewinga

Migsak Ewinga w postaci rozsianej, opornej na

leczenie

Nierozrostowe choroby szpiku kostnego

Nabyta niewydolnos¢ szpiku kostnego

e Cigzka nabyta niedokrwisto§¢ aplastyczna
(SAA)

e Nocna napadowa hemoglobinuria (PNH)

Wrodzone zaburzenia hematopoezy

e Wrodzona niedokrwisto§¢ aplastyczna typu
Fannconiego (FA)

e Wrodzona niedokrwistos¢ hipoplastyczna
Blackfana-Diamonda (B-DA)

e  Ciezka wrodzona neutropenia (SCN)

e Wrodzona amegakariocytowa
trombocytopenia (CAMT)

e  Zespot Shwachmana i Diamonda (SDS)

e Wrodzona dyskerstoza (DKC)

e [-talasemia

e  Choroba sierpowato-krwinkowa

Wrodzone niedobory odpornosci

Ciezki ztozony niedobér odpornosci (SCID) wszystkie podtypy
Zespot Wiskotta-Aldricha

Zespot  limfoproliferacyjny  sprzezony =z

chromosomem X (XLP)

Choroby autoimmunologiczne na podtozu e IPEX

monogenowym

e Niedobor receptora dla interleukiny 10
e Autoimmunologiczny zespot

limfoproliferacyjny (ALPS)

Choroby spichrzeniowe i metaboliczne

e  Adrenoleukodystrofia sprzezona
z chromosomem X (X-ALD)

e  Mukopolisacharydoza typu | (MPS 1) i Il
(MPS I1)

e Leukodystrofia metachromatyczna (MLD)

e Choroba Krabbego(KD)
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2.1.3 Dostepne zrodla hematopoetycznych komorek macierzystych i ich

charakterystyka

Komorki hematopoetyczne do przeszczepienia moga pochodzi¢ z trzech zrédel: krwi
obwodowej (PBSC, ang. Peripheral Blood Stem Cells), szpiku kostnego (BM, ang.
Bone Marrow) oraz z krwi pepowinowej (UCB, ang. Umbilical Cord Blood). Niska
liczba komoérek macierzystych krazy we krwi w warunkach fizjologicznych, ale nie
wystarczy aby zapewni¢ skuteczne pobranie do przeszczepu. Pozyskanie PBSC
poprzedza procedura mobilizacji, ktéra polega na podaniu czynnika wzrostu kolonii
granulocytow G-CSF lub leku pleryksaforu[2,7]. W czwartej-piatej dobie od
rozpoczecia mobilizacji, pobiera si¢ komorki od dawcy metoda aferezy, ktora obecnie
jest najczesciej stosowang technika pozyskiwania materialu przeszczepowego ze
wzgledu na dobra tolerancje zabiegu dla dawcy, tatwo$¢ inzynierii przeszczepowej oraz
wysoka liczb¢ komoérek pozwalajaca na szybka odnowe hematologiczng po
przeszczepieniu[2,7]. Wada PBSC jest wyzsze ryzyko wystapienia przewleklej postaci
GvHD, za ktora odpowiedzialne sg limfocyty T znajdujace si¢ w materiale
przeszczepowym[2]. Z drugiej strony, PBSC wykazuje silniejsza zdolnos¢ do
wywolywania pozadanego efektu przeszczep przeciwko biataczce (GvL, ang. Graft
versus Leukemia), czyli niszczenia komoérek biataczkowych przez komorki dawcy.
Alternatywa dla PBSC jest pobranie szpiku kostnego metoda biopsji i wielokrotnej
aspiracji[2,7]. Pobranie przeprowadza si¢ w znieczuleniu ogdlnym, w warunkach sali
operacyjnej poprzez aspiracj¢ z obu kosci biodrowych. Material ten charakteryzuje sig¢
krotsza data przydatnosci (48 h), nizszym odsetkiem komorek macierzystych niz PBSC
i wolniejsza odnowa hematopoezy po przeszczepie. Istotng réznica na korzy$¢ pobrania
szpiku pozostaje mniejsze ryzyko wystgpienia GvHD, jednak obserwowany efekt GvL
moze by¢ tym samym stabszy, niz w przypadku PBSC[2,7].

Odmiennym, obecnie nieco tracacym popularnos¢, zrodtem sa komorki macierzyste
krwi pepowinowej UCB, ktorych zaleta jest szybka dostgpno$¢ 1 mozliwosé
przeszczepiania z dopuszczeniem nizszego stopnia zgodnosci tkankowej. Wada UCB ze
wzgledu na mata objetos¢ materiatu i niski odsetek komoérek macierzystych, jest
mozliwos$¢ ich wykorzystania jedynie przy niskiej wadze biorcy (praktycznie do 25
kg)[9]. Inna wadg przeszczepien UCB jest stabsza odbudowa immunologiczna
limfocytow T niz po transplantacji PBSC lub szpiku, co oznacza wyzsze ryzyko

ciezkich infekcji oportunistycznych.
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2.14 Rodzaje transplantacji hematopoetycznych  komorek

macierzystych

Ze wzgledu na pochodzenie hematopoetycznych komoérek macierzystych,
z praktycznego punktu widzenia przeszczepienia HSC mozna podzieli¢ na
autoprzeszczepienia, alloprzeszczepienia od zgodnych dawcoéw i haploprzeszczepienia.
Autoprzeszczepienie polega na pobraniu HSC od tej samej osoby, dla ktorej materiat
jest dedykowany. Komorki pobiera si¢ i zabezpiecza poprzez zamrozenie w -80°C lub
w parach cieklego azotu na czas podania megaterapii[1]. Jako krioprotektora uzywa sig
dimetylosulfotlenku (DMSO), ktorego zadaniem jest ochrona struktury komorek przed
zniszczeniem mechanicznym przez powstawanie krysztatow lodu[2]. Najczesciej
autoprzeszczepienia ~ wykonuje  si¢  jako eclement terapii  onkologicznej
w chtoniakach i guzach litych[2—4].

Przy alloprzeszczepieniu wykorzystuje si¢ materiat pozyskany od dawcy dla
konkretnego biorcy[2]. W pierwszej kolejnosci poszukuje si¢ dawcy rodzinnego,
najlepiej wsrodd rodzenstwa o identycznych z biorcg haplotypach HLA (MSD, ang.
Matched Sibling Donor). W przypadku posiadania blizniaka jednojajowego mamy do
czynienia ze szczegdlnym przypadkiem - przeszczepieniem syngenicznym[3,4]. Jest to
najbezpieczniejszy typ przeszczepienia pod wzgledem immunologicznym, niesie jednak
za sobg wysokie (50-70%) ryzyko wznowy choroby podstawowej, z powodu braku
ochronnego efektu GvL.

W przypadku Dbraku zgodnego dawcy spokrewnionego, istnieje mozliwos¢
poszukiwania i dobrania niespokrewnionego, honorowego dawcy zgodnego w uktadzie
HLA (MUD, ang. Matched Unrelated Donor) w migdzynarodowym rejestrze (BMDW,
ang. Bone Marrow Donors Worldwide). Czgsto$§¢ wystepowania haplotypow HLA
chorego w populacji, przektada si¢ na wigksze prawdopodobienstwo znalezienia dawcy
MUD. W pelni zgodny dawca powinien posiada¢ 10/10 alleli HLA-A, B, C, DR, DQ
identycznych z biorca[4]. W odniesieniu do dawcow niespokrewnionych tolerancja
braku zgodnosci przy kwalifikacji do pobrania komoérek do przeszczepienia dotyczy

zazwyczaj jednego locus.
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2.1.5 Wymagania jako$ciowe materialu przeszczepowego

Minimalna liczba komérek macierzystych do autoprzeszczepu to 2 x 10° komoérek
CD34+/kg m.c. biorcy, natomiast przy alloprzeszczepieniach dazy sie¢ do uzyskania
minimum 3 x 10°% komérek CD34+/kg m.c. biorcy[7]. W przypadku szpiku kostnego, za
material wystarczajacy do uzyskania wszczepu uznaje si¢ szpik zawierajacy minimum
3 x 10® komoérek jadrzastych/kg m.c. biorcy[7]. Material przeszczepowy nie moze
zawiera¢ patogenéw mogacych ulec przeniesieniu z dawcy na biorcg, co jest warunkiem
kwalifikacji do oddania komorek.

Przeszczepienie od spokrewnionego dawcy czeSciowo zgodnego w ukladzie HLA
(MMRD, ang. Mismatched Related Donor), najczesciej jednego z rodzicow, rodzenstwa
lub dorostego potomstwa podejmuje si¢ w przypadku choroby, ktorej HSCT daje jedyna
szans¢ na wyleczenie i jednocze$nie nie ma zgodnego dawcy [3,4]. W przypadku
dawcow rodzinnych wykonuje si¢ przeszczepienia przy niezgodnosci calego haplotypu
HLA, dlatego ten rodzaj przeszczepienia i dawcy okre§la si¢ haploidentycznym.
Przeszczep haploidentyczny wymaga procedury zwanej T-deplecja, polegajacej na
usunieciu limfocytow T wigzacych si¢ z ryzykiem wystgpienia ostrej postaci
GVHDI[10]. T-deplecja moze zostaé przeprowadzona ex Vivo (z zastosowaniem
specjalistycznej preparatyki) lub in vivo przez podanie cyklofosfamidu w 3 i 4 dobie po
przeszczepieniu (PTCy)[3,11]. Preparatyka ex vivo polega na zatrzymaniu na
kolumnach magnetycznych komorek zdolnych wywotaé efekt GvHD, czyli populacji
limfocytow posiadajacych receptory limfocytu T (TCR, ang. T-cell Receptor)
zbudowane z podjednostek off oraz limfocytow B, ktore zwigkszaja zagrozenie
reaktywacji zakazenia wirusem Epstein-Barr i choroby limfoproliferacyjnej
indukowanej przez EBV[12].

Deplecja limfocytow ogranicza zagrozenie GVHD ale jednocze$nie ostabia efekt GvL.
Biorca otrzymuje populacje komorek CD34+ po pozytywnej selekcji z niewielka iloscig
komorek NK (ang. Natural Killer) oraz limfocytow T posiadajacych receptory TCRy3".
Zarowno komorki NK jak i limfocyty TCRy3™ obecne w materiale przeszczepowym
mogg dziala¢ ochronnie, hamujac rozrost komorek nowotworowych oraz ograniczajac

wystgpienie zagrazajacych zyciu infekcji[12].
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2.1.6 Rekonstytucja hematopoezy

Za przyjecie przeszczepu uznajemy pierwszy z trzech kolejnych dni, kiedy poziom
neutrofili we krwi wynosi 0,5 x 10%1, a osiagniecie tego stanu zajmuje okoto 10-20
dni[11]. Liczba przeszczepionych komorek macierzystych CD34+ ma odzwierciedlenie
w tempie odnowy immunologicznej, podobnie jak wiek pacjenta, status serologiczny
wzgledem cytomegalowirusa u dawcy i biorcy lub schemat kondycjonowania.

Czescig oceny funkcji przeszczepu jest badanie chimeryzmu poprzeszczepowego
okreslajace czy komorki krwi i szpiku biorcy wykazuja cechy genetyczne dawcy[13].
Do niedawna uwazano, ze do catkowitego przyjecia allotransplantacji konieczne jest
rozpoczecie hematopoezy wykazujacej kompletng zgodno$¢ z profilem genetycznym
dawcy (,,complete donor chimerism”). Dalsze badania wykazaty mozliwos¢ stabilnego
wspotistnienia hematopoezy dawcy 1 biorcy, a stan taki nazwano chimeryzmem
mieszanym (,,mixed chimerism”). Istnieje mozliwo$¢ na wplywanie na wysoko$é
chimeryzmu przez zmiany dawek immunosupresji lub procedury wlewu limfocytow
dawcy (DLI, ang. Donor Lymphocyte Infusion)[13].

W przeszczepieniach z powodu choroby nowotworowej, istotne jest monitorowanie
pacjenta w kierunku mozliwo$ci wystgpienia choroby podstawowej. Wznowa choroby
wykrywana jest na wczesnym etapie dzigki badaniom choroby resztkowej (MRD, ang.
Minimal Residual Disease) oraz chimeryzmu poprzeszczepowego u biorcy[4,13].
Leczenie immunologiczne za pomoca modyfikacji leczenia immunosupresyjnego lub
DLI moga wspomoéc efekt przeciwbiataczkowy 1 ograniczy¢ ryzyka wystgpienia

nawrotu[4,13].

2.1.7 Rekonstytucja immunologiczna

Uktad odpornosciowy po HSCT ulega regeneracji, w trakcie ktorej obserwuje si¢
istotnie zaburzong funkcje ochronng. Im dluzej trwa rekonstytucja uktadu
odpornosciowego, tym wigksze jest narazenie pacjenta na wystgpienie zagrazajacych
zyciu zakazen czy wznowy choroby podstawowej. Wplyw na tempo tego procesu maja
zrodlo komoérek macierzystych, procedury jakim materiat zostat poddany Ilub
zastosowane leki (T-deplecja, seroterapia za pomocg globuliny antytymocytarne;j,
ATG), wiek biorcy i leki stosowane po HSCT[11].
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Pierwsza populacja komorek pojawiajacych si¢ od 10 do 20 dni po HSCT sa neutrofile,
a ich pojawienie si¢ jest waznym punktem czasowym regeneracji szpiku, natomiast
stabilizacja ich liczby nastepuje w ciggu 2 miesi¢cy[11]. Druga populacja komorek,
pojawiajagcg si¢ W okresie 3-4 tygodnia po przeszczepieniu sg komorki NK, ktére po
poczatkowej ekspansji osiggaja normalng liczbe w ciggu czterech miesigcy po HSCT.
Dzigki zdolnosci rozpoznawania patogenow bez udzialu MHC, komorki NK jako
pierwsze s odpowiedzialne za ograniczenie ryzyka wznowy i wystagpienia zakazen
poprzeszczepowych[14]. Dok}adna analiza odbudowy poszczegdlnych subpopulaciji
komoérek NK i czasu ich odnowy (CD56°19": CD5g™Memediate; CD569M) moze dostarczaé
informacji rokowniczych na temat niepozadanych zdarzen po HSCT (wystgpienie
GVHD lub infekcji)[15]. Komorki NK dziataja poprzez bezposrednie zniszczenie
transformowanych lub zainfekowanych komorek oraz wydzielajg cytokiny, modulujac
aktywno$¢ innych komorek efektorowych[16]. Ekspresja hamujacych i aktywujgcych
receptorow KIR (ang. Killer immunoglobulin-like receptor) reguluje aktywnos¢
komorek NK i moze prowadzi¢ do wigkszej reaktywnosci NK, zmniejszajac ryzyko
GvHD i wznowy biataczki[16].

W okresie 1 miesigca po przeszczepie ma miejsce odnowa monocytéw biorgcych udziat
W prezentacji antygendéw, mechanizmach fagocytozy oraz produkcji cytokin[11].
Limfocyty T z receptorem TCRyd" stanowig element odporno$ci nieswoistej i petnig
funkcje zblizone do komorek NK[11]. Niewielka populacje komorek o dziataniu
protekcyjnym 1 przeciwnowotworowym s3g komorki NKT, charakteryzujace sie
obecnoscia na swoje] powierzchni zarOwno znacznika komoérek T (CD3) jak
i limfocytow NK (CD56), pelnigce role w odpowiedzi pierwotnej i nabytej przez
aktywacje zarowno droga antygenowo-zalezna, jak i antygenowo-niezalezng.

Kolejng populacjg limfocytéw ulegajacych odnowie po HSCT, sg limfocyty T
wykazujace na swojej powierzchni obecnos$¢ receptora TCRafy (CD3af), za pomoca
ktorego rozpoznaja biatka MHC i prezentowane przez nie antygeny, i odbudowujg si¢
do 6 miesigcy po przeszczepieniu. Tempo odnowy zalezy od funkcji grasicy i jej
zdolnosci do tworzenia naiwnych limfocytow T (CD45RA+), ktorej funkcja moze si¢
zmienia¢ w zalezno$ci od wieku lub leczenia systemowego. Na ekspansj¢ obwodowg
limfocytow T beda wplywac seroterapia, Stosowane leki immunosupresyjne lub
deplecja limfocytow T przed przeszczepieniem[17]. Wsrod limfocytow T CD3+ mozna
wyodregbni¢ gldwne subpopulacje CD3+CD4+ o funkcji pomocniczej i regulatorowej

oraz cytotoksyczne CD3+CD8+. Limfocyty CD4+ w =zaleznosci od profilu
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cytokinowego moga przyjmowac jeden z wielu licznych podtypow roznigcych sie
funkcja (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22). Szybki i staly wzrost liczby limfocytow CD4+ po
HSCT jest predyktorem wigkszej szansy na przezycie niezaleznie od zrodla komorek
macierzystych[18]. Cytotoksyczne limfocyty CD8+ sg zdolne do rozpoznawania
I eliminacji komoérek zakazonych przez wirusy i komorek nowotworowych, w oparciu
0 rozpoznawanie antygenow prezentowanych przez kompleks MHC klasy 1[14].
Rekonstytucja limfocytoéw T CD3+ >1 x 10%1 po HSCT trwa od 7 do 12 miesiecy i jest
bardzo wrazliwa na wystepowanie powiktan 1 leczenia immunosupresyjnego w okresie
okoto- 1 poprzeszczepowym. Niezaleznie od zrodta komoérek macierzystych limfocyty
CD8+ odnawiaja si¢ szybciej (2-8 miesigcy) niz subpopulacja CD4+ (4-12 miesigcy).

Wazng subpopulacjg limfocytow CD4+ sg limfocyty T regulatorowe (Treg)
odpowiedzialne za homeostaze i1 tolerancj¢ immunologiczng, zdolne zahamowad
proliferacje 1 wydzielanie cytokin przez inne komoérki ukladu odpornosciowego.
Najpdzniejsza odnowa ma miejsce w przypadku limfocytow B (CD19+; CD20+)
odpowiadajacych za wytwarzanie immunoglobulin 1 odporno$¢ humoralng. Na tempo
odbudowy komorek B wpltywa rodzaj materialu przeszczepowego, zastosowanie
rituksymabu, ATG i leczenia immunosupresyjnego[11]. Prawidtowa rekonstytucja
immunologiczna po HSCT jest czynnikiem wplywajacym na przezycie, poniewaz
wigkszo$¢ zagrazajacych zyciu powiklan wigze si¢ z zaburzeniami funkcji

odpornosciowe;.

2.1.8 Powiklania wystepujace po przeszczepieniu hematopoetycznych

komorek macierzystych

2.1.8.1 Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

GVHD jest najpowszechniejszym powiktaniem pojawiajacym si¢ po allotransplantacji
HSC[19]. Mimo postepow W typowaniu HLA, schorzenie to wystgpuje u 30%-50%
biorcow przeszczepow od MSD i u 40%-70% biorcow MUD[20,21]. GVHD wystepuje
w dwoch postaciach: ostrej (ang. Acute GvHD, aGvHD) i przewlektej (ang. chronic
GVvHD, cGvHD)[1]. Obie postaci odpowiadaja za $miertelnos$¢ i chorobowos¢ zwigzang
z HSCT[20]. Im nizszy jest stopien zgodnosci w uktadzie HLA, tym wyzsze jest ryzyko
wystapienia GvHD. Ostra posta¢ GVHD w wigkszos$ci przypadkoéw pojawia si¢ do 100
dnia po HSCT, a powodem jej wystgpienia sg alloreaktywne wzgledem biorcy
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limfocyty T, ktore w wyniku rozpoznania obcego antygenu u biorcy, pod wplywem
uszkodzenia tkanek i uwalnianych cytokin ulegaja aktywacji, ekspansji klonalnej
i migracji do tkanek. Ostra posta¢ GVHD manifestuje si¢ objawami skornymi
(wysypka rumieniowo-grudkowa, pecherze, zluszczanie), jelitowymi (biegunka,
niedrozno$¢, krwawienie) lub zajeciem watroby (zottaczka)[l1,21]. Profilaktyka
polegajaca na podawaniu inhibitoréw kalcyneuryny (cyklosporyna, takrolimus)
w skojarzeniu z metotreksatem lub mykofenolanem mofetylu (MMF), pozwala na
ograniczenie  wystepowania  aGvHD [3,421]. W  razie  wystgpienia,
glukokortykosteroidy pozwalaja na opanowanie objawow GvHD u 50-70%
pacjentow[19,21]. Immunosupresja zwigksza ryzyko wystapienia zagrazajacych zyciu
infekcji przez zahamowanie pracy uktadu immunologicznego. Ryzyko wystapienia
GVHD mozna zmniejszy¢ przez deplecj¢ limfocytow T ex vivo lub za pomocg ATG in
vivo[3,20].

W pozniejszym okresie po przeszczepieniu mozna zaobserwowaé przewlekla postaé
GVHD, ktéra charakteryzuje si¢ bardziej roéznorodnym 1 zlozonym przebiegiem
Klinicznym 1 przypomina manifestacje chorob autoimmunologicznych. Zmiany
w obrebie skory sg twardzino-podobne, moga wystapi¢ zaburzenia pigmentacji, zmiany
przydatkow skory 1 liszaj plaski. Zaatakowane bywaja tez btony S$luzowe (zespo6t
sucho$ci jamy ustnej), oczy (suche zapalenie spojowki 1 twardowki), przewod
pokarmowy (zesp6t zlego wchilaniania), watroba (cholestaza), pluca (zarostowe
zapalenie oskrzelikow), powiezi i stawy[1]. Obecnie rezygnuje si¢ z podziatu postaci
ostrej 1 przewlektej GVHD pod wzgledem czasu wystgpienia, a skupia si¢ bardziej na
rodzaju wystepujacych objawow[22]. Leczenie GvHD opiera si¢ na zastosowaniu
immunosupresji w celu hamowania limfocytow T i komorek dendrytycznych, przy
jednoczesnej aktywacji limfocytow regulatorowych[20]. Znaczny odsetek chorych po
HSCT wymaga diugotrwatlej terapii immunosupresyjnej i w tej grupie jest wysokie
zagrozenie powiktaniami infekcyjnymi.

Stopien cigzkosci aGVHD mierzy si¢ w skali 0-4. Tabela 2 przedstawia schemat oceny

stopnia nasilenia objawow w poszczegolnych narzadach.
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Tabela 2. Stopien nasilenia (Stage) objawow ze strony poszczegoélnych narzadow

w ostrej GVHD u dzieci

Watroba
Przewadd
Stopien nasilenia Skoéra Stezenie bilirubiny
pokarmowy
(mg/dl)
<4 stolcow w ciggu
0 brak wysypki <2 dnia lub <10
ml/kg/d
plamisto-grudkowa '
ks paim 4-6 stolcow w ciagu
wysypka zajmujaca
1 YRYPRAZAITAA 23 dnia lub 10-19,9
mniej niz 25%
o mi/kg/d
powierzchni ciata
plamisto-grudkowa
Ka paimu 7-10 stolcow w
wysypka zajmujgca
2 Y yp ‘ Jm 3-6 ciagu dnia lub 20-30
mniej niz 25-50%
. o ml/kg/d
powierzchni ciata
>10 stolcow w
uogolniona ‘ _
3 6-15 ciaggu dnia lub
wysypka
powyzej 30 ml/kg/d
uogolniona
wysypka z Silny bél brzucha
tworzeniem si¢ bez lub z
4 >15 _
pecherzy na niedroznoscia jelit,
powierzchni krwista biegunka

powyzej 5% ciata

W Tabeli 3 przedstawiono schemat calkowitej oceny (ang. grade) zaawansowania

objawow klinicznych aGvHD, poprzez oparciu 0 4-stopniowa klasyfikacje Glucksberg

[23].
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Tabela 3. Ocena catkowita (grade) ostrej postaci GVHD w oparciu 0 4-stopniowg skale

(stage) zajecia poszczegbdlnych narzagdow

Ocena calkowita Przewod
Skora Watroba
(grade) pokarmowy
| - brak 1lub?2 0 0
Il - fagodny 3 lub 1 1
I11 - znaczny - 2 lub 3, lub 2lub 3
IV - cigzki 4 lub 4 4

Oceny zaawansowania cGvVHD dokonuje si¢ okreslajac stopien nasilenia objawow
I liczba dotknigtych organéw jako tagodny, umiarkowany badz ciezki[23].
Alloreaktywnos$¢ uktadu odpornosciowego po przeszczepieniu szpiku odpowiada
zar6wno za zagrozenia W postaci GVHD jak i korzystny efekt GvL, i thumaczy to,
dlaczego oba efekty wystepuja tacznie[24]. Liczne obserwacje sugerujg, ze zmniejszone
ryzyko nawrotu choroby u pacjentéw z tagodng i umiarkowang postacia GvHD oraz
towarzyszacy efekt GvL, zwigkszaja prawdopodobienstwo przezycia, natomiast
$miertelno$¢ wywolana cigzka postacig ostrej lub przewleklej GVvHD przewaza nad
potencjalnym efektem przeciwnowotworowym[24]. Odpowiedzialne za wystapienie
efektu GvL sa takze komodrki NK obecne w przeszczepionym materiale[3,15].
Wzmocnienie efektu GvL mozna u biorcy osiggna¢ poprzez DLI lub stosowanie cytokin
[25].

2.1.8.2 Infekcje w okresie poprzeszczepowym

Pacjenci, ktorzy przeszli procedur¢ HSCT sg obcigzeni dlugotrwalym wtornym
niedoborem odpornos$ci[1]. Z badan wieloosrodkowych wynika, ze u dzieci poddanych
HSCT obserwuje si¢ wigksza zapadalno$¢ na infekcje w okresie poprzeszczepowym,
jednoczesnie odnotowujac szybszy powrdt funkcji odpornosciowej w pordéwnaniu
z pacjentami dorostymi[26]. Tabela 4 przedstawia odsetek $miertelnosci i powiktan
zwigzanych z infekcjami po przeszczepieniu hematopoetycznych komorek

macierzystych oraz zapadalno$¢ na choroby wirusowe[27].
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Tabela 4. Zestawienie odsetka $miertelnosci i powiklan zwigzanych z infekcjami po
przeszczepieniu hematopoetycznych komorek macierzystych oraz zapadalno$¢ na

choroby wirusowe.

Smiertelnos¢ zwigzana z infekcjami w okresie poprzeszczepowym u dzieci

7% Auto-HSCT
11% HSCT od zgodnego dawcy spokrewnionego MSD
13% HSCT od dawcy zgodnego niespokrewnionego MUD
Wystapienie powiklan po przeszczepieniu HSC zwigzanych z infekcjami u dzieci
21% Auto-HSCT
82% Allo-HSCT
Zapadalnos$¢ na infekcje wirusowe po HSCT u dzieci
11% Auto-HSCT $rednio 11 dzien po HSCT
19,3% Allo-HSCT Pierwsze 30 dni po HSCT
18,5% Allo-HSCT 31-100 dzien po HSCT
20% Allo-HSCT 101 dni -2 lata po HSCT

Skréty: auto-HSCT — megachemioterapia 1 autologiczne przeszczepienie komorek
macierzystych, allo-HSCT - megachemioterapia 1 autologiczne przeszczepienie

komorek macierzystych,

W momencie regeneracji hematopoezy, odpornos¢ nieswoista podejmuje funkcje wraz
ze wzrostem liczby granulocytow we krwi. Limfocyty T oraz B ze znacznym
op6znieniem uzyskuja kompetencje immunologiczna. Limfopenia
1 hipogammaglobulinemia sg kluczowym czynnikiem wplywajacym na wystepowanie
infekcji wirusowych, podczas gdy neutropenia przektada si¢ na mozliwo$¢ pojawienia
si¢ infekcji grzybiczych[19]. Brak harmonijnej odnowy roéznych elementow uktadu
odpornosciowego odpowiada za roznice w czestoSci zakazen w poszczegdlnych
okresach po HSCT[26]. W pierwszym okresie, do momentu uzyskania wszczepu,
najwiekszym zagrozeniem sg bakterie, zakazenia grzybicze (Candida, Aspergillus) oraz
wirusy z rodziny Herpes[1,26,27]. W kolejnym stadium odbudowy uktadu
immunologicznego dominujg infekcje powodowane przez patogeny oportunistyczne
(np. wirusy, grzyby Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis jiroveci i bakterie

otoczkowe)[1,26]. Z kolei profilaktyka wystgpienia GvHD Iub eskalacja leczenia
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immunosupresyjnego w razie wystgpienia GvHD, zwigksza ryzyko infekcji

wirusowych[19]. Za szczegolnie istotne uwaza si¢ wirusy wymienione w tabeli 5.

Wirus cytomegalii

Ludzki wirus cytomegalii (CMV) to B-herpeswirus o dwuniciowym DNA (dsDNA),
ktory powszechnie wystepuje w populacji. Seropozytywnos¢ rosnie wraz z wiekiem
1 u dorostych wynosi 90%. CMV jest zdolny infekowa¢ leukocyty, komorki
nabtonkowe, komorki nerwowe, fibroblasty oraz komorki migsni gtadkich. Pierwotne
zakazenie u 0s6b immunokompetentnych przebiega bezobjawowo lub skapoobjawowo.
Po pierwotnej infekcji, wirus moze przezy¢ latami wewnatrz komorki w formie
latentnej. W okresie utajenia CMV jest obecny w komorkach prekursorowych
monocytéow oraz w komorkach s$rodblonka[28]. Do reaktywacji i replikacji moze
doprowadzi¢  immunosupresja  lub  znaczne  zaburzenia  funkcji  ukladu
immunologicznego, np. w AIDS lub po przeszczepieniach szpiku lub narzadow
unaczynionych[29].  Replikacja CMV  po HSCT opo6znia  odbudowe
immunologiczng[30]. Wirus CMV moze wywota¢ wiele schorzen, w tym zapalenie
ptuc, watroby, okr¢znicy lub zapalenie siatkowki[29]. Wystapienie reaktywacji CMV
w czasie immunosupresji po transplantacji niesie ze soba ryzyko odrzucenia
przeszczepu[31,32].

Przyczyny zakazenia CMV po HSCT stanowia reaktywacja latentnego wirusa u CMV
seropozytywnego chorego lub transmisja CMV od seropozytywnego dawcy do
seronegatywnego biorcy[29]. Szczegodlne zagrozenie CMV stanowi dla biorcow, ktorzy
otrzymali material przeszczepowy od dawcy niespokrewnionego, po T-deplecji
I leczonych wysokimi dawkami glikokortykosterydow. Najnizsze ryzyko replikacji
CMV po HSCT wystepuje, gdy status serologiczny dawcy jest zgodny ze statusem
biorcy. Reaktywacja wirusa wykrywana jest u 40-70% seropozytywnych pacjentow
i pacjentow, ktorzy otrzymali przeszczep od seropozytywnego dawcy[33].
Monitorowanie pacjentow czulymi metodami biologii molekularnej przed wystapieniem
objawow ma za zadanie uchwycenie momentu replikacji wirusa na wczesnym etapie

1 podjecie odpowiedniego leczenia.
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Adenowirusy

Adenowirusy (ADV) nie posiadaja otoczki lipidowej a ich material genetyczny stanowi
dwuniciowe DNA. Znanych jest ponad 100 serotypéw wirusa dzielonych na 7
gatunkéw (A-G). Poszczegdlne grupy charakteryzuja si¢ zdolnoscig do hemaglutynacji
oraz wlasciwosciami onkogennymi[34]. Kliniczne objawy zakazenia ADV w przypadku
prawidtowo dziatajacego uktadu immunologicznego obejmuja choroby gérnych drog
oddechowych, zapalenie zotadka i jelit, zapalenie spojéwek i w wigkszosci przypadkow
sg tagodne i samoograniczajace si¢[35]. Sporadycznie odnotowuje si¢ ci¢zkie przypadki
zakazenia, w konsekwencji ktorych rozwija si¢ zapalenie opon moézgowych, zapalenie
migsnia sercowego czy zapalenie ptuc. U pacjentow poddanych immunosupres;ji,
zakazenie ADV moze prowadzi¢c do uszkodzenia narzadow oraz zaburzen
ogodlnoustrojowych a w efekcie do §mierci. Zachorowalno$¢ na ADV po HSCT u dzieci
wynosi okoto 32%, u dorostych 6%][36]. Do rozpoznania infekcji dochodzi najczesciej
w pierwszych 100 dniach po transplantacji[36]. Czynnikami zwigkszajacymi ryzyko
zachorowania na ADV sg zaburzenia odporno$ci w wyniku T-deplecji, wystapienia
GVHD i leczenia immunosupresyjnego, zrodto komorek i pokrewienstwo z dawcg oraz
wczesniejsze przejscie infekcji adenowirusowej[36,37]. Zakazenia pierwotne u osob
immunokompetentnych wystepuja najczesciej tylko we wczesnym dziecinstwie bez
objawow klinicznych, jednak forma latentna wirusa moze utrzymywaé si¢ w weztach
chtonnych oraz btonie §luzowej komoérek limfoidalnych przewodu pokarmowego[37].
Znaczna liczba kopii wirusa jest wykrywana w kale przed wystapieniem objawdw
klinicznych, co potwierdza rolg rezerwuaru jaka petni uktad pokarmowy po pierwotnym
kontakcie. Istotna cze$¢ zakazen ADV wydaje si¢ mie¢ charakter reaktywacji latentnych
form wirusa w czasie immunosupresji[36,37].

ADV ma zdolno$¢ przenikania do komodrek gospodarza na drodze endocytozy.
Wykorzystuje do tego obecny na komorkach nabtonkowych receptor CAR (ang.
Coxsackievirus-adenovirus receptor) i receptor btonowy CD46. Receptor CAR
umozliwia wnikanie serotypéw B i D, natomiast CD46 ma powinowactwo do

pozostatych typoéw wirusa[38,39].

Wirus Epstein-Barr

Wirus Epsteina-Barr (EBV) jest y-herpeswirusem o dwuniciowym DNA i wyjatkowej

zdolno$ci do wywotywania utajonego zakazenia w ludzkich limfocytach B, a takze do
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ich transformacji do proliferujacych limfoblastow, dziatajac tym samym jako czynnik
wywotujacy nowotwory z komoérek B[40]. Pierwotne zakazenie EBV jest wystepuje
u wigkszosci ludzi w dziecinstwie 1 powoduje trwajace cate zycie, utajone zakazenie
u ponad 90% immunokompetentnych dorostych[41]. Objawy pierwotnego zakazenia
u ludzi z poprawnie pracujagcym ukladem immunologicznym s3 lagodne
i samoograniczajace si¢. Niekiedy zakazenie przeradza si¢ w mononukleoz¢ zakazng
z takimi objawami jak goraczka, powigkszeniem watroby, Sledziony i weztow
chtonnych[41]. Po ustgpieniu wiremii, u$piona forma wirusa pozostaje na stale
w niektorych limfocytach B 1 w przypadku obnizenia odpornosci, dochodzi do
gwaltownego namnozenia komoérek B zawierajacych EBV. Stan ten moze prowadzi¢ do
poliklonalnego lub monoklonalnego potransplantacyjnego zespotu
limfoproliferacyjnego indukowanego przez EBV (EBV-PTLD, ang. EBV-Post-
Transplant Lymphoproliferative Disorder), ktory wystepuje u 0,5-29% pacjentow po
HSCT. Diagnozowany jest przewaznie w trzecim miesigcu PO przeszczepie, rozpoczyna
si¢ objawami mononukleozowo-podobnymi lub powoduje powigkszenie weztow
chtonnych i obraz kliniczny/zespot objawow przypominajacy chioniaka, co stanowi stan
zagrozenia zycia. Przed wprowadzeniem terapii przeciwcialem anty-CD20+
(rituximab), reaktywacja EBV byta wielkim zagrozeniem zycia biorcy HSCT, poniewaz
$miertelnos¢ zwigzana z PTLD wynosita 50%-90%][42,43]. Czynnikami zwigkszonego
ryzyka wystapienia EBV-PTLD jest niepetna zgodno$¢ HLA, roéznica statusu
serologicznego dawcy i biorcy w kierunku EBV, kondycjonowanie o zredukowanej
intensywno$ci  (RIC), wystgpienie ostrej postaci GvHD, zastosowanie ATG
i asplenizm[43,44]. Poziom replikacji wirusa we krwi odzwierciedla skomplikowang
i ztozong rownowage migdzy EBV, a gospodarzem, zdolnos$¢ organizmu do odpowiedzi
immunologicznej na wirusa, jak i na zakazone komorki . Swoiste wobec EBV limfocyty
T kontroluja dlugoterminowo stan uspienia, a brak tej kontroli prowadzi do wystgpienia
limfoproliferacji u pacjentow z immunosupresja po transplantacjach lub w przebiegu
AIDS u pacjentow HIV-dodatnich[43]. W leczeniu EBV-PTLD podejmowano proby
niespecyficznej immunoterapii za pomoca DLI oraz terapie ukierunkowane na komorki

T swoiste wobec wirusa[45].
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Tabela 5. Charakterystyka CMV, ADV i EBV oraz objawy infekcji oportunistycznych
po HSCT.

CMV ADV EBV
Genom ok 235 kb dsDNA 24-46 kb dsDNA 120-240 kb dsDNA
Czestose
replikacji po 45-65% 20-50% 1-40
HSCT
Infekcje oportunistyczne po HSCT
Objawy zapalenie watroby goraczka zapalenie mozgu
zakazenia ] ) zapalenie watroby,
biegunka biegunka
phuc
zapalenie siatkowki zapalenie mozgu chloniaki
zapalenie ptuc zapalenie watroby EBV-PTLD
_ krwotoczne zespot
zapalenie przelyku _
zapalenie pecherza | hemofagocytarny HLH

2.1.9 Terapia limfocytami T wirusowo-specyficznymi (VST)

Leczenie zakazen wirusowych obecnie opiera si¢ na wezesnym wykrywaniu metodami
molekularnymi replikacji wirusow ADV, EBV i CMV i wczesnej interwencji w celu
redukcji ryzyka progresji do infekcji ogélnoustrojowej[46]. Farmakoterapia wigze si¢
z toksycznos$cig terapii, kosztami lekow 1 wydtuzeniem hospitalizacji[47]. U pacjentow
z niedoborem odpornosci, farmakoterapia moze mie¢ nizsza skuteczno$¢ 1 czeS¢
pacjentow wymaga wielokrotnego leczenia[46]. Szansg leczenia dla pacjentow
z opornymi lub nawrotowymi zakazeniami mogag by¢ terapie komorkowe[48,49].
Adoptywna terapia limfocytami T pochodzacymi od dawcy jest bezpiecznym
I skutecznym leczeniem infekcji wirusowych w okresie poprzeszczepowym([46,47,49—
53]. Nowo opracowany proces wytwarzania limfocytow wykazujacych specyficzng
odpowiedz przeciwwirusowg (ang. Virus Specific T-lymphocytes, VST) wykorzystuje
pule naktadajacych sie zsyntetyzowanych peptydéw (peptamerdéw) stanowigcych
fragmenty antygenow wirusowych do stymulowania wydzielania cytokin w docelowej
populacji komorek jednojadrzastych krwi obwodowej[13—15]. Metoda ta jest niezalezna

od prezentacji antygenow wirusowych przez HLA i moze by¢ stosowana do stymulacji
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1 izolacji swoistych limfocytow T wszystkich podklas i dostosowana do dowolnego

antygenu w celu wytworzenia wieloswoistych produktéw komorkowych[16].
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2.2 Podsumowanie

HSCT na przestrzeni lat stalo si¢ jedng z podstawowych czeSci terapii chordb
hematologicznych i hematoonkologicznych. Postepy w obszarze doboru dawcow,
rodzaju kondycjonowania przed przeszczepem, techniki monitorowania odnowy uktadu
odpornosciowego, ryzyka nawrotu choroby podstawowej 1 zakazen po
przeszczepieniach poprawity wyniki leczenia.

Rekonstytucja immunologiczna po HSCT zalezy od wielu czynnikow przed-
I poprzeszczepowych, ktore mogg zwigksza¢ ryzyko ciezkich i zagrazajacych zyciu
zakazen. Ryzyko zakazen wirusowych jest szczegdlnym problemem klinicznym
poniewaz eliminacja infekcji wymaga funkcji limfocytow T 1 B, ktore osiagaja swoja
sprawnos$¢ z duzym op6znieniem. Istnieje mozliwos¢ opracowania i stosowania terapii
komorkowych, ktore beda skuteczne w leczeniu pacjenta z cigzkimi zakazeniami

wirusowymi.
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Cele pracy

Oznaczenie reaktywnosci obecnych w materiale przeszczepowym limfocytow

wobec antygenoéw wirusow CMV, ADV i EBV.

Ocena zwigzku mig¢dzy reaktywnos$cia przeciwwirusowa dawcy i zapadalno$cia
biorcy na infekcje wirusowe po transplantacji hematopoetycznych komorek
macierzystych.

Zbadanie wplywu czynnikoéw wplywajacych ze strony dawcy i biorcy na

zapadalno$¢ na infekcje wirusowe po przeszczepieniu szpiku.

29



4. Materialy i metody

4.1 Charakterystyka grupy badanej

Tabela 6. Charakterystyka grupy badane;j.

Liczba przypadkow n =382 Odsetek
Pleé n %
meska 52 63
zenska 30 37
Rodzaj dawcy n %
Zgodny dawca niespokrewniony (MUD) 58 71
Zgodny dawca rodzinny, rodzenstwo (MSD) 20 24
Dawca haploidentyczny 4 5
Zgon 12 15
Nawrot choroby podstawowej 9 11
Zrédlo komérek macierzystych n %
aferezat krwi obwodowej PBSC 70 85
szpik kostny BM 12 15
Rodzaj kondycjonowania n %
Mieloablacyjne (MAC) 24 29
O zredukowanej intensywno$ci 1 toksyczno$ci 45 -
(RIC)

Niemieloablacyjne (NMA) 9 11
Inny protokot™* 3 4
Bez kondycjonowania 1 1
Zastosowanie  globuliny  antytymocytarnej . %
(ATG) w seroterapii

ATG + 69 84
ATG - 13 16
Rodzaj ATG n %
Grafalon 62 76
Thymoglobulina 6 24
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Kondycjonowanie z zastosowaniem lub bez ’ %
PTCy

PTCy + 3 4
PTCy - 79 96
Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi . %
GvHD

aGvHD + 53 65
aGvHD - 29 35
cGVvHD+ 7 9
cGVvHD - 75 91
Status serologiczny CMV

Dawca 1gG(+)/Biorca IgG(+) 36 44
Dawca IgG(+)/Biorca 1gG(-) 14 17
Dawca IgG(-)/Biorca 1gG(+) 25 30
Dawca IgG(-)/Biorca 1gG(-) 7 9
Status serologiczny EBV

Daweca IgG(+)/Biorca IgG(+) 27 33
Dawca IgG(+)/Biorca 1gG(-) 5 6
Dawca IgG(-)/Biorca IgG(+) 37 45
Dawca IgG(-)/Biorca 1gG(-) 13 16
Wystepowanie replikacji wirusowych n %
ADV 20 24
EBV 54 66
CMV 33 40
Pierwotne rozpoznanie n %
Choroba nowotworowa 60 73
Schorzenie nienowotworowe 22 27
Rozpoznanie n %
Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) 37 45
Ostra biataczka szpikowa (AML) 9 11
Ciezka anemia aplastyczna (SAA) 7 9
Zespot mielodysplastyczny (MDS) 6 7
Mtodziencza biataczka mielomonocytowa (JMML) 4 5
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Wiskott Aldrich Syndrome (WAS) 3 4
Cigzki, ztozony niedobdr odpornosci (SCID) 3 4
Chtoniak nieziarniczy(NHL) 2 3
Zespot hemofagocytarny (HLH) 2 3
Przewlekta biataczka szpikowa (CML) 1 1
T-komorkowy chtoniak watrobowo-$ledzionowy 1 1
X-linked Lymphoproliferative Disease 1 1
Przewlekta choroba ziarniniakowa (CGD) 1 1
Anaplastyczny chtoniak wielkokomorkowy ) 1
(LCAL)

Wrodzona neutropenia 1 1
Nocna napadowa hemoglobinuria (PNH) 1 1
Zespot Nijmegen (NBS) 1 1
Choroba mitochondrialna 1 1

*- ., Inny protokol” — odnosi si¢ do pacjentow z zespotami tamliwosci chromosomow

Grupe badang stanowilo 82 pacjentow Katedry i Kliniki Transplantacji Szpiku,
Onkologii i Hematologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu poddanych procedurze przeszczepienia hematopoetycznych komorek
macierzystych w latach 2017-2019. Komorki VST oznaczone zostaty u 78 pacjentow (4
pomiary zostaly odrzucone ze wzgledu na techniczny brak mozliwosci analizy).
Biorcami byto 30 dziewczat i 52 chtopcéw w wieku od 4 miesiecy do 20 lat (mediana
wieku wynosita 10,2 roku) leczonych z powodu choréb nowotworowych Iub
nienowotworowych. Najczes$ciej przeprowadzana procedura byto przeszczepienie
hematopoetycznych komodrek macierzystych krwi obwodowej (70 analizowanych
przypadkéw) od dawcy niespokrewnionego (58 analizowanych przypadkow).
Szczegotowe informacje dotyczace grupy badanej zebrane zostaty w tabeli 6.

W okresie obserwacji 12 pacjentow zmarto, u 11 wystapita wznowa choroby
podstawowej. Obecnos¢ zakazen wirusowych odnotowano u: CMV — 33; ADV - 20;
EBV - 54, natomiast u 53 pacjentéw stwierdzono wystgpienie aGvHD, a u 7 cGvHD.
Na realizacj¢ badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej dziatajacej przy

Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (KB — 663/2018).
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4.2 Ocena potencjalu przeciwwirusowego limfocytow dawcy

Przedmiotem badan byty limfocyty dawcy, uzyskane z probki kontrolnej materiatu
przeszczepowego. Do kazdego testu wykorzystywano 1000000 leukocytow
zawieszonych w 100 ul PBS. Z probki BM izolowano mononukleary metoda wirowania
w gradiencie ci¢zkosci z wykorzystaniem FicollPaque. Hematopoetyczne komorki
macierzyste krwi obwodowej ptukano w PBS, a nastgpnie zawieszano do uzyskania
powyzszego stezenia. Zawiesing komodrek umieszczano w komorze testowej
oplaszczonej antygenami poszczegdlnych wirusow (PepTivator® CMV pp65 — HT,
PepTivator® ADV pp65 — HT, PepTivator® EBV pp65 — HT) i inkubowano
w warunkach 5% CO. w temperaturze 37° przez 2h. Po tym czasie do komor testowych
dodawano 1ul brefeldyny A (Brefeldin A), odczynnika hamujacego transport biatka
z retikulum endoplazmatycznego do kompleksu Golgiego i probke inkubowano przez
kolejne 4h w 5% CO2 w temperaturze 37°. Kontrole ujemng stanowity komorki dawcy
inkubowane w tych samych warunkach w probéwce bez obecnosci antygenéw wirusa.
Jako kontrolg¢ dodatnig testu uzyto superantygenu — enterotoksyny gronkowca SEB
(Staphylococcalenterotoxin B) w stgzeniu 1% przy zachowaniu tych samych warunkoéw
reakcji. Po zakonczeniu inkubacji do zawiesiny komorek dodawano mieszaning
przeciwcial oraz przeciwciata anty-INFy, probki utrwalono i permeabilizowano
wedhlug instrukcji Rapid Cytokine Inspector (CD4/CD8 T Cell) Kit. Do 5 probowek
przeniesiono zawarto$¢ komor testowych oraz probek kontrolnych, komorki ptukano
w CellWash 1 wirowano 5 minut w temperaturze 25°C, przy predkosci 200 x g. Po
odciagnigciu supernatantu, do pelletu komoérkowego dodawano 50 pl mieszaniny
przeciwcial (30ul mix, 10ul anty-INF-y, 10ul). Nastepnie probki wytrzgsano 2 minuty
i inkubowano w temperaturze pokojowej w ciemno$ci 8 minut. Do komoérek dodawano
25ul utrwalacza z zestawu Rapid Cytokine Inspector, wytrzasano probowki 2 minuty
i kolejne 8 minut inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Btona
komorkowa nastgpnie byla poddana permeabilizacji poprzez odczynnik Perm Rapid
Cytokine Inspector (25ul, 2min wytrzgsania i 18 minut inkubacji w ciemnosci, 25°C).
Nadmiar odczynnikéw odptukiwano CellWash i wirowano 5 minut w temperaturze
4°C, przy predkosci 200 x g. Po odciagnigciu supernatantu i zawieszeniu w 500ul Cell
Wash, dokonywano analizy w 10-kolorowym cytofluorymetrze przeptywowym FACS

Canto firmy Becton Dickinson za pomocg oprogramowania BD FACSDiva Software.

33



Ocena reaktywnosci przeciwwirusowej polegata na detekcji limfocytow wydzielajacych
interferon-y i wykazujacych btonowe wizanie przeciwciata anty-INF-y PE.

Tabela 7. przedstawia przeciwciata uzywane w Rapid Cytokine Inspector (CD4/CD8 T
Cell) Kit. FcR Blocking Reagent hamowat wigzanie niespecyficzne przeciwcial,

wykluczajac wyniki fatszywie dodatnie.

Tabela 7. Spis uzytych przeciwcial z fluorochromami

Przeciwcialo Fluorochrom
CD3 VioBlue
CD4 APC
CD8 FITC

CD14 PerCP
CD20 PerCP

Strategia bramkowania cytofluorymetrycznego

Wyniki opracowano na podstawie analizy 10 000 komoérek poszczegodlnej probki. Za
pomoca diagramu FSC-A/SSC-A wybrano populacje mononuklearow do dalszej
analizy (bramka P1, rycina 1A). Bramk¢ P2 zalozono, aby wyodrebni¢ komorki
wykazujace obecnos¢ CDI14+ 1 CD20+ na powierzchni blony komodrkowe;j
I wyeliminowac¢ je z dalszych badan (rycina 1B). Bramka P3 zaweza pole analizy do
jednorodnej populacji komorek (rycina 1C). Kolejnym etapem byta prezentacja jedynie
limfocytow T CD3+/anty-INF-y (bramka P4, rycina 1D). Bramka P5 uwzgl¢dnia
obecno$¢ komorek INF-y (+) w populacji limfocytow CD3+ (rycina 2A). Subpopulacje
CD4+ i CD8+ oceniono na podstawie diagramu krzyzowego (rycina 2B), a na kolejnych
diagramach krzyzowych przedstawiono liczbe komoérek wigzacych przeciwciato anty-

INF-y w populacji limfocytow CD4+ (rycina 3 A) i CD8+ (rycina 3 B).
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Rycina 1. Wyodrgbnienie populacji limfocytow T na podstawie morfologii komorek

i odrzucenie komorek CD14+ oraz CD20+.
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Rycina 2. Identyfikacja populacji CD3+ wydzielajacej INF-y oraz podzial na
subpopulacje CD3+CD4+ / CD3+CD8+.
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Rycina 3. Ocena wydzielania INF-y w$rod limfocytow CD3+CD4+ / CD3+CD8+

Sktad ilosciowy 1 jakoSciowy materialu przeszczepowego oraz odbudowe
immunologiczng oceniano na podstawie badania subpopulacji limfocytow w mikrolitrze
krwi (kom/ul) technikg cytofluorymetrii przeptywowe;.

Do identyfikacji populacji badanych komérek uzywano BD Multitest™ 6-Color TBNK.
Probke kontrolng materiatu przeszczepowego rozcienczono CellWash do uzyskania
stezenia 10 tys. kom/ul. 50ul zawiesiny przeniesiono do probdéwek TrueCount®
i dodano 50ul zawiesiny przeciwciat (CD45+, CD3+, CD4+, CD8+, CD56+, CD19+).
Do kontroli oznaczenia stosowano zestawéw Beckton Dickinson: High (materiat
przeszczepowy), Low (krew obwodowa w czasie monitorowania odbudowy

immunologicznej). Probke testowa oraz odpowiednig kontrole inkubowano w ciemnosci
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w temperaturze pokojowej 10 minut. Nastepnie dodawano 450 ul mieszaniny lizujacej

(10% roztwor BD FACS™ Lysing Solution w wodzie destylowanej) i pozostawiano na

10 minut w ciemnosci w temperaturze 25°C. Po tym czasie probki byly gotowe do

analizy cytofluorymetrycznej. Oceny limfocytow dokonywano przy uzyciu programu

Canto (rycina 4).

KONTROLA
694
Director: Panel: & Color TBNK
Acquired:  4/6/2022 10:30:36 AM
Analyzed:  4/6/2022 10:44:40 AM
Status: oK
Operator:  BDB
Reviewer:
Results: 06042022.csv
WBC Count (x1000): 4.2 Lymphs (%): 35.1 Lymphs (x1000):
ED FACSCanito IT V3398201973 8D FACSCanta w3/0.4894.41215
CD3/CD16+56/CD45/CD4/CD19/CD8 Total Events: 10045
e CD4+CD& CD4+C0G+ CO16855-CO13%+ CD16&ES6+
et Coig+
r M 5
ki i . 7l &
’ o= = s
Q) = -
- * etteasEIC
. A F- CD4-CD3- CD4-CDO3+ CD16ESE-CD1%- | D13-
CD45 Per CP-OyS5-A CD3 FITC-A CD8 APC-Cy7-A CD16+ 56 PE-A
G34004.001 fc= Remsgent Lot ID: 00000
Parameter Percent| Value/absCnt
Lymph Events 3138
CD3+ 72.18 1064.07
CD3+Cha+ 21.89 322.75
CD3+CD4+ 46.81 690.12
CD3+CD4+CDB+ 0.29 4.23
CD16+CD56+ 12.46 183.69
CD19+ 14.09 207.65
CD45+ 147420
4/8 Ratio 2.14
QC Messages
Manual Gate is in effect.
% T-Sum is: 3.47
Lymphosum is: 98.73
4/8 ratio is: 2.14
Comments
Rycina 4. Obraz kontroli rozktadu iloSciowego i jakosciowego subpopulacji

limfocytow.
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4.3 Zestawienie odczynnikow i sprzetu wykorzystanego

przeprowadzenia badan

4.3.1 Wykaz aparatury wykorzystanej do prowadzonych badan

Nazwa aparatury i model

Producent, kraj

Wirowka Centrifuge 5810R

Eppendorf, Niemcy

Inkubator CO; Steri-Cycle i160 ThermoScientific, Niemcy

Worteks IKA MS 3 Vortexer

IKA Werke, Niemcy

Cytometr FACSCanto

Becton Dickinson, USA

Analizator Hematologiczny Medonic Boule, Szwecja

do

4.3.2 Wykaz odczynnikow wykorzystanych do przeprowadzenia badan

Nazwa odczynnika

Producent, kraj Nr katalogowy

Ficoll-Paque™ PLUS

Cytiva, Szwecja 71101700-EL

CellWash/PBS

Becton Dickinson, USA 349524

Brefeldin A

MiltenyiBiotec, Niemcy 51910302873

PepTivator® CMV pp65 -
HT

MiltenyiBiotec, Niemcy 130-097-727

PepTivator® ADV5 Hexon —
HT

MiltenyiBiotec, Niemcy 130-098-237

PepTivator® EBV BZLF1 -
HT

MiltenyiBiotec, Niemcy 130-098-239

Rapid Cytokine Inspector
(CD4/CD8 T Cell) Kit

MiltenyiBiotec, Niemcy 130-097-343

Anti-INF-y-PE

MiltenyiBiotec, Niemcy 130-113-493

Staphylococcal enterotoxin B

from Staphylococcus aureus

Merck, Niemcy S4881

FACSFlow

Becton Dickinson, USA 342003

FACS Diva CS&T Research
Beads

Becton Dickinson, USA 655051

MicroAmp™ Optical

Thermo Fisher Scientific, | 4311971
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Adhesive Film USA

BD Multitest™  6-Color | Becton Dickinson, USA 644611
TBNK

BD Trucount™ Tubes Becton Dickinson, USA 340334

BD FACS™ Lysing Solution | Becton Dickinson, USA | 349202

BD™ Multi-Check Control | Becton Dickinson, USA 340911

W dwoch przypadkach ,,na ratunek Zycia” wyizolowano na skale kliniczng limfocyty
dawcy wykazujace specyficzno$¢ przeciw antygenom wirusa ADV. Pobrano probke
krwi od obojga rodzicow i poddano ja screeningowi przy uzyciu kitu PepTivator®
ADVS5 Hexon — HT wedlug powyzej opisanej procedury. Do aferezy niestymulowanych
mononuklearéw wybrano w obu przypadkach rodzica, ktérego limfocyty zdolne byly do
wigkszej produkcji interferonu-gamma po inkubacji z antygenami wirusa ADV. Produkt
aferezy byt opracowany w procedurze CCS z uzyciem systemu CliniMACS Prodigy,
Miltenyi Biotech.

5. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw

Przeprowadzono analiz¢ zwigzku parametrow charakteryzujacych dawce i biorce
z odnowa immunologiczng oraz wystgpowaniem zakaznych i1 niezakaznych powiktan
po przeszczepieniu komorek macierzystych. Oceniono zwigzek migdzy liczba
limfocytow T, B, komodrek NK, limfocytow VST a wystgpowaniem zakazen
wirusowych wywolanych przez ADV, CMV, 1 EBV, zapadalnoscia na ostrg
i przewleklg posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw prowadzono przy wykorzystaniu programu
Dell®Statistica v 14.0. Normalno$¢ rozktadu wynikow sprawdzono testem Shapiro-
Wilka, ktéory wykazat, ze zebrane dane nie maja rozkltadu normalnego. W dalszej
analizie zastosowano testy nieparametryczne. Dla danych ilo§ciowych stosowano test
U Manna-Whitneya oraz ANOVA Kruskala-Wallisa, a nastgpnie odpowiednig analize
post-hoc przy wykorzystaniu zestawu medycznego w programie Statistica v. 14.0.
Roznice w cechach jakosciowych okreslono za pomoca testu chi-kwadrat. Analize
korelacji pomiedzy poszczegdlnymi cechami prowadzono przy wykorzystaniu testu
Spearmana. We wszystkich stosowanych testach istotno$ci okre§lono na poziomie p <

0,05.
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6. Wyniki

6.1 Odnowa limfocytarna po przeszczepieniu HSC

Wiyniki rekonstytucji immunologicznej zostaty przedstawione w postaci liczby komorek
we Kkrwi obwodowej jako liczba bezwzgledna (liczba limfocytow/ul krwi) oraz
wzgledna (odsetek, %) od 14-21 dnia do 90 dnia po transplantacji HSC. Dane
pochodzace z przeprowadzonych badan zaprezentowane sg na rycinie 5. Szczegotowe

dane liczhowe zestawiono w tabeli 8.

100
80
5 60 A
E -
=
g
ies o
E 4} f n
—
= o
o
o o
20
o
] =[]
@ cD3+
‘ l o ‘ IL ‘ O B |@ cD4+
0 * @ CD8+
14 30 60 90 @ CD56+
Dni po HSCT o CD19+

Rycina 5. Przebieg odnowy limfocytarnej poszczegolnych subpopulacji limfocytow
w badanej grupie pacjentéw od 14-21 dnia od przeszczepienia do 90 dnia po HSCT.
Populacje limfocytow przedstawiono jako komorki: CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+,
CD56+, CD19+. Stupki przedstawiaja mediany odnotowanych w grupie badanej

warto$ci.
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Tabela 8. Zestawienie liczby komorek/ul poszczegélnych subpopulacji limfocytow
w 14, 30, 60 i 90 dniu po HSCT.

Liczba kom/ul (mediana oznaczen)
Subpopulacje 14 dni Po 30 dni po 60 dni po 90 dni po

limfocytow HSCT HSCT HSCT HSCT
Limfocyty CD3+ 41,73 55,23 61,73 64,30
Limfocyty CD4+ 10,8 12,60 12,94 14,47
Limfocyty CD 8+ 17,07 26,29 34,65 44,33
Limfocyty CD 56+ 36,00 42,65 32,33 26,43

Limfocyty CD 19+ 2,3 1,28 2,53 4,13

6.2 Czestosé wystepowania infekcji wirusowych

W okresie obserwacji od przeszczepienia do 90 dnia po HSCT u 72 (88%) z 82
badanych odnotowano wystapienie infekcji wirusowej wywotanej przez CMV, ADV
lub EBV. Wyniki wystgpowania replikacji poszczegolnych wirusow u obserwowanych
pacjentow przedstawiono w tabeli 9 i na rycinie 6. Najczes$ciej wykrywanym wirusem
byt EBV, jego obecnos¢ w osoczu odnotowano w 54 testowanych probkach w czasie
pierwszych trzech miesiecy po HSCT. W 4 przypadkach ciezkich infekcji ADV liczba

replikondw przekroczyta gorng granice oznaczalnosci.

Tabela 9. Wystepowanie replikacji wirusowych u 82 pacjentow po HSCT w ciggu
pierwszych 90 dni po przeszczepie

Liczba przypadkow
Wirus Lokalizacja
n %
CMV osocze 33 40
osocze 20 24
ADV
mocz 11 13
EBV osocze 54 66
Nie wystapila replikacja wirusowa 13 16
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Rycina 6. Odsetek wystgpowania replikacji wirusowych w badanej grupie pacjentow do
90 doby po HSCT.

6.3 Czestos¢ wystepowania GVHD

Ostra posta¢c GvHD wystapita u 53 pacjentow, co stanowi 65% grupy badane;.

Przewlekla forme¢ GvHD zdiagnozowano u 7 0s6b — 9% badanych pacjentow.

6.3.1 Zwigzek miedzy wiekiem pacjenta a wystapieniem GvHD

Grupa pacjentow z aGvHD miata nizszg mediang wieku niz pacjenci bez tego
powiktania (7 lat vs 13 lat, p=0,001) (rycina 7).
Dla cGVHD nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w zaleznosci od czynnikow

demograficznych.
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Rycina 7. Mediana wieku w grupie z aGVHD i bez aGVHD.
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6.4 Wyniki rekonstytucji immunologicznej

6.4.1 Zwiazek rozpoznania z rekonstytucja immunologiczng

i powiklaniami poprzeszczepowymi

W badanej grupie przeanalizowano wplyw rozpoznania nowotworowego lub
nienowotworowego na wystapienie powiktan. Rodzaj pierwotnego rozpoznania nie miat

wptywu na czesto$¢ powiktan (p=ns). Szczegdétowe wyniki przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Czgstos¢ powiktan po HSCT w zaleznosci od rodzaju pierwotnego

rozpoznania.

Rodzaj powiklan po Choroba nowotworowa | Choroba nienowotworowa
HSCT
aGVHD 66,07% 59,09%
cGVvHD 8,93% 4,55%
Infekcja CMV 44,64% 36,36%
Infekcja ADV 36,36% 21,43%
Infekcja EBV 63,64% 69,64%

Rekonstytucja immunologiczna limfocytow w dniu 30, 60 1 90 po HSCT nie wykazata
réznic w zalezno$ci od pierwotnego wskazania do transplantacji macierzystych
komorek hematopoetycznych. Tylko liczba limfocytow CD3+CD4+ w 90 dniu po
HSCT byta wyzsza u pacjentow z rozpoznaniem choroby nowotworowej (15,87 vs

9,77; p=0,016) (rycina 8).
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Rycina 8. Liczba limfocytow CD3+CD4+ w 90 dobie po HSCT w zaleznosci od
pierwotnego rozpoznania (choroba nienowotworowa vs choroba nowotworowa;
p=0,016).

6.4.2 Efekty pochodzenia materialu przeszczepowego

6.4.2.1 Zwiazek pochodzenia materialu przeszczepowego z

rekonstytucja immunologiczng

Badanie odbudowy immunologicznej poszczegdlnych subpopulacji limfocytow po
przeszczepieniu hematopoetycznych komorek macierzystych wykazato wyzsza liczbe
limfocytow B u biorcow PBSC w poréwnaniu z biorcami BM w dobie 14 (3,20 vs 0,5

kom/ul, p=0,0005) i w dobie 30 po HSCT (1,45 vs 0,20 kom/ul, p=0,00007) (rycina 9).
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Rycina 9. Liczba limfocytéw B (CD19+ kom/ul) w zaleznosci od zrodta pochodzenia
hematopoetycznych komorek macierzystych (szpik kostny - BM vs komorki
macierzyste krwi obwodowej - PBSC) w badanej grupie pacjentow do 90 dnia po
HSCT.

6.4.2.2 Zwigzek pochodzenia materialu przeszczepowego
z wystepowaniem zakazen po przeszczepieniu hematopoetycznych

komorek macierzystych

Replikacja wirusa EBV wystepowala czgsciej (72,31 vs 43,75%; p=0,029) u biorcow,
ktorzy otrzymali komorki hematopoetyczne krwi obwodowe] w pordwnaniu z biorcami
szpiku kostnego. Zrédto pochodzenia HSC nie miato wplywu na czesto$é wystepowania

infekcji CMV i ADV (rycina 10).
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Rycina 10. Czegsto$¢ wystgpowania replikacji wirusowych (CMV, ADV, EBV)
W 0soczu 1 w moczu pacjentdow w zaleznos$ci od zZrédta pochodzenia HSC (PBSC vs
BM). Istotno$¢ statystyczna wykazana w przypadku wystgpowania infekcji EBV
wynosita p=0,029.

6.4.3 Efekty zalezne od rodzaju kondycjonowania

6.4.3.1 Zwigzek kondycjonowania z rekonstytucja immunologiczng

i powiklaniami poprzeszczepowymi

W badanej grupie pacjentow zastosowano kondycjonowanie mieloablacyjne (MAC),
kondycjonowanie o0 zredukowanej intensywnosci (RIC) 1 kondycjonowanie
niemieloablacyjne (NMA). Na podstawie tego podzialu przeprowadzono oceng
odbudowy limfocytarnej w 30, 60 i 90 dniu po HSCT, wystapienia GVvHD oraz zakazen
wirusowych. Szczegoétowe wyniki przedstawiono w tabelach 11, 12, 13
i 14.
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Tabela 11. Wystepowanie powiktan (GvHD i infekcje wirusowe) po HSCT w grupie
badanej w zaleznoS$ci od zastosowanego rodzaju kondycjonowania MAC/RIC/NMA.

Rodzaj kondycjonowania
Rodzaj powiklania

00 HSCT MAC RIC NMA
aGvHD 77,73% 68,2% 22,22%
cGVvHD 13,64% 4,55% 11,11%
Infekcja CMV 18,18% 50,00% 55,56%
Infekcja ADV 27,27% 15,91% 55,56%
Infekcja EBV 63,64% 70,45% 55,56%

Tabela 12. Zestawienie odbudowy limfocytarnej w 30, 60 i 90 dniu po HSCT dla
protokotu kondycjonowania MAC.

Rodzaj kondycjonowania: MAC
Liczba kom/ul (mediana oznaczen)
Odbudowa 30 dni po 60 dni po HSCT 90 dni po

limfocytarna HSCT HSCT
Limfocyty CD3+ 61,08 62,43 68,63
Limfocyty CD4+ 24,38 19,50 17,30
Limfocyty CD 8+ 24,23 33,03 41,90
Limfocyty CD 56+ 36,45 30,05 24,60

Limfocyty CD 19+ 1,55 1,50 3,23
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Tabela 13. Zestawienie odbudowy limfocytarnej w 30, 60 i 90 dniu po HSCT dla

protokotu kondycjonowania RIC.

Rodzaj kondycjonowania: RIC
Liczba kom/ul (mediana oznaczen)
Odbudowa 30 dni po 60 dni po HSCT 90 dni po

limfocytarna HSCT HSCT
Limfocyty CD3+ 51,90 59,13 66,99
Limfocyty CD4+ 10,80 12,04 14,37
Limfocyty CD 8+ 28,25 39,57 48,64
Limfocyty CD 56+ 44,70 32,97 27,10

Limfocyty CD 19+ 1,3 1,93 2,02

Tabela 14. Zestawienie odbudowy limfocytarnej w 30, 60 i 90 dniu po HSCT dla

protokotu kondycjonowania NMA.

Rodzaj kondycjonowania: NMA
Liczba kom/ul (mediana oznaczen)
Odbudowa 30 dni po 60 dni po HSCT 90 dni po

limfocytarna HSCT HSCT
Limfocyty CD3+ 39,20 60,38 54,98

Limfocyty CD4+ 12,40 5,98 8,57
Limfocyty CD 8+ 31,15 52,83 41,00
Limfocyty CD 56+ 59,85 21,17 24,93
Limfocyty CD 19+ 0,95 15,13 24,13
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Po kondycjonowaniu MAC obserwowano wyzsza niz po NMA bezwzgledng liczbe

limfocytow nalezacych do subpopulacji CD3+CD4+ w dobie 60 i 90 po przeszczepieniu
(odpowiednio: 12,04 vs 5,98, p=0,001, rycina 11; 14,37 vs 8,57, p=0,006, rycina 12).

W 60 i 90 dobie zaobserwowano statystycznie istotnie wyzszg liczbe limfocytow B, po

kondycjonowaniu NMA (odpowiednio: 1,93 vs 15,13, p=0,009, rycina 13; 2,02 vs

24,13, p=0,009, rycina 14).

W pozostalych punktach oceny nie stwierdzono rdéznic statystycznych w odbudowie

subpopulacji CD3+, CD3+CD8+ oraz komorek NK w zaleznosci od rodzaju

kondycjonowania.
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Rycina 11. Liczba limfocytow CD3+CD4+ na mikrolitr w dobie 60 po HSCT

w zaleznosci od zastosowanego protokotu kondycjonowania (p=0,001). Wyniki istotne

statystycznie (p<0.05) oznaczono gwiazdka ,,*”.
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Rycina 12. Liczba limfocytow CD3+CD4+ na mikrolitr w dobie 90 po HSCT

w zaleznos$ci od zastosowanego protokotu kondycjonowania (p=0,006). Wyniki istotne

statystycznie (p<0.05) oznaczono gwiazdkg ,,*”.
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Rycina 13. Liczba limfocytow CD19+ na mikrolitr w dobie 60 po HSCT w zaleznosci

od zastosowanego protokotu kondycjonowania (p=0,009). Wyniki istotne statystycznie

(p<0.05) oznaczono gwiazdkg ,,*”.
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Rycina 14. Liczba limfocytow CD19+ na mikrolitr w dobie 90 po HSCT w zaleznosci
od zastosowanego protokotu kondycjonowania (p=0,009). Wyniki istotne statystycznie

(p<0.05) oznaczono gwiazdka ,,*”.
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6.4.3.2 Wplyw kondycjonowania na wystepowanie GvHD

Ostra posta¢ GVHD wystapita czesciej u pacjentéw poddanych kondycjonowaniu MAC
i RIC niz po uprzednim kondycjonowaniu NMA (73% vs 68% vs 22%, p=0,048)

(rycina 15). Zastosowany protokét kondycjonowania nie mial wpltywu na pozniejsze

wystapienie cGVHD.
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Rycina 15. Czg¢sto$¢ aGvHD w badanej grupie pacjentow poddanych kondycjonowaniu
MAC/RIC/NMA (p=0,048). Wyniki istotne statystycznie (p<0.05) oznaczono gwiazdka
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6.4.3.3 zakazenia

poprzeszczepowe

Wplyw  rodzaju  kondycjonowania na

Analizujac dane dotyczace replikacji wirusowych wykazano, ze wirus cytomegalii
najrzadziej wykrywany byt w grupie pacjentéw otrzymujacych kondycjonowanie MAC,
a najczescie] w grupie NMA (18% vs 53%, p=0,053).

ADV wykryto w osoczu pacjentdéw najrzadziej po zastosowaniu protokolu RIC,
a najczesciej po NMA (16% vs 56%, p=0,028).

Analiza replikacji ADV w moczu nie wykazata statystycznie istotnych zalezno$ci.
Wirus Epstein-Barr ulegat replikacji niezaleznie od zastosowanego kondycjonowania.

Powyzsze wyniki przedstawia rycina 16.
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Rycina 16. Czesto$¢ wystgpowania replikacji wirusowych (CMV, ADV, EBYV)

W osoczu 1 w moczu pacjentdow w zaleznosci od protokotu kondycjonowania (MAC,

RIC, NMA), (p<0,05).
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6.4.4 Terapia limfodeplecyjna przed przeszczepieniem

hematopoetycznych komoérek macierzystych

6.44.1 Zwiazek terapii limfodeplecyjnej z rekonstytucjg

immunologiczng i powiklaniami poprzeszczepowymi

W zalezno$ci od rodzaju zastosowanej terapii limfodeplecyjnej, pacjenci zostali
podzieleni na 3 grupy: PTCy (ang. Post-Transplant Cyclophosphamide), ATG
(Grafalon, Thymoglobulina) i bez limfodeplecji in vivo.

Poréwnanie odbudowy limfocytarnej limfocytow T i komérek NK w 30, 60 i 90 dniu
W grupie pacjentow otrzymujacych Grafalon i Thymoglobuling nie wykazato istotnych
roznic 1 grupe t¢ analizowano wspdlnie. Istotna statystycznie byla jedynie rdéznica liczby
limfocytow B, ktérych odsetek w 90 dniu po HSCT byt wickszy po immunosupresji
wywotanej Thymoglobuling (21,82 vs 3,35, p=0,016, rycina 17).

Odbudowg limfocytow w 30, 60 1 90 dniu poréwnano miedzy grupami otrzymujacymi
ATG, PTCy i grupie bez limfodeplecji. Limfocyty T najszybciej regenerowaty si¢
w grupie nie otrzymujacej lekow, a najstabiej po podaniu ATG do 60 dnia po HSCT,
z kolei w 90 dniu nie wykazano zaleznosci odbudowy immunologicznej od terapii
immunosupresyjnej. Subpopulacja CD3+CD4+ osiagata najwyzsza liczbe bezwzgledna
w grupie pacjentow po zastosowaniu PTCy, a najnizsza po ATG. Limfocyty
CD3+CD8+ w calym badanym okresie nie wykazaty r6znic odnowy immunologiczne;j
bez wzgledu na stosowang terapie.

Subpopulacje komoérek NK (rycina 18) i limfocytow B (rycina 19) osiagnety najwyzsza
warto§¢ w grupie otrzymujacej ATG, najnizsza w grupie bez stosowania
immunosupresji, oprocz badania dla 90 dnia po przeszczepie. Wigkszos¢ powyzszych

wynikow byta istotna statystycznie (p<0,050).
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Rycina 17. Liczba limfocytow B (CD19+) w 90 dniu po HSCT w zaleznosci od
zastosowanej seroterapii (Grafalon vs Thymoglobulina). Przedstawiona istotno$¢

statystyczna po zastosowaniu Thymoglobuliny wynosi p=0,016.
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Rycina 18. Liczba komoérek NK w zaleznos$ci od rodzaju terapii limfodeplecyjnej
(ATG/PTCyl/brak terapii) (p<0,050).
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Rycina 19. Liczba limfocytow CDI19+ w zaleznosci od od rodzaju terapii
limfodeplecyjnej (ATG/PTCy/brak terapii) (p<0,050).
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6.4.4.2 Wplyw terapii limfodeplecyjnej na wystepowanie GvHD

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w wystgpowaniu ostrej i przewleklej
postaci GvHD  pomi¢dzy grupami z  zastosowaniem PTCy, ATG

i brakiem limfodeplec;ji.

6.4.4.3 Wplyw terapii limfodeplecyjnej na zakazenia poprzeszczepowe

Rodzaj terapii limfodeplecyjnej nie miat wplywu na czesto$¢ zakazen CMV. W grupie
pacjentow, ktéra nie otrzymata lekow immunosupresyjnych, nie wykryto replikacji
ADV. W grupie pacjentow poddanych seroterapii, ryzyko replikacji ADV istotnie
wyzsze u chorych dostajacych Thymoglobuling, w poréwnaniu z grupa otrzymujaca
Grafalon (25,9% vs 66,7%, p=0,037, rycina 20). Zakazenia EBV nie wykazaty zwigzku
z rodzajem terapii limfodeplecyjnej.
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Rycina 20. Czestos¢ wystepowania replikacji wirusowych (CMV, ADV, EBV)
W 0soczu 1 w moczu pacjentdw w zaleznosci od terapii limfodeplecyjnej (Grafalon vs
Thymoglobulina). Istotno$¢ statystyczna w przypadku infekcji ADV oznaczonej
W osoczu pacjentdow badanej grupy otrzymujacej Grafalon lub Thymoglobuling

wynosita p=0,037.
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6.4.5 Czynniki ryzyka dla wystapienia GVvHD

6.4.5.1 Sklad materialu przeszczepowego a wystepowanie GVHD

Przeanalizowano liczbg limfocytow w poszczegdlnych subpopulacjach w materiale
przeszczepowym w przeliczeniu na kg masy ciata biorcy oraz dane dotyczace
wystapienia w okresie aGvHD i1 cGvHD. Uzyskane wyniki wykazaly zalezno$¢ miedzy
wyzszg liczbg podanych limfocytow CD3+ oraz CD3+CD4+ i CD3+CD8+ na kilogram
masy ciata biorcy, a wyzszym ryzykiem wystgpienia aGvHD. Wyniki sg istotne
statystycznie, odpowiednio: dla limfocytow CD3+: 232181 vs 383575, p=0,047,
CD3+CD4+: 129765 vs 217560, p=0,040, CD3+CD8+: 93955 vs 129115, p=0,032
(rycina 21).

Catkowita liczba limfocytow obecnych w HSCT/kg masy ciala biorcy nie miata

wplywu na wystapienie cGvHD.
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Rycina 21. Zalezno$¢ migdzy liczbg przeszczepionych limfocytow na kg masy ciata
biorcy, a wystgpieniem aGvHD. Istotnosc¢ statystyczng wykazaty limfocyty o fenotypie
CD3+ (p=0,047), CD3+CD4+ (p=0,040) i CD3+CD8+ (p=0,032).
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6.45.2 Zrédlo pochodzenia  hematopoetycznych  komérek

macierzystych a wystepowanie GVHD

W analizie zrédla pochodzenia hematopoetycznych komorek macierzystych nie

zaobserwowano wptywu na wystapienie ostrej lub przewlektej postaci GvHD.

6.45.3 Zwiazek miedzy wystapieniem GvHD a zakazZeniami

wirusowymi

Grupe poddano analizie pod wzgledem wystgpienia ostrej postaci GVHD 1 zakazen
wirusowych. W grupie pacjentow z aGVHD wykazano wyzsza cz¢stos¢ replikacji EBV
(76 vs 53.6%, p=0,042) (rycina 22).

Badanie zalezno$ci miedzy wystgpieniem przewlektej postaci GvHD i wcze$niejszego
zakazenia wirusowego wykazato, ze U zadnego z pacjentow, ktorzy rozwingli objawy
CGVHD, nie stwierdzono wczesniej replikacji CMV (p=0,029).

W grupie pacjentow, u ktorych wystapita c¢cGVHD, zaobserwowano w okresie
poprzeszczepowym wyzsza czestos¢ replikacji ADV (66,7% vs 22,2%; p=0,017).
Replikacja wirusa EBV nie wykazata zwigzku z ryzykiem wystgpienia cGvHD. Rycina

23 przedstawia dane dotyczace cGvHD i wystgpowania infekcji wirusowych.
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Rycina 22. Czegsto$¢ wystgpowania replikacji wirusowych (CMV, ADV, EBV)

W o0soczu 1 w moczu pacjentow zestawiona z wystgpieniem aGvHD. Istotnosé

statystyczng (,,*”) wykazano w przypadku infekcji EBV (p=0,042).
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Rycina 23. Czgstos¢ wystepowania replikacji wirusowych (CMV, ADV, EBV)

W 0S0CzZU 1 W moczu pacjentdw zestawiona z wystgpieniem cGVHD. Statystycznie

istotna byty zaleznosci zapadalnosci na CMV i pozniejszego wystagpienia ¢cGvHD

(p=0,029) oraz pojawienia si¢ infekcji adenowirusem i ryzykiem rozwinigcia cGvHD

(p=0,017). Wyniki istotne statystycznie (p<0.05) oznaczono gwiazdka ,,*”.
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6.4.6 Czynniki ryzyka dla zakazen po przeszczepieniu

6.4.6.1 Wplyw statusu serologicznego dawca-biorca na zakazenia

poprzeszczepowe

Przeprowadzono analiz¢ wystgpowania poprzeszczepowej wiremii CMV w zaleznosci
od statusu IgG dla CMV lub EBV u dawcy i biorcy. Analiza wykazata wysokie ryzyko
replikacji wirusa cytomegalii w sytuacji, kiedy dawca i biorca nie sg zgodni wzgledem
statusu serologicznego dla wirusa CMV przed HSCT. Wynik byt istotny statystycznie i
wynosit p=0,007 (rycina 24). Analiza statusu serologicznego EBV nie wykazata istotne;j

statystycznie rdznicy dla uktadow pomiedzy dawca i biorca.
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Rycina 24. Odsetek wystgpienia replikacji wirusa CMV w zalezno$ci od zgodnosci

statusu serologicznego dawcy i w CMV IgG (p=0,007).
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6.4.6.2 Zwiazek miedzy skladem materialu przeszczepowego a

wystgpieniem infekcji wirusowych

Zaobserwowano istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy wyzsza catkowita liczba

podanych limfocytow CD3+ 1 CD3+CD8+ a wystagpieniem

replikacji

EBV

(odpowiednio mediana 4 419 301 000 vs 8 166 400 000, p=0,037; mediana 1 574 316
000 vs 2 840 934 000, p=0,033) (rycina 25). Przy poréwnaniu liczby limfocytow T na

kilogram wagi biorcy takiej zaleznos$ci nie zaobserwowano. Dla pozostatych patogenow

nie zaobserwowano istotnych statystycznie zaleznosci.
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Rycina 25. Zalezno$¢ migdzy liczbg catkowitg podanych limfocytow a wystgpieniem

replikacji EBV. Istotno$¢ statystyczna zostata wykazana dla subpopulacji limfocytow

CD3+ i CD3+CD8+ (odpowiednio p=0,045; p=0,034).
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6.5 Badania reaktywnoSci przeciwwirusowej i jej zwiazek z

powiklaniami poprzeszczepowymi

6.5.1 Czestos$¢ wystepowania limfocytow VST

W badanej grupie oceniono odsetek limfocytéw VST przeciwko kazdemu z wirusow
ADV, CMV 1 EBV w preparatach komorek macierzystych. Liczbg badanych komorek
VST, o aktywnos$ci odpowiednio przeciwko CMV/ADV/EBV w badanych preparatach,
przedstawia tabela 15. Po przeanalizowaniu wyst¢powania VST stwierdzono obecno$¢

w 75-84% subpopulacji limfocytow T komorek o reaktywnosci przeciwwirusowej

Tabela 15. Wystepowanie komorek VST reaktywnych wobec CMV/ADV/EBV
w poszczegblnych subpopulacjach limfocytow (CD4+ 1 CD8+).

Brak reaktywnosci Obecne reaktywne limfocyty
Subpopulacja Liczba Odsetek Liczba Odsetek
CD4+ CMV 20 25,3% 59 74,7
CD8+ CMV 14 17,7% 65 82,3
CD4+ ADV 12 16,7 60 83,3
CD8+ ADV 17 23,6 55 76,4
CD4+ EBV 15 22,1 53 77,9
CD8+ EBV 17 25,0 51 75,0

W 7 z 78 badanych probek mononuklearow nie wykazano reaktywnosci limfocytow
wobec zadnego z badanych wirusoOw. Przeanalizowano charakterystyke preparatow
PBPC w odniesieniu do  wspoOlwystgpowania specyficznych  limfocytéw

przeciwwirusowych i wyniki przedstawiono na diagramie Venna (rycina 26).
Badania korelacji miedzy statusem serologicznym dawcy przeciwko CMV 1 EBV

a liczbg limfocytow reaktywnych przeciwwirusowo w materiale przeszczepowym nie

wykazaly wynikéw istotnych statystycznie.
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Rycina 26. Diagram Venna prezentujagcy wspotwystepowanie limfocytow
przeciwwirusowych w materiale przeszczepowym od poszczegélnych dawcow. CMV,
ADV, EBV reprezentuja przypadki wykazujace reaktywnos¢ przeciwko odpowiednim
wirusom. Grupa TRI-NEG zawiera 7 przypadkow dawcow nie posiadajagcych VST

przeciwko zadnemu z wirusow.
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6.5.2 Wystepowanie powiklan w zalezno$ci od obecnos$ci limfocytow

VST

Przeprowadzono analiz¢ wptywu wystepowania komodrek VST na przezycie pacjentow

(tabela 16), wystgpienie aGvHD (rycina 27) i cGvHD (rycina 28) oraz czestosé

replikacji wirusowej w badanym okresie czasu (tabela 17). Obecno$¢ komoérek VST

o reaktywno$ci przeciwwirusowej nie miata wpltywu na prawdopodobienstwo

przezycia, wystepowanie objawow choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi ani na

wystepowanie replikacji wirusowych w badanej grupie.

Tabela 16. Prawdopodobienstwo przezycia do 90 dnia po HSCT w zaleznosci od

reaktywnosci limfocytéw wobec antygenow wirusa CMV/ADV/EBV.

VST (+) VST (-) p
CMV 89,7% 72,7% ns
ADV 88,5% 72,7% ns
EBV 89,1% 64,3% ns
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Rycina 27. Zaleznos$¢ obecnosci komorek VST i ryzyka wystgpienia aGVHD w badanej

grupie pacjentow.
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Rycina 28. Zalezno$¢ obecnosci komorek VST i ryzyka wystgpienia cGvHD.
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Tabela 17. Prawdopodobienstwo wystapienia replikacji CMV/ADV/EBV w zaleznosci

od reaktywnosci limfocytéw wobec antygenéw danego wirusa (CMV/ADV/EBV).

VST (+) VST () p
CMV 87,5% 87,2% ns
ADV 100% 82,1% ns
EBV 84,8% 69,6% ns

U pacjentow wykazujacych obecnos¢ VST, mediany odsetka komorek reaktywnych

w subpopulacjach limfocytow T CD3+/CD4+ i CD3+/CD8+ wynosily odpowiednio

0,13-0,24% i 0,14-0,21% i nie wykazywatly roznic pomiedzy poszczegdlnymi wirusami

(tabela 18).

Tabela 18. Zestawienie mediany, wartosci minimalnej i warto$ci maksymalnej odsetka

komorek VST CD4+ i CD8+ reaktywnych wobec CMV/ADV/EBV.

Odsetek limfocytow VST
Mediana Minimum Maksimum p
CD4+ 0,13% 0,01% 2,46% ns
CmMv
CD4+ 0,24% 0,02% 2,74%
ADV
CD4+ 0,18% 0,01% 3,01%
EBV
CD8+ 0,14% 0,01% 5,05% ns
CmMv
CD8+ 0,15% 0,01% 3,48%
ADV
CD8+ 0,21% 0,01% 2,52%
EBV
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Uwzgledniajac mase ciata biorcy i bezwzgledng liczbe limfocytow VST w preparacie
PBPC obliczono liczbe limfocytow VST w przeliczeniu na kilogram wagi pacjenta.

Tabela 19 prezentuje otrzymane wyniKi.

Tabela 19. Zestawienie liczby komorek VST CD4+ i CD8+ reaktywnych wzgledem
CMV/ADV/EBYV podanych biorcy w przeliczeniu na kg masy jego ciata.

Bezwzgledna liczba limfocytow VST/kg masy ciala biorcy

Mediana Minimum Maksimum
CD4+ CMV 731332 8 156 29 436 467
CD8+ CMV 793 444 8 158 28 756 737
CD4+ ADV 1080 343 13 817 18 538 741
CD8+ ADV 591 026 8 415 17524 741
CD4+ EBV 863 254 16 198 20 988 911
CD8+ EBV 1030 443 4212 22 536 395

6.5.3 Zwiazek miedzy liczba podanych limfocytow reaktywnych na

kilogram a wystepowaniem zakazen wirusowych

Zapadalnos¢ na infekcje wirusowe oceniono w zaleznosci od liczby podanych
limfocytow VST na kilogram wagi. Wykazano, ze pacjenci, u ktorych nie wystgpita
replikacja CMV, otrzymali wyzsza liczbe limfocytow VST przeciwko CMV o fenotypie
CD3+CD8+ (618 146/kg vs 198 348/kg; p=0,049) (rycina 29). Z kolei wyzsza liczba
limfocytow reaktywnych wobec antygenéw ADV o fenotypie CD3+CD4+ byta
zwigzana z wyzszym ryzykiem wystapienia infekcji ADV u pacjentow, ktorzy
otrzymali dane preparaty PBSC (2 233 948/kg vs 588 037/kg; p=0,018) (rycina 30).
Podobnie jak dla ADV, pacjenci, ktorzy otrzymali wyzsza liczbg limfocytow VST
o fenotypie CD3+CD4+ wykazujacych reaktywnos¢ wobec EBV mieli wyzsza czestos¢
replikacji EBV (923 756/kg vs 39 686/kg; p=0,006) (rycina 31).
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Rycina 29. Liczba
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limfocytow VST CD3+CD8+ (komorki’kg masy ciata)

o reaktywnosci przeciw CMV w materiale przeszczepowym a wystepowanie replikacji

CMV po przeszczepieniu (p=0,049).
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Rycina 30. Liczba  limfocytow VST CD3+CD4+ (komorki’kg masy ciata)
o reaktywnosci przeciw ADV w materiale przeszczepowym a wystepowanie replikacji

ADV po przeszczepieniu (p=0,018).
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Rycina 31. Liczba  limfocytow VST CD3+CD4+ (komorki’kg masy ciala)
o reaktywnosci przeciw EBV w materiale przeszczepowym a wystgpowanie replikacji

EBV po przeszczepieniu (p=0,006).
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6.54 Zwigzek miedzy odsetkiem limfocytow reaktywnych

a wystepowaniem zakazen wirusowych

Oceniono zapadalno$¢ biorcow na zakazenia wirusowe w zaleznosci od odsetka
limfocytow VST obecnych w preparatach HSC. W badaniach wykazano, ze wyzszy
odsetek limfocytow VST o fenotypie CD3+CD8+ reaktywnych wobec CMV
w preparacie PBSC zmniejszat ryzyko wystgpienia zakazenia CMV po przeszczepie
(0,59% vs 0,30%, p=0,046) (rycina 33). Wyzsze odsetki limfocytow VST reaktywnych
przeciw antygenom ADV wykazaly statystycznie istotny zwigzek ze zwigkszona
zapadalno$cig na ADV w okresie po HSCT (subpopulacja CD3+CD4+: 0,87% vs
0,38%; p=0,019; subpopulacja CD3+CD8+: 0,81% vs 0,24%; p=0,039) ZaleznoS$cCi
przedstawiono na rycinach odpowiednio 34 i 35. Wyzszy odsetek limfocytow VST
0 fenotypie CD3+CD4+ reaktywnych przeciwko EBV miat zwiazek z wyzszym
ryzykiem replikacji EBV (0,54% vs 0,15%, p=0,022) (rycina 36).
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Rycina 32. Odsetek limfocytow VST o reaktywno$ci przeciwko CMV w materiale

przeszczepowym a wystepowanie replikacji CMV po przeszczepie
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Rycina 33. Odsetek limfocytow VST CD3+CD8+ o reaktywnosci przeciwko CMV

w materiale przeszczepowym a wystgpowanie replikacji CMV po przeszczepie

(p=0,046).
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Rycina 34. Odsetek limfocytow VST CD3+CD4+ o reaktywnosci przeciwko ADV

w materiale przeszczepowym a wystepowanie replikacji ADV po przeszczepie

(p=0,019).
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Rycina 35. Odsetek limfocytow VST CD3+CD8+ o reaktywnosci przeciwko ADV
w materiale przeszczepowym a wystepowanie replikacji ADV po przeszczepie
(p=0,039).
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Rycina 36. Odsetek limfocytow VST CD3+CD4+ o reaktywnosci przeciwko EBV
w materiale przeszczepowym a wystgpowanie replikacji EBV po przeszczepie
(p=0,022).

75



4,0%

3,5% _—

3,0%

25% f

20%

1,5%

Komarki VST CD3+CD8+ anty-EBV

1,0% ¢

0,5% o
o
o Mediana
0,0% : [0 Q1-Q3 (Kwartyle 1-3)
Brak replikacji EBV Replikacja EBV T Minimum-Maksimum

Rycina 37. Odsetek limfocytow VST CD3+CD8+ o reaktywnosci przeciwko EBV

w materiale przeszczepowym a wystepowanie replikacji EBV po przeszczepie
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6.6 Immunoterapia za pomoca limfocytéw VST — procedura CCS

Praktycznym aspektem wiedzy o wystgpowaniu limfocytéw rozpoznajacych
specyficzne antygeny wirusowe i aktywujacych si¢ pod ich wpltywem, jest mozliwos¢
immunoterapii zakazen za pomocg pobrania, 0Czyszczenia i przeniesienia limfocytow
o specyficznej aktywnosci przeciwwirusowej od zdrowego dawcy do pacjenta
z zakazeniem oportunistycznym. W trakcie trwania badan przeprowadzono taki zabieg
u 2 pacjentéw z nieckontrolowanym zakazeniem ADV.

System uzyty do przygotowania komorek VST - CliniMACS Prodigy Cytokine Capture
System wzbogaca produkt w limfocyty T pamieci CD4+ i CD8+ wydzielajagce IFN-
gamma, ktére sa specyficzne wobec zastosowanego antygenu. Zautomatyzowana
procedura rozpoczyna si¢ od przygotowania probki i stymulacji antygenowe;j
limfocytow T za pomoca PepTivatorow, czyli mieszaniny syntetycznych oligopeptydow
(15-merowych) obejmujacych sekwencje antygenéw wirusowych i niewymagajacych
prezentacji za pomocg antygenow zgodnos$ci tkankowej MHC. Po stymulacji nastepuje
znakowanie bialych krwinek odczynnikiem CliniMACS IFN-gamma Catchmatrix,
skladajacym si¢ z przeciwcial CD45 skoniugowanych z przeciwcialami specyficznymi

dla interferonu gamma.

Procedura zostala przeprowadzona z wykorzystaniem limfocytéw pobranych od
haploidentycznego, spokrewnionego dawcy z  wykorzystaniem  mieszaniny
peptywatorow odpowiadajacych antygenom ADV.

Jako$¢ produktu komorkowego oceniono na podstawie wydzielania INF-y. U obu
pacjentow podano izolowane komorki, u jednego pacjenta uzyskano ekspansj¢ in vivo
i znaczacy spadek replikacji wirusa (rycina 38A). Bezwzgledna liczba limfocytow
CD4+ i CD8+ we krwi pacjenta po podaniu preparatu VST byta niska (rycina 38B), ale
badania replikacji ADV we krwi i moczu pacjentéw poddanych terapii VST, wykazaty
zahamowanie replikacji (rycina 39).

Po 4 tygodniach od podania VST zaobserwowano spadek liczby limfocytow T
1 wyczerpanie odporno$ci przeciwwirusowej, czego nastepstwem byt wzrost replikacji
ADV. Wobec dostepnosci nowego, eksperymentalnego preparatu o aktywnos$ci
przeciwwirusowej — brincidofowiru — podano go pacjentowi uzyskujac spadek
replikacji ADV.
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U drugiego pacjenta szybki zgon zwigzany z postepem powiklan poprzeszczepowych,

nie pozwolil na ocen¢ efektywnosci.

Obaj pacjenci zmarli z powodu ci¢zkich powiktan nie zwigzanych z adenowiroza

(pacjent 1- inwazyjna grzybica ptuc, pacjent 2 — z angiopatig zwigzana z przeszczepem).
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Rycina 38 A. Wartosci replikacji ADV w osoczu i moczu w kolejnych dniach po

przeszczepieniu szpiku.

przeszczepieniu  szpiku.

B. Wartosci liczbowe subpopulacji limfocytarnych po

DLI wskazuje na date podania limfocytow dawcy

o specyficznosci przeciwko ADV. Okres leczenia brincidofowirem jest oznaczony nad

wykresem.
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Rycina 39. Prezentacja liczby kopii ADV w osoczu i liczby limfocytow T u pacjenta.
DLI wskazuje na date podania limfocytow dawcy o specyficznosci przeciwko ADV.

Okres leczenia brincidofowirem jest oznaczony nad wykresem.
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7. Dyskusja

Transplantacja hematopoetycznych komoérek macierzystych to cz¢$¢ schematu leczenia
wielu schorzen hematologicznych i1 hematoonkologicznych, pozwalajaca osiggnad
catkowite wyleczenie choroby pierwotnej. Liczne badania odbudowy immunologicznej
po HSCT majg na celu identyfikacje czynnikow ryzyka infekcji oportunistycznych
1 w efekcie zmniejszenie $miertelnos$ci zwigzanej z zastosowang terapia.

Przedmiotem badan byly badania znaczenia limfocytow T o reaktywnoSci
przeciwwirusowej obecnych w materiale przeszczepowym . Sformulowane wnioski
majg pozwoli¢ oceni¢ przydatno$¢ zastosowania limfocytéw VST, jako potencjalnej
metody terapeutycznej infekcji wirusowych opornych na standardowe leki.

Pierwszym etapem analizy byla ocena czynnikow wpltywajacych na wystgpowanie
powiklan zakaznych i niezakaznych, w celu zbadania charakterystyki badanej grupy
1 okreslenia, czy wystepowalty w niej wyznaczniki ryzyka typowe dla biorcow
allogenicznych przeszczepien hematopoetycznych komorek macierzystych.

Kolejny etap analizy byl ukierunkowany na oceng¢ zwiazku aktywnosci
przeciwwirusowej  limfocytow  obecnych ~w  materiale  przeszczepowym

z wystgpowaniem powiktan.
7.1 Odbudowa limfocytarna

Wysokie dawki chemioterapii stosowane w schematach kondycjonujacych prowadzace
do mieloablacji przed transplantacjag powodujg aplazje szpiku kostnego i1 dtugotrwata
leukopeni¢, zwiekszajacg ryzyko infekcji oportunistycznych[1-4]. Na rekonstytucje
immunologiczng w badanej przeze mnie grupie pacjentow wplywaty takie czynniki jak
zrodlo HSC, sktad przeszczepu, schemat kondycjonowania czy rodzaj profilaktyki
GVHD. Obserwacja ta jest zgodna ze stanem wiedzy, potwierdzajac typowy charakter

badanej przeze mnie grupy pacjentow.

Monocyty, neutrofile i komorki NK odbudowujg si¢ w pierwszym miesigcu po HSCT
i przez to wrodzona odporno$¢ stanowi najwczesniejszg linie¢ obrony[54]. Znaczenie
odpornosci wrodzonej w kontroli zakazen wirusowych jest mniejsze niz odpornosci

nabytej, swoistej, czego dowodem moze by¢ wczesna S$miertelno$¢ pacjentow
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z cigzkimi, zlozonymi niedoborami odpornosciowymi (SCID) zwigzanych
z nieobecnoscig lub gleboka niewydolnoscig funkcji limfocytow T[54].

Sktad komorkowy przeszczepu ma wptyw na rekonstytucje odpornosci nieswoistej, np.
dla komorek NK wykazano zwigzek migdzy ich liczbg w materiale przeszczepowym,
a odnowa uktadu odpornosciowego po przeszczepieniu[55]. Hematopoetyczne czynniki
wzrostu, jak G-CSF lub GM-CSF, mogg skroci¢ czas trwania neutropenii u biorcy
HSCT 1 zmniejszy¢ czegstos¢ wystepowania infekcji, ale nie przektada si¢ to w znaczacy
sposOb na zmniejszenie $miertelnosci. Podobnie badania méwigce o zastosowaniu
G-CSF po chemioterapii, wskazuja na przyspieszong regeneracj¢ neutrofili
i skroconym czasie hospitalizacji, ale bez poprawy przezycia[56].

Odpornos¢ nabyta, w ktorej uczestnicza limfocyty T 1 B, regeneruje si¢ w pdzniejszym
okresie po przeszczepieniu i ma kluczowe znaczenie zaréwno dla utrzymania tolerancji
immunologicznej, jak i dlugoterminowej ochrony przed infekcjami i nawrotami
choroby nowotworowej[54]. Niska liczba bezwzgledna limfocytéw 30 dnia po HSCT
jest ztym czynnikiem prognostycznym dalszej regeneracji u biorcy, ktéry otrzymat
przeszczepienie od dawcy allogenicznego (MUD lub MRD)[14]. W odr6znieniu od
odpornosci nieswoistej, w przypadku limfopenii nie ma mozliwo$ci przyspieszenia
odnowy limfocytarnej, posrednio mozna jg przyspieszy¢ przez podanie wlewow

limfocytéw od dawcy, ale wigze si¢ to z ryzykiem wystapienia aGvHD[57].
7.2 Zrédlo hematopoetycznych komérek macierzystych

Wyniki oceny odbudowy immunologicznej potwierdzaja jej zalezno$¢ od pochodzenia
hematopoetycznych komorek macierzystych pod wzgledem rodzaju preparatu i typu
dawcy, co znajduje potwierdzenie w literaturze przedmiotu. Preparaty HSC, ktorych
calkowita liczba komorek jadrzastych wynosi co najmniej 2,5 x 107 komoérek/pl lub
zawierajace co najmniej 1,7 x 10° komérek CD34+/kg masy ciata biorcy charakteryzuja
si¢ szybszym zasiedleniem niszy szpikowej, wzrostem liczby neutrofilii 1 zmniejszong
czestoScig niepowodzen wszczepu[58]. Zaletg przeszczepienia aspiratu szpiku kostnego
jest mniejsze ryzyko wystapienia GvHD, ale czas odnowy leukocytarnej jest nieco
dtuzszy. Preparaty PBSC zawierajg w swoim sktadzie wigcej komorek macierzystych
CD34+ i zarazem wiecej limfocytow T niz BM[59]. W przypadku krwi pepowinowej

odbudowa trwa dluzej ze wzgledu na nizsza liczb¢ komorek hematopoetycznych,
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ponadto komorki uktadu odpornosciowego w UCB sg funkcjonalnie naiwne co skutkuje
wyzszym ryzykiem zakazen[60—62].

Na podstawie wielu badan, mozna stwierdzi¢ tendencj¢ do uzyskiwania zblizonych
wynikow przeszczepien MUD 1 MRD, co wynika z coraz skuteczniejszej terapii
immunosupresyjnej i wspomagajacej. J. Heimall 1 wspotpracownicy analizujac grupe
pacjentow poddang HSCT z powodu SCID, nie zaobserwowali istotnych réznic

w odbudowie limfocytarnej w zaleznosci od stopnia spokrewnienia dawcy

(MUD/MRD)[55,63].

7.3 Pierwotne rozpoznanie

Rekonstytucja immunologiczna limfocytow po HSCT nie wykazala zaleznosci od
pierwotnego wskazania do transplantacji, czym najprawdopodobniej nalezy
wytlumaczy¢ brak réznic w czgstosci zakazen wirusowych, wystegpowania aGvHD lub
c¢GvHD pomigdzy grupami dzieci z chorobami nowotworowymi i nienowotworowymi.
O ile intensywno$¢ okoloprzeszczepowej immunosupresji  w  chorobach
nienowotworowych jest wyzsza niz w nowotworach, to fakt intensywnej odnowy
immunologicznej zminimalizowat efekty zalezne od rozpoznania. Nie mozna
wykluczy¢, ze analiza tych czynnikow w wigkszej grupie pacjentdéw pozwolilby na

ujawnienie si¢ innych efektow.

7.4 Kondycjonowanie

W badanej grupie wykazano réznice w tempie odbudowy poszczeg6lnych subpopulacji
limfocytow w  zaleznosci od zastosowanego protokotu kondycjonowania
(MAC/RIC/NMA). Obserwacje kinetyki wszczepienia w zaleznoSci od rodzaju
schematu kondycjonujacego po HSCT znajduja poparcie w aktualnej literaturze.
Kondycjonowanie mieloablacyjne wykorzystujace napromienianie catego ciata (TBI,
ang. Total Body Irradiation) wiaze si¢ z szybsza regeneracja neutrofili i ptytek niz
kondycjonowanie  oparte na chemioterapii.  Stosowanie  kondycjonowania
o zmniejszonej intensywno$ci RIC redukuje toksycznosci tkankowe 1 w efekcie obniza
ryzyko komplikacji zwigzanych z dlugim czasem odnowy immunologicznej[58]. Szansa

na wczesniejsza odbudowe limfocytow T 1 B po zastosowaniu MAC wigze si¢ z wyzsza
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potencjalng toksyczno$cig i wyzszym ryzykiem powiktan pogarszajacych jakos¢ zycia
pacjenta.

Kondycjonowanie przed procedura HSCT oraz alloreaktywno$s¢ materiatu
przeszczepowego s3 czynnikami wpltywajacymi na niedobdor komorek T, poniewaz
niezaleznie zaktocajg prawidtowe funkcjonowanie grasicy[64].

Decyzja o wyborze kondycjonowania zalezy od rodzaju dawcy HSC, stanu klinicznego
pacjenta oraz pierwotnego wskazania do transplantacji, co sprawia ze te czynniki trudno

analizowac¢ w sposob niezalezny[55].

7.5 Rodzaj leczenia limfodeplecyjnego

Terapia immunosupresyjna zapobiegajaca wystapieniu GVHD wywarta w moich
badaniach istotny wptyw na odnowe limfocytarng i wystepowanie zakazen. Roznice
w statusie serologicznym wobec badanych wirusow miedzy dawca i biorcg wplynely na
wyj$ciowe ryzyko zakazen wirusowych w okresie braku wystarczajacej ochronny ze
strony odbudowujacego si¢ uktadu immunologicznego.

Tempo odnowy sktadnikéw uktadu immunologicznego 1 rekonstytucja ukladu
odpornosciowego wplywa na wystepowanie komplikacji poprzeszczepowych[63].
Poszczegdlne subpopulacje limfocytow ulegaja odnowie w réznych okresach po HSCT.
Pierwsze pojawiajg si¢ limfocyty T CDS8+, nastgpnie CD4+ 1 naiwne limfocyty
CDA4+[65]. Obnizona liczba limfocytow T CD4+ koreluje ze zwigkszonym ryzykiem
infekcji[65]. Subpopulacja T CD8+ uzyskuje sprawno$¢ u wigkszosci pacjentow
w ciggu roku po HSCT, podczas gdy limfocyty CD4+, w ciggu pierwszego roku od
zabiegu, odnawiajg si¢ jedynie u 28% pacjentow[66]. Whnioski kilku grup badawczych
wskazujag na zalezno$¢ miedzy wczesnym odzyskaniem bezwzglednej liczby
limfocytow po niezmodyfikowanej lub czegsciowej deplecji limfocytow T, a poprawa
calkowitego przezycia i nizsza $miertelno$cig zwigzang z przeszczepem[67—69].

W dostepnej literaturze profilaktyka choroby przeszczep-przeciwko-gospodarzowi
z zastosowaniem PTCy i jej wptyw na czestotliwos¢ infekcji wirusowych i ich przebieg
u dzieci nie jest szeroko opisana[70]. Oltolini i zespot w swojej pracy zaobserwowali
wysoki wskaznik zachorowan po terapii PTCy, szczegdlnie wigksza czesto$¢ infekeji
bakteryjnych spowodowang prawdopodobnie uszkodzeniem S$luzowek, ale z drugiej
strony szybka i1 szeroka odbudowg limfocytarng, ktora moze zredukowaé ryzyko

infekcji wirusowych[70]. Obserwacje grupy badanej Slade’a i wspolpracownikow
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potwierdzaja powszechne wystgpowanie zakazen bakteryjnych po zastosowaniu PTCy
ale rowniez wskazujg na istotng czestos¢ replikacji CMV[71]. Wnioski te potwierdzaja
Garcia-Cadenas i wsp., opisujgc zachorowalno$¢ na CMV we wczesnym okresie po
przeszczepieniu z PTCy bez ryzyka ciezkich i $miertelnych powiktan[72]. Na podstawie
uzyskanych przeze mnie wynikow i zgodnie ze stanem wiedzy mozna przypuszczac, ze
zaleta PTCy jest szybsza odbudowa immunologiczna zapewniajgca ochrone
przeciwinfekcyjna[54].

Zgodnie z przewidywaniami terapie limfodeplecyjne z zastosowaniem PTCy lub ATG
(Grafalon, Thymoglobuling) wywotaty  wigksze opdznienie w  odnowie
immunologicznej w poréwnaniu do grupy nie poddanej limfodeplecji. Zwigkszone
ryzyko adenowirozy po zastosowaniu Thymoglobuliny mozna tlumaczy¢ glebsza
limfodeplecja z powodu dtuzszego dziatania biologicznego tego leku niz Grafalonu[73—
75]. Profilaktyka GVHD obejmujaca podanie ATG niezaleznie od uzytego preparatu,
wigze si¢ z wydluzonym okresem odbudowy uktadu odpornosciowego[65].

Ustalenie odpowiedniej dawki i schematu seroterapii sa zagadnieniami, ktére nie
zostaly rozwigzane w sposob zadowalajacy[76]. Skuteczna profilaktyka GvHD zaktada
taka podaz lekow immunosupresyjnych, ktora nie dopusci do wystapienia objawow
aGvHD 1 podzniejszych objawow cGvHD, jednocze$nie nie przyczyniajac si¢ do
zwigkszenia zachorowalnosci na infekcje oportunistyczne po HSCT[77]. Szeroko
opisana w literaturze jest zalezno$¢ wysokich dawek ATG z opdznieniem odbudowy
limfocytarnej, skutkujaca zwigkszong liczbg zachorowan na CMV 1 EBV a celem

klinicystow dobor umiarkowanej dawki o wymiernych korzysciach[76,78].

7.6 Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

W badanej grupie zaobserwowatam zwigzek miedzy wyzsza catkowita liczbg
limfocytow T w materiale przeszczepowym, liczba limfocytow CD4+ oraz limfocytow
CD8+ a wystgpowaniem aGvHD, co potwierdza poglad, ze aGvHD zalezy przede
wszystkim od obecnos$ci limfocytow pasazerskich w materiale przeszczepowym.
Wyzsza zapadalnos¢ na aGVHD wigze si¢ z wzrostem ryzyka powiktan. Konieczno$§¢
zastosowania leczenia immunosupresyjnego w celu leczenia aGvHD zwigksza ryzyko
replikacji wirusowej po HSCT[19,44].

W badanej przeze mnie grupie pacjentow potwierdzono zalezno$¢ migdzy

wystgpieniem GvHD a zwigkszeniem ryzyka wystgpienia zakazenia wirusowego,
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u czego podloza moga leze¢ zaburzenia regulacji odpowiedzi odpornosciowej oraz
efekty uposledzenia odpornosci nieswoistej 1 swoistej wskutek intensywnego leczenia
immunosupresyjnego.

W badaniu Matsumury-Kimoto leczenie aGVHD za pomocg glikokortykosterydow
wigzato si¢ z wysoka zapadalno$cia na zakazenia w ciggu 6 miesigcy po
przeszczepieniu, infekcje grzybicze wykryto u 14%, infekcje CMV u 21%, inne
zakazenia wirusowe u 28%, a infekcje wywotane bakteriami Gram (-) u 20%
pacjentow[19]. Ryzyko rozwoju infekcji byto wigksze jesli aGvHD pojawita sie do 26
dnia po HSCT, a leczeniu immunosupresyjnemu towarzyszyla niska warto$¢
leukocytow. Do zahamowania dzialania neutrofili konieczna jest wyzsza dawka
glikokortykosteroidow, niz do upo$ledzenia funkcji limfocytow, co thumaczy wyzsza
zapadalno$¢ na zakazenia wirusowe i utrzymywanie si¢ ryzyka replikacji wirusowej
nawet przy mato intensywnej terapii immunosupresyjnej.

W przypadku ¢cGvHD poddano analizie zalezno$¢ zwigkszonego ryzyka wystapienia
schorzenia po wykryciu replikacji wirusowych, poniewaz monitorowanie rekonstytucji
immunologicznej 1 zakazen trwalo 90 dni, a objawy cGvHD z reguly pojawiaja si¢ w
p6zniejszym okresie[19,44].

Osiagniecie prawidlowej rekonstytucji immunologiczne] jest zwigzane z redukcja

ryzyka wystapienia cGVHD[65].

Podsumowujac, sktad materialu przeszczepowego, rodzaj kondycjonowania oraz wiek

pacjenta wptywaty na ryzyko wystepowania GVHD w badanej przeze mnie grupie.

7.7 Czestos¢ wystepowania replikacji wirusowych

Powiktania infekcyjne, zwlaszcza infekcje wirusowe, pozostaja istotng przyczyng
zachorowalno$ci 1 Smiertelnosci  po allogenicznym  przeszczepie komorek
krwiotworczych[33,79].

W okresie obserwacji u pacjentow najczesciej wykrywane byto zakazenie EBV. Biorcy
HSCT wykazuja znaczne ryzyko rozwoju PTLD 1 chloniakéw zwigzanych replikacja
EBV[21]. Czynniki jak wiek pacjenta, stan ogolny chorego, rodzaj choroby, schemat
TBI, profilaktyka GvHD 1 zrodto komorek macierzystych wptywaja na ryzyko
wystapienia replikacji EBV[80]. Na podstawie badania L. Zhou wiadomo tez, ze
limfocyty T CD8+ reaktywne wobec EBV moga si¢ pojawi¢ w ciggu + 30 dni po
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przeszczepie, co dowodzi, ze ochrona przeciwko EBV jest jednym z priorytetow uktadu
odpornosciowego[43].

Zakazenia EBV moga ujawnia¢ swoj szkodliwy wpltyw w potaczeniu z innymi
czynnikami zwigzanymi z przeszczepem 1 przebiegiem po transplantacji. W grupie
badanej przez Q. Li wyzsza dawka TBI (TBI>6 Gy) nie wplywata na przezycie
pacjentow po HSCT, ale wraz z obcigzeniem EBV i wystgpieniem ostrego GvHD
obnizata prawdopodobienstwo przezycia[21]. W badaniach zaobserwowano dwa
modele replikacji EBV — pierwszy z wyraznym szczytem wiremii 1-3 miesigca po
przeszczepieniu HSC, ktora nastgpnie spadala i stabilizowata si¢ na niskim poziomie
przez 6-12 miesigcy oraz pacjenci stopniowo wykazujacy wzrost replikacji, ktorej
szczyt przypadal na 6-12 miesiac po HSCT. Obserwacja ta podkresla znaczenie, jak
wazne jest regularne oznaczanie wiremii EBV-DNA po HSCT w celu wczesnego
wykrycia infekcji i interwencji w postaci redukcji leczenia immunosupresyjnego lub
podania rytuksymabu zapobiegajacego wystapieniu zespotow limfoproliferacyjnych.

W ostatnich latach zastosowanie limfocytow VST od dawcy ma udowodnione
skuteczne i bezpieczne dzialanie w ograniczeniu infekcji wirusowych[33]. Wedlug
danych literaturowych, limfocyty T o aktywno$ci wobec EBV zmniejszaja ryzyko
wystgpienia zakazenia EBV i zespotow limfoproliferacyjnych[43].

Wyniki badan nie pozwalaja na okres§lenie optymalnego momentu do przeprowadzenia

terapii komorkowej w celu zapobiegania lub leczenia infekcji EBV[21,43,45].

Kolejnym zagadnieniem byla ocena zakazen ADV, ktore sg czesciej wykrywane
W populacji pediatrycznej, szczegélnie w ciggu pierwszych 100 dni po HSCT i moga
zwigksza¢ ryzyko zgonu[36,81,82]. W badanej grupie wiremia ADV wystepowata
czgsciej po kondycjonowaniu niemieloablacyjnym, zwigzanym z silniejsza
okoloprzeszczepowa immunosupresja. W badanej przeze mnie grupie, adenowiroza
byta czynnikiem zwigkszajacym ryzyko cGVHD, co sugeruje rol¢ replikacji wirusowe;j
w indukcji GVHD. W populacji pediatrycznej czgstym Zroédlem ADV jest zakazenie
btony sluzowe;j jelit, a replikacja w obrgbie jelita czesto poprzedza wiremig¢[83]. Z tego
powodu lokalna replikacja ADV w przewodzie pokarmowym uznana za glowny
czynnik ryzyka wystgpienia infekcji inwazyjnej[84]. L. Feghoul i wsp., w ciagu
pierwszych 100 dni po przeszczepie, odnotowal zachorowalno$¢ na zakazenia uktadu
pokarmowego zwigzane z ADV u 36%, ogoélnoustrojowe zakazenie u 24% 1 inne

choroby zwigzane z infekcjg adenowirusem u 18,3% badanej grupy pacjentéw[85]. Rola
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uktadu odpornosciowego w kontroli zakazen ADV jest kluczowa, ryzyko zakazenia
uogblnionego wzrasta, gdy bezwzgledna liczba limfocytéw spada ponizej
200/mm?3[86]. Obecnosé limfocytéw specyficznych wobec ADV jest kluczowa do
zwalczania infekcji i w razie opornego zakazenia transfer limfocytow moze by¢
skuteczng terapig[87]. Nie wykazano dotad korelacji migdzy liczba przeniesionych
limfocytow T i skutecznoscia terapii adoptywnej[87—89].

W grupie badanej w niniejszej pracy, CMV zostat wykryty u 41% pacjentéw do 90 dnia
po transplantacji hematopoetycznych komoérek macierzystych. Bylo to zgodne
z doniesieniami literaturowymi, wskazujacymi na czgsto$¢ replikacji CMV wynoszaca
od 12,8% do 41%[64]. Podobnie jak w przypadku ADV, replikacja CMV najczgsciej
byla obserwowana w populacji poddanej kondycjonowaniu NMA, a rzadziej
w przypadku kondycjonowania mieloablacyjnego.

Znamiennym czynnikiem ryzyka replikacji CMV w okresie po HSCT jest status
serologiczny biorcy i dawcy przeszczepu. U pacjentow seropozytywnych przed
przeszczepem czgsto$é reaktywacji zakazenia CMV wynosi 70%[90]. U okoto 80%
seropozytywnych wzgledem CMV biorcow moze dojs¢ do reaktywacji wirusa bez
zastosowania odpowiedniej profilaktyki[91,92].

Poszukiwanie seronegatywnego dawcy dla seronegatywnego biorcy jest jednym
z kryteriow doboru ograniczajacym ryzyko zakazenia CMV[92,93]. Na podstawie
analizy danych rejestrovych EBMT 2z 50000 przeszczepien wykazano, ze
seronegatywni pod wzgledem CMV biorcy, otrzymujacy materiat przeszczepowy od
niespokrewnionego dawcy seropozytywnego (CMV+), maja krotszy catkowity czas
przezycia, w porownaniu z dawcami seronegatywnymi (CMV-). Analiza danych,
w grupie badanej, dotyczacych statusu serologicznego dawcy i biorcy pod wzgledem
obecnosci IgG dla CMV wykazata wysokie ryzyko replikacji wirusa cytomegalii w
sytuacji, kiedy dawca 1 biorca nie sg zgodni wzgledem statusu serologicznego dla
wirusa CMV przed HSCT. Przedstawione dane sa zgodne z doniesieniami naukowymi
innych zespotow badawczych[10,64,93].

Efekt roznic w statusie CMV zalezy tez od innych czynnikéw, zardwno intensywnos¢
kondycjonowania, jak 1 typ dawcy moduluja wplyw statusu serologicznego CMV
dawcy na rokowanie pacjenta[91,93,94]. Nie zaobserwowano rdznicy wpltywu statusu

serologicznego CMYV, jesli dawca byt spokrewniony i zgodny w uktadzie HLA[95].
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7.8 Wystepowanie VST w materiale przeszczepowym

Analizy wystepowania powiktan zakaznych i niezakaznych w badanej grupie byly
konieczne do jej scharakteryzowania i do oceny znaczenia komoérek VST dla biorcy
przeszczepu.

Nowatorskim pomystem byta analiza liczby VST w aferezacie komoérek macierzystych
pobranych po mobilizacji dawcy lub w preparacie szpiku kostnego, a nie w probkach
krwi zylnej stanowigcych typowy material dla takich badan. Obserwacje E.R. Samuela
wykluczyly wptyw G-CSF na dalszg pobudliwo$¢ limfocytow wzgledem antygenow
wirusowych, co $wiadczy o wiarygodnosci uzyskanych wynikow potencjalu do
reaktywnos$ci przeciwwirusowej materiatu przeszczepowego[96].

Stymulowany aferezat krwi obwodowej moze postuzy¢ jako materiat do oceny
reaktywnosci wirusowej i jego frakcja moze zosta¢ potencjalnie wykorzystana do
wyizolowania preparatu limfocytéw przeciwwirusowych do poézniejszego zastosowania.
Z uwagi na odstgp czasowy miedzy pozyskaniem aferezatu do przeszczepienia
a potencjalnym wykorzystaniem do terapii przeciwwirusowej nie jest mozliwe
wytwarzanie dla kazdego biorcy jedno- lub wielospecyficznego preparatu VST
z powodu niskiego prawdopodobienstwa takiej terapii przy wysokim Kkoszcie
i pracochtonnosci wytworzenia takiego produktu. Tym niemniej, w przypadku
prowadzenia rutynowego screeningu aktywno$ci przeciwwirusowej produktu
komodrkowego, w przypadku wykrycia niskiej reaktywnosci przeciwwirusowej, mozna
zidentyfikowa¢ dodatkowy czynnik ryzyka replikacji wirusowej po przeszczepieniu
1 wykorzysta¢ go w algorytmie bardziej intensywnej terapii preemptywnej. Wykrycie
u dawcy materialu przeszczepowego wysokiej reaktywno$ci przeciwwirusowej moze
postuzy¢ jako czynnik kwalifikujacy go w razie koniecznosci do pobrania
niestymulowanego aferezatu mononuklearow krwi obwodowej; do wytworzenia
limfocytow przeciwwirusowych lub do innych rodzajéw terapii za pomoca
modyfikowanych wlewow limfocytow.

Warto podkresli¢, ze w moim badaniu tylko w 9% przypadkow dawcow reaktywnosc
przeciwwirusowa wobec wszystkich patogenow byta niska. W pozostatych przypadkach
mediana odsetka liczebnosci populacji o reaktywnos$ci przeciwwirusowe] wobec
kazdego z patogenéw wynosita migdzy 0,13 do 0,24% wszystkich badanych komorek.
Biorac pod uwage wysoka komorkowos¢ produktu PBPC, przektada si¢ to na obecno$é¢

kilku milionéw limfocytow VST w kazdym przeszczepionym preparacie. Nawet
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zastosowanie  seroterapii  niszczacej  wickszos¢ limfocytéw ~w  materiale
przeszczepowym nie eliminuje catkowicie tej odpornosci.

Konsekwencja wykonanych badan jest zwrdcenie uwagi na zrdznicowang wartos¢
dawcow komorek macierzystych w aspekcie reaktywnos$ci przeciwwirusowej 1 wpltywu
tej cechy na ryzyko wystepowania zakazen po HSCT. Kryterium reaktywnos$ci
przeciwwirusowej nie jest wykorzystywane w procedurze doboru dawcy przeszczepu
poza szczegdlng 1 omawiang wczesniej sytuacja statusu serologicznego wobec CMV.
Na podstawie moich badan mozna wyciaggng¢ wniosek, ze istnieje mozliwos¢ okreslenia
dodatkowych czynnikéw ryzyka wystepowania zakazen po przeszczepieniu, natomiast
nie okreslono optymalnej metody takiego postgpowania.

Obecnie prowadzone badania reaktywnosci przeciwwirusowej koncentrujg si¢ na ocenie
aktywacji limfocytow pod wpltywem peinych antygenow lub syntetycznych peptydow
wirusowych i okresleniu stezen wydzielanego interferonu gamma za pomoca metod
ELISA lub ELISpot. Warto podkresli¢, ze co prawda celem pracy nie byto opracowanie
procedury monitorowania stanu uktadu odpornosciowego po przeszczepieniu, ale
prowadzone przeze mnie badania w sposob bezposredni okreslaja liczbg limfocytow
przeciwwirusowych i1 moga by¢é wykonywane na pojedynczych probkach, co
przyspiesza dostepnos¢ wyniku. Badania cytofluorymetryczne moga rowniez wykazaé
Swojg przewage u pacjentow z niskg liczbg limfocytow 1 niewystarczajgcym
wydzielaniem interferonu. Techniki okre$§lajace reaktywnos¢ przeciwko CMV byly do
tej pory wykorzystywane u biorcéw przeszczepien komoérek macierzystych lub
narzgdow litych 1 mozna wigza¢ nadzieje z ich przysztlym wiaczeniem do rutynowe;j
opieki nad pacjentami[97,98].

Interesujaca obserwacja w moich badaniach jest brak zwigzku pomigdzy statusem
serologicznym dawcy wobec wirusa i liczbg limfocytéw VST. Moze to wynika¢ z faktu,
ze pozytywny status serologiczny oznacza obecno$¢ specyficznych przeciwecial, czyli
efektu odpowiedzi ze strony limfocytow B, natomiast rola odpowiedzi humoralnej
odgrywa najprawdopodobniej malo istotng rol¢ w zwalczaniu zakazen wirusowych po
HSCT. Odporno$¢ przeciwwirusowa opiera si¢ przede wszystkim o odporno$¢
specyficzng uwarunkowang przez limfocyty T, a w dalszej kolejnosci przez odpornosé
nieswoistg ze strony komorek NK.

Nalezy podkresli¢, ze catkowita liczba limfocytow T lub subpopulacji CD4+ lub CD8+
w przeliczeniu na kilogram wagi biorcy nie wykazata zwigzku z wystapieniem zakazen

wirusowych. Ta obserwacja moze mie¢ istotne konsekwencje w perspektywie
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immunoterapii poprzeszczepowej. Z praktycznej perspektywy, jedna z metod
postepowania u pacjentdow z niekontrolowanymi infekcjami wirusowymi moze by¢
podanie wlewow limfocytow dawcy. W procedurze DLI brana jest pod uwage catkowita
liczba limfocytow T, natomiast na podstawie moich obserwacji efekt przeciwwirusowy
nie jest zwigzany z tg warto$cia, ale z liczbag komorek VST. U biorcow przeszczepow
zastosowanie wysokiej liczby alloreaktywnych limfocytow T bez specyficzno$ci
przeciwwirusowej moze z kolei spowodowaé wystgpienie ostrej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi, a przez to doprowadzi¢ do koniecznos$ci intensyfikacji
immunosupresji przeciwdziatajagcej zwalczaniu zakazenia wirusowego. Przyjmujac
zatozenie, ze odporno$¢ przeciwwirusowa jest zwigzana z subpopulacjg limfocytow
VST stanowiaca jedynie niewielki odsetek podawanych komorek, to nalezy przede
wszystkim rozwijaé techniki izolacji komérkowej i celowanej terapii przeciwwirusowe;j
w celu ograniczenia efektow poza celem terapeutycznym.

W badaniach zaobserwowatam ochronny efekt ze strony wyzszej liczby limfocytow
VST przeciwko CMV w materiale przeszczepowym. Natomiast interesujaca i sprzeczng
z oczekiwaniami obserwacja bylo stwierdzenie zalezno$ci miedzy liczba limfocytow
reaktywnych przeciwko EBV i ryzykiem replikacji wirusa po przeszczepieniu.
W przypadku wirusa CMV obecno$¢ limfocytow reaktywnych zmniejszata ryzyko
zakazenia CMV, natomiast w przypadku EBV 1 ADV wyzsza liczba limfocytow
wigzata si¢ z wyzszym ryzykiem replikacji wirusowej. Co ciekawe, wyzsza liczba
limfocytow T rowniez wigzala si¢ ze zwigkszonym ryzykiem replikacji EBV.
Wyjasnienie tego zjawiska moze nie by¢ mozliwe na etapie przeprowadzonych przeze
mnie badan i wymaga weryfikacji w wigkszej grupie pacjentow i z zastosowaniem
innych metod. Ostrozno$¢ w interpretacji musi uwzglednia¢ fakt niskiej liczby
limfocytow o aktywnosci przeciwwirusowej wobec ADV i EBV, ale zaréwno odsetek
jak 1 liczba bezwzgledna wszystkich podtypow limfocytow przeciwwirusowych nie
wykazaty istotnych statystycznie r6éznic (tabele 18 1 19).

Obecnos$¢ wyzszej liczby limfocytow przeciwwirusowych, mogacych odpowiada¢ za
niekorzystny efekt dla zapadalno$ci zakazen, mogla by¢ nastgpstwem niedawnego
kontaktu dawcy z wirusem, ale dawcy HSCT przechodza w ciggu miesigca przed
donacja komodrek badania kwalifikacyjne 1 fakt objawowego zakazenia powinien zostac
wykryty. Innym wyjasnieniem jest mozliwo$¢ istnienia bezobjawowego nosicielstwa
lub reaktywacji zakazenia wirusowego, ktére doprowadza do stymulacji uktadu

odpornosciowego dawcy. Obecno$¢ latentnych wirusow w materiale przeszczepowym
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od dawcy moglaby po przeszczepieniu wywota¢ nadkazenie (superinfekcje)
w organizmie biorcy. Wirus EBV wystepuje w fazie latentnej w leukocytach, z ktorymi
moze ulec przeniesieniu z organizmu dawcy do biorcy. Taki mechanizm z kolei nie
wyjasnia, dlaczego w przypadku CMYV jest obecny efekt ochronny, mimo podobienstw
w wystepowaniu ostrej i latentnej fazy zakazenia. Dla wirusa ADV istnieje dodatkowy
mechanizm ograniczajacy skuteczno$¢ uktadu odpornosciowego. Wirus ADV ulega
najsilniejszej replikacji i tworzy rezerwuar w btonie sluzowej przewodu pokarmowego
1 drog oddechowych, gdzie z kolei efektywno$¢ odpowiedzi komoérkowej jest
ograniczona z powodu stycznos$ci ze srodowiskiem zewnetrznym[35-37].

Wobec dalej omawianej skuteczno$ci limfocytow VST w zwalczaniu infekcji, w tym
wywotanych przez ADV 1 EBV, nalezy wzia¢ pod uwagg, ze opisany przeze mnie efekt
moze wynika¢ z niewychwyconej, lokalnej specyfiki wystgpowania zakazen
wirusowych Iub wystepowania replikacji wirusowych w konsekwencji zwigkszonej
immunosupresji po wystapieniu aGVHD, mogacej by¢ skutkiem wysokiej liczby

limfocytow w materiale przeszczepowym.

7.9 Terapia z wykorzystaniem VST

Prowadzone badania miaty na celu stworzenie podstaw teoretycznych i technicznych do
terapii komorkowej z wykorzystaniem limfocytow VST. Praktycznymi ograniczeniami
tej procedury jest konieczno$¢ spersonalizowania terapii ze wzgledu na status
reaktywnosci przeciwwirusowej i co najmniej czgsciowg zgodnos¢ w antygenach HLA
pomiedzy dawca 1 biorcg VST. Dlugoterminowy efekt i trwalo$¢ limfocytow jest wciaz
przedmiotem badan, jednak obecne dane wskazuja na korzystny profil ryzyka. Ocena
bezpieczenstwa VST wskazuje na bardzo dobry profil kliniczny z niskim ryzykiem
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi[52,99] .

Terapia komoérkowa z uzyciem VST, od pierwotnego dawcy HSCT lub od dawcow
zewnetrznych, wykazata skuteczno$¢ w leczeniu zakazen CMV po HSCT[100-102].
W ciagu prawie 30 lat eksperymentow z transferem limfocytow T, 74% z 246
ocenianych pacjentow odpowiedziato na leczenie, w tym 85% odpowiedziato na
transfer komorek T specyficznych dla CMV, 62% na komorki T specyficzne wobec
EBV, a 74% na transfer komoérek T specyficzny dla ADV[103].

Nawet niewielka liczba specyficznych limfocytow VST moze ulec ekspansji

i kontrolowa¢ infekcjg[51,87-89]. W opisanym przeze mnie przypadku niska liczba
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specyficznych limfocytow przeciw ADV ulegta ekspansji, czemu towarzyszyt spadek
liczby kopii adenowirusa we krwi. Obserwacja ta potwierdza kluczowa role komorek T
w ochronie przeciwwirusowej[87].

Wedlug doniesien T. Feuchtingera i zespotu, nawet pojedynczy limfocyt T swoisty
wobec antygenu wirusa moze ulega¢ ekspansji in vivo, a dodatkowo wydzielajac
cytokiny do otoczenia, moze wptywac na inne sktadowe uktadu immunologicznego[53].
Tak niskie dawki, jak 360 komorek VST/kg masy ciata pacjenta, sg wystarczajace dla
uzyskania efektu terapeutycznego.

Terapie komdrkami VST mogg przyspieszy¢ odbudowe odpornosci na liczne infekcje
wirusowe i grzybicze[104].

W badaniu Cobbold i wsp. obserwowano spadek wiremii u kazdego z pacjentow
poddanych terapii specyficznymi wobec CMV limfocytami CD8+, z tego 8 pacjentow
wyleczono catkowicie[105].

Inna grupa pacjentow po HSCT, z objawowym zakazeniem CMV lub wiremig oporng
na standardowe leczenie, poddana terapii VST specyficznymi wzgledem CMV,
uzyskata odpowiedz terapeutyczng u 83% biorcow[53]. Korzystny efekt terapeutyczny
odnotowano u dwoch przypadkach zapalenia mozgu wywotanego przez CMV,
jednoczesnie nie odnotowano objawoéw GvHD ani innych skutkow ubocznych[53].
Fabrizio 1 wspotautorzy przedstawili retrospektywna analiz¢ pacjentéw otrzymujacych
VST w celu leczenia infekcji CMV i (lub) choroby po przeszczepie allogenicznym.
Pacjenci z wyjSciowa niskg liczbg komorek CD4 wykazywali wyzsza odpowiedZz na
leczenie, poprawe catkowitego przezycia 1 ochron¢ przed zgonem zwigzanym
z CMV[106]. Podawanie cz¢Sciowo zgodnych w HLA, allogenicznych VST w EBV-
PTLD doprowadzito po 6 miesigcach od wlewu do korzystnej odpowiedzi u 52%
pacjentow[107,108].

Rubinstein 1 wsp. opisat 43 wlewy VST u 30 pacjentow leczonych z powodu
adenowiremii i/lub choroby adenowirusowej. Siedmiu pacjentow otrzymato VST
pochodzace od dawcy HSC, 21 pacjentow otrzymato VST od innego dawcy,
a 2 otrzymato VST od obu Zrédet dawcow. Odpowiedzi kliniczne zaobserwowano
u 81% pacjentow, a odpowiedz catkowitg u 58%][109].

K. Kallay i wsp. w grupiec 9 pacjentow spelniajagcych kryteria terapii swoistymi
limfocytami T przeciwwirusowymi (CMV, EBV, ADV) potwierdzili skutecznosc¢
terapii VST z wykorzystaniem tej samej procedury, co w powyzszej pracy[52]. U 8

pacjentow ustapily objawy zakazenia a u 7 pacjentow wiremia spadta ponizej poziomu
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detekcji.

W badanej grupie tylko 1 pacjent zmart z powodu zapalenia pluc wywotanego CMV.
W  pdzniejszym czasie obserwacji 2 pacjentow zmarto z powodu inwazyjnej
aspergilozy, jednak choroba wirusowa ulegla zahamowaniu lub ustgpita. Nie
odnotowano przypadkow GvHD, odrzucenia, toksycznosci lub nawracajacej
infekcji[52]. Autorzy pracy zwracaja uwage na zmniejszenie dawki steroidow do
1 mg/kg w przypadku, kiedy pacjent przyjmuje immunosupresje¢ ze wzgledu na GvHD.
Wysokie dawki lekow immunosupresyjnych obnizaja skutecznos¢ VST, poniewaz
prowadza do apoptozy podanych limfocytow[49,52,110].

Tzannou przedstawita wyniki badania klinicznego II fazy z VST o specyficzno$ci
wielowirusowej przeciwko EBV, BKV, CMV, ADV i ludzkiemu herpeswirusowi
6 (HHV-6). VST podano 38 pacjentom z 45 zakazeniami. Pojedyncza infuzja
spowodowata skumulowany wskaznik catkowitej lub czgéciowej odpowiedzi
wynoszacy 92% (95% CI, 78,1% do 98,3%) oraz nastepujace wskazniki wedtug wirusa:
100% dla BKV (n = 16), 94% dla CMV (n = 17), 71% dla ADV (n = 7), 100% dla EBV
(n =2) i 67% dla HHV-6 (n = 3). Korzy$¢ kliniczng osiaggnieto u 31 pacjentdw
leczonych z powodu jednej infekcji i siedmiu pacjentow leczonych z powodu wielu
infekcji[111]. Di Ciaccio 1 wspolpracownicy doniesli, ze 53-letnia kobieta
z przeszczepem z powodu nawrotowej biataczki, z cigzka choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi, otrzymata pi¢¢ infuzji limfocytow T od trzech roéznych
dawcow, ktére ostatecznie wyeliminowaly powazne ogolnoustrojowe zakazenia
cytomegalowirusem i adenowirusem oraz chloniaka wywotanego przez EBV[112].

W badaniu S. Naika czg¢$ciowa lub catkowita odpowiedZz przeciwko wirusom po
podaniu VST nastapita u 81% pacjentow, mimo wczesniejszego niepowodzenia
farmakoterapii przeciwwirusowej. Czas odpowiedzi wahal si¢ od 2 tygodni do
3 miesiecy (w wigkszosci przypadkow odpowiedZz wystapita w ciggu pierwszego
miesigca), a calkowite przezycie po terapii wynosito 80%[49]. U 4 z 36 badanych
pacjentow w ciagu 45 dni po infuzji VST, wystapity objawy GvHD, ktora
odpowiedziata na leczenie. Autorzy wigza wystagpienie GvHD z samg procedurg
transplantacji HSC a nie z infuzjg VST. Ostatnie doniesienia wskazujg na skutecznos¢
kliniczng nawet czesciowo dopasowanych komorek VST o ile w aktywnosci
przeciwwirusowej posredniczy co najmniej jeden antygen MHC[49].

VST od dawcy utrzymuja sie tylko przejSciowo, nie przekraczajac 90 dni po
wlewie[113]. Fakt ograniczonej zywotno$ci VST ogranicza ich dlugotrwaly efekt
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przeciwzakazny, ale z drugiej strony podnosi bezpieczenstwo dla biorcy HSCT. Istnieja
tez doniesienia o dtuzszym utrzymywaniu si¢ limfocytow VST. Badanie komérek VST
wykazato, ze poza mtodymi, naiwnymi limfocytami, komérkami pamieci centralnej,
najwickszy odsetek tej populacji tworzg komoérki pamieci efektorowej. Obecnosé
komorek efektorowych mozliwa byta mozliwa do potwierdzenia u pacjentow po VST
przez ponad 6 miesigcy po infuzji[53], cho¢ istnieja dane potwierdzajace obecnosé
specyficznych komorek pamigci nawet 2 lata po infuzji[51].

Mimo licznych korzysci ptynacych z zastosowania VST, terapia nie zostata jeszcze
wprowadzona do rutynowego zastosowania w warunkach z klinicznych. Wykorzystanie
urzadzenia do wzbogacania komoérek w obiegu zamknigtym, przy pelnej automatyzacji
1 w oparciu o technike CCS, umozliwia szersze zastosowanie i1 daj¢ szans¢ na
rozpowszechnienie metody generowania specyficznych przeciwwirusowo limfocytow
T[114].

Opracowanie metod pozbawionych etapu ekspansji lub wytworzenie uniwersalnych
preparatow VST moze pozwoli¢ na Szybka interwencj¢ terapeutyczng i wczesne
zastosowanie terapii komorkowej w szczegolnie ciezkich przypadkach klinicznych,
a w efekcie na zmniejszenie komplikacji i $miertelnosci zwigzanej z zakazeniami

wirusowymi.
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7.10 Podsumowanie

Zaobserwowany wplyw wystepowania VST na wyniki HSCT moze stanowi¢ argument
na rzecz stosowania farmakoterapii lub terapii komorkowych po przeszczepieniu
szpiku. Identyfikacja reaktywnos$ci wirusowej lub jej braku w materiale
przeszczepowym co najmniej w przypadku CMV moze zosta¢ wykorzystana jako
czynnik kwalifikujacy do bardziej intensywnej profilaktyki farmakologicznej zakazen
wirusowych po przeszczepieniu szpiku.
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8. Whnioski

1. Wigkszo$¢ preparatow przeszczepowych od dawcy niespokrewnionego zawiera
limfocyty reaktywne wobec antygenow wirusow CMV, ADV i EBV.

2. Obecne w materiale przeszczepowym limfocyty wykazujace reaktywnosé
przeciwko CMV chronig biorce przeszczepu przed replikacja tego wirusa.

3. Obecnos$¢ limfocytow reaktywnych wobec patogenéw wirusowych w produkcie
komoérkowym nie oznacza potencjalu do ochrony przeciwzakaznej u biorcy
przeszczepu.

4. Zapadalno$¢ na infekcje wirusowe w okresie po HSCT jest modyfikowana przez
czynniki w postaci statusu serologicznego dawcy, rodzaju podanego preparatu,
rodzaju kondycjonowania, terapii limfodeplecyjnej, wieku pacjenta oraz

wystapienia GVHD.
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9. Streszczenie

Wstep
Allogeniczne przeszczepienie hematopoetycznych komoérek macierzystych

(HSCT) jest metoda skutecznego leczenia wielu schorzen hematologicznych
i hematoonkologicznych. Postep w doborze dawcow, nowe leki i nowoczesne protokoty
megachemioterapii poprawiajag wyniki wyleczalnosci biorcow HSCT. Rekonstytucja
immunologiczna po HSCT jest waznym czynnikiem warunkujacym przezycie,
poniewaz odpowiada za ochron¢ przed zakazeniami stanowigcymi przyczyny
$miertelnosci. Dodatkowo zapobieganie chorobie przeszczep przeciwko gospodarzowi
(GvHD) wymaga stosowania immunosupresji , co si¢ wigze z opdznieniem odnowy
immunologicznej 1 przedtuzajagcemu si¢  zagrozeniu ze strony infekcji
oportunistycznych, jak zakazen ADV, CMV lub EBV. Wiele czynnikow wplywa na
odnowe¢ immunologiczng i ryzyko powiklan poprzeszczepowych 1 nalezy je

uwzglednia¢ w ocenie ryzyka powiktan.

Cel pracy
Celem pracy byto:
1. Oznaczenie reaktywno$ci obecnych w materiale przeszczepowym

limfocytow wobec antygenow wirusow CMV, ADV 1 EBV.

2. Ocena zwigzku miedzy reaktywnoscia przeciwwirusowg dawcy
i zapadalno$cig na infekcje wirusowe biorcy po transplantacji hematopoetycznych
komorek macierzystych.

3. Zbadanie wptywu czynnikow wpltywajacych ze strony dawcy i biorcy na

zapadalno$¢ na infekcje wirusowe po przeszczepieniu szpiku.

Materialy i metody

Stymulacje limfocytow dawcy wzgledem specyficznych antygenow wirusa
CMV, ADV i EBV prowadzono w probkach materiatu przeszczepowego stuzacych do
oceny jakosci . Testy wykonano w latach 2017-2019 w 78 probkach materiatu
pochodzacego od dawcow allogenicznych. Z probki izolowano mononukleary metoda
wirowania w gradiencie cigzkosci. Wyizolowane mononukleary stymulowano
mieszaning syntetycznych oligopeptydow odpowiadajacych sekwencji antygenow

odpowiednich wirusow, a nastgpnie za pomocg Cytofluorymetrii przeplywowej
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identyfikowano zaktywowane limfocyty CD3+CD4+ oraz CD3+CD8+ wydzielajace
interferon-y. Parametry odbudowy immunologicznej w postaci liczby limfocytow T, B
i komorek NK oraz wyniki rutynowych badan diagnostycznych w kierunku replikacji
wirusow w kolejnych 90 dniach po HSCT stanowity dane do analizy rekonstytucji
immunologicznej 1 zapadalno$ci na infekcje w zaleznosci od czynnikoéw
modyfikujacych ze strony dawcy 1 biorcy (zastosowanego kondycjonowania,
immunosupresji, wystepowania GvHD oraz rodzaju choroby podstawowej) oraz liczby

limfocytow VST.

Wyniki

W badanej grupie pierwotne rozpoznanie choroby nowotworowej lub
nienowotworowe] nie wplywalo na wystgpowanie odnowy immunologicznej
i powiktan. Intensywno$¢ protokotéw kondycjonowania (mieloablacyjny — MAC,
o zredukowanej intensywnosci RIC lub niemieloablacyjnych — NMA) przed HSCT,
miata wpltyw na tempo odbudowy poszczegdlnych populacji limfocytéw. Terapia
limfodeplecyjna opdzniata tempo odnawiania si¢ uktadu immunologicznego pacjentow,
a niewielkie roznice wystgpowaly na W poszczegdlnych subpopulacjach limfocytow.
Przeszczepienie komoérek krwi obwodowej skutkowato szybsza odnowa limfocytow B
w poréwnaniu do przeszczepien komorek szpiku kostnego.
W okresie obserwacji od przeszczepienia do 90 dnia po HSCT u 72 (88%) z 82
badanych odnotowano wystapienie infekcji wirusowej wywotanej przez CMV, ADV
lub EBV. Wiremia EBV wystgpita u 54 (65%) pacjentow, CMV u 33 (40%), a ADV
u 20 (24%).
Dane dotyczace statusu serologicznego dawcy i biorcy wobec CMV wykazaty wysokie
ryzyko replikacji wirusa cytomegalii w sytuacji, kiedy dawca i biorca nie sg zgodni pod
wzgledem statusu serologicznego przed HSCT.
Wirus cytomegalii najrzadziej byl wykrywany w grupie pacjentow otrzymujacych
kondycjonowanie MAC, a najczgsciej w grupie NMA. ADV wykryto w osoczu
pacjentow najrzadziej po zastosowaniu protokolu RIC, a najczgsciej po NMA. EBV
wystepowat niezaleznie od zastosowanego kondycjonowania.
Rodzaj terapii limfodeplecyjnej nie mial wptywu na czgsto$¢ zakazen CMV i EBV.
W grupie pacjentdw, ktéra nie otrzymata lekoéw immunosupresyjnych, nie wykryto
replikacji ADV, a ryzyko bylo wicksze u chorych dostajacych Thymoglobuling,

w poréwnaniu z grupg otrzymujgcg Grafalon.
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Ostra posta¢ GVHD (aGvHD) wystapita u 53 pacjentow (65%) a przewlekta (cGvHD)
u 7 (9%).

Wigksza liczba limfocytow CD3+ oraz CD3+CD4+ i1 CD3+CD8+ obecnych
w materiale przeszczepowym w przeliczeniu na kg masy ciata biorcy, zwigkszata
ryzyko wystgpienia aGvHD. Ostra posta¢ GvHD wystgpita czeSciej u pacjentow
poddanych kondycjonowaniu MAC i RIC niz po uprzednim kondycjonowaniu NMA.
Nie wykazano wptywu powyzszych czynnikow na pdzniejsze wystgpienie cGvHD.
Limfodeplecja nie wptywata na czestos¢ wystepowania aGVHD lub cGvHD.

Analiza grupy badanej pod wzgledem wystapienia aGvHD 1 zakazen wirusowych
wskazuje na zalezno$¢ miedzy aGvHD, a replikacja EBV. Z kolei pacjenci, u ktorych
wykryto replikacjc CMV, nie chorowali na cGvHD. W grupie pacjentéow, u ktorych
wystapita cGvHD, odnotowano w okresie poprzeszczepowym wyzsza czgstosé
replikacji ADV. EBV nie wykazat zaleznos$ci z ryzykiem cGvHD.

Zrédto komérek macierzystych nie miato wptywu na wystapienie ostrej lub przewleklej
postaci GVHD.

W 59/60/53 z 78 badanych preparatow znaleziono obecno$¢ komorek VST
o aktywnos$ci odpowiednio przeciwko CMV/ADV/EBV. Poréwnano zapadalno$¢ na
infekcje wirusowe w zalezno$ci od liczby podanych limfocytow zdolnych do
pobudzenia wzgledem antygendw wirusowych. Wykazano, Zze u pacjentéw, ktorzy
otrzymali preparaty limfocytow reaktywne wobec CMV o fenotypie CD3+CD8+ bylto
nizsze ryzyko wystapienia CMV. Wyzsza liczba limfocytéw reaktywnych wobec ADV
lub EBV w materiale przeszczepowych byla zwigzana z wyzszg zapadalnoscia na

infekcje po HSCT.

Whioski

Wigkszos¢ preparatow przeszczepowych od dawcy niespokrewnionego zawiera
limfocyty reaktywne wobec antygenow wirusow CMV, ADV 1 EBV. Obecne
w materiale przeszczepowym limfocyty wykazujace reaktywnos$¢ przeciwko CMV
chronig biorcg przeszczepu przed replikacja tego wirusa. Obecno$¢ limfocytow
reaktywnych wobec patogenow wirusowych w produkcie komoérkowym nie oznacza
potencjatu do ochrony przeciwzakaznej u biorcy przeszczepu. Zapadalnos$¢ na infekcje
wirusowe w okresie po HSCT jest modyfikowana przez czynniki w postaci statusu
serologicznego dawcy, rodzaju podanego preparatu, rodzaju kondycjonowania, terapii

limfodeplecyjnej, wieku pacjenta oraz wystgpienia GvHD.

99



10. Abstract

Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is an effective treatment of
many hematological and hemato-oncological diseases. Advances in donor selection,
new drugs, and modern megachemotherapy protocols improved the outcome of HSCT
recipients. Immune reconstitution after HSCT is an important determinant of survival as
it is responsible for protection against infections. In addition, prevention of graft versus
host disease (GvHD) requires the use of immunosuppression, which is associated with
delayed immune recovery and a prolonged risk of opportunistic infections such as
ADV, CMV or EBV. Multiple factors affect the immune recovery and the risk of
posttransplant complications and should be considered in the complications’ risk

assessment.

Aims of the study

The aim of the work was:

1. Evaluation of lymphocyte reactivity against CMV, ADV and EBV antigens in the
transplant material.

2. Assessment of the relationship between the donor's antiviral reactivity and the
recipient's viral infection incidence following hematopoietic stem cell transplantation.

3. Investigation of the influence of modifying factors on the part of the donor and

recipient on the incidence of viral infections after bone marrow transplantation.

Materials and methods

Stimulation of donor lymphocytes against specific CMV, ADV and EBV antigens was
performed in samples of the graft material used for quality control. The tests were
performed in 2017-2019 in 78 samples of material from allogeneic donors.
Mononuclears were isolated from the sample by gravity gradient centrifugation. The
isolated mononuclears were stimulated with a mixture of synthetic oligopeptides
corresponding to the antigen sequence of the respective viruses, and then activated
CD3+CD4+ and CD3+CD8+ lymphocytes secreting interferon-y were identified by
flow-cytometry. The reconstitution data (T- and B-lymphocyte and NK cell counts) as
well as the results of routine diagnostic tests for virus replication during 90 days after
HSCT were used for analysis of immune reconstitution. The effects of factors on the
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part of the donor and recipient (conditioning, lymphodepleting therapies, the presence
of GvHD and the type of underlying disease, graft source and composition, and immune

recovery) on posttransplant complications were analysed.

Results

In the studied group, the primary diagnosis of a malignant or non-malignant disease did
not affect the occurrence of immune recovery and complications. The intensity of
conditioning protocols (myeloablative - MAC, reduced intensity RIC or non-
myeloablative - NMA) prior to HSCT had a limited impact on the rate of recovery of
individual lymphocyte populations. Lymphodepleting therapy delayed the patients'
immune recovery, with minimal effect on lymphocyte subpopulations. Transplantation
of peripheral blood cells resulted in a faster renewal of B lymphocytes compared to
bone marrow transplantation.

During the follow-up period from transplant to day 90 after HSCT, viral replication due
to CMV, ADV or EBV was reported in 72 (88%) of 82 patients. EBV viremia occurred
in 54 (65%) patients, CMV - in 33 (40%), and ADV - in 20 (24%).

Data on the serological status of the donor and recipient for CMV showed higher risk of
CMV reactivation when the donor and recipient showed different serologic status before
HSCT.

CMV was the rarely detected in the group of patients receiving MAC conditioning, and
most often in the NMA group. ADV was detected in the plasma of patients least
frequently after the RIC protocol, and most frequently after the NMA. EBV occurred
regardless of the administered conditioning type.

The type of lymphodepleting therapy had no effect on the frequency of CMV and EBV
infections. ADV replication was not detected in the group of patients who did not
receive immunosuppressants, and the risk was higher in those receiving Thymoglobulin
compared to the Grafalon group.

Acute GVHD (aGvHD) occurred in 53 patients (65%) and chronic (cGvHD) in 7 (9%).
The greater number of CD3+ and CD3+CD4+ and CD3+CD8+ lymphocytes present in
the graft material per kg of the recipient's body weight increased the risk of aGvHD.
Acute GvHD occurred more frequently in patients undergoing MAC and RIC
conditioning than after NMA conditioning. The above factors have not been shown to
influence the later occurrence of cGvHD. Lymphodepletion did not affect the incidence
of aGvHD or cGVvHD.
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The analysis of the study group in terms of aGvHD and viral infections shows
a relationship between aGvHD and EBYV replication. In contrast, patients showing CMV
replication did not develop cGvHD. In the group of patients who developed cGVHD,
a higher frequency of ADV replication was noted in the post-transplant period. EBV
showed no correlation with cGvHD risk.

The source of stem cells had no effect on the development of acute or chronic GvHD.

In 59/60/53 out of 78 tested preparations the presence of VST cells with activity against
CMV/ADV/EBV, respectively, was found. It has been shown that patients who received
CMV-reactive CD3+CD8+ lyphocytes had lower risk of CMV. A higher number of
ADV- or EBV-reactive lymphocytes in the graft material was associated with a higher
incidence of infections after HSCT.

Conclusions

Most unrelated donor transplant stem cell products contain viral specific lymphocytes
that are reactive with CMV, ADV, and EBV antigens. The lymphocytes present in the
transplant material showing reactivity against CMV protect the recipient against
replication of this virus. The presence of viral reactive lymphocytes in the cell product
does not uniformely ensure the anti-infective mechanisms in the transplant recipient.
The incidence of viral infections in the post-HSCT period is modified by factors such as
the serological status of the donor, stem cell source and composition, the type of

conditioning, lymphodepleting therapy, the patient's age and the occurrence of GvHD.
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