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Roviditesek jegyzeke
ADV — Adenovirus

APC - Allophycocyanin
BKYV - BK virus

cMNC - folytonos mononuklearis

sejtgytijtés (Continuous Mononuclear

Cell Collection)
CMV- Cytomegalovirus
DNS - dezoxiribonukleinsav

EBMT - Eurdpai Csontveld
transzplantacids Tarsasag

EBV - Epstein-Barr virus

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav
FITC - Fluorescein isothiocyanate
FSC - el6reszort fény (forward scatter)

G-CSF granulocyta koldnia stimulal6
faktor (Granulocyte colony-stimulating

factor)

GMP - Good manufacturing practices
GVH - Graft versus host reakcio
GVHD - graft versus host betegseg
HC - hemorrhagias cystitis

HLA — Human Leukocita Antigén

HSCT - haematopoetikus vérképzo

Ossejt atliltetése;

HVG — host versus graft reakcio
IFN-y — Interferon-gamma

Ig — Immunglobulin

IL - interleukin

IVIG — intravénés immunglobulin

LBP - lipopoliszacharid koto protein
(Lipopolysaccharide binding protein)

LPS - lipopoliszacharid

MHC - {6 hisztokompatibilitasi
komplex (Major Histocompatibility

Complex)
MUD - matched unrelated donor

PBMC — perifériés vér mononukleéris
sejtek

PBS - Foszfattal pufferolt soldat
(Phosphate-buffered saline)

PBSC - periférias verképzo Ossejt
(Peripheral Blood Stem Cell);

PCR — polimeraz lancreakcio
(polymerase chain reaction)

PE - phycoerytrin
PerCP - Peridinin chlorophyll

PTLD - poszttranszplantacios

lymphoproliferativ megbetegedés

QC - quality control
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SSC -oldalra szort fény (side scatter)

TCL - cytotoxikus T sejtek, CD8+ T
sejtek

TCR — T-sejt antigén receptor

Th sejtek - helper T sejtek, CD4+ T
sejtek

Treg — regulétor T sejtek

TRM — transzplantacioval 0sszefiiggd

haldlozas (transplant related mortality)

VST — virus specifikus T sejt
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1.Bevezetés

A haematopoetikus vérképzé Ossejt atiiltetés (HSCT) mar régéta alkalmazott modszer -
Magyarorszagon is - egyes vérképzO szerveket érint szerzett és velesziletett
betegségek kezelésére(1). A mddszer lényege, hogy a szervezetben 1évé CD34+ un.
hematopoietikus vérképz6 6ssejtek (HSC) keriilnek atiiltetésre, melybdl kialakul a
recipiens szervezetének Uj vérképzése. Magat az atlltetést a betegség nyugalmi
allapotaban (remisszid) végzik. A transzplantacio el6tt a betegek nem megfeleld, vagy
leukémias vérképzeset illetve daganatos sejtjeit sugar- és/vagy kemoterapias kezeléssel
elpusztitjdk (kondicionalas), majd az egészséges Ossejteket infuzioval juttatjadk be a
recipiens szervezetébe Autoldg transzplanticid esetén a péciens sajat Gssejtjeit nyerik
Ki, és a kezelés idejére fagyasztva taroljak, allogén transzplantacio esetén pedig a sejtek

forrasa egy 6nkéntes donor. (2).

Az eurdpai statisztikai hivatal adatai szerint a HSCT-k szama évr6l évre novekszik.
Magyarorszagon a 2014-2018-as idészakban ez &tlagosan 9,5%-0s évi emelkedést
jelentett, a 2018-as eévben 438 HSCT-vel. Megvizsgalva a transzplantacioval 6sszefliiggd
mortalitdst (TRM), az allogén HSCT-t koveté els6 30 napos idOszakot tekintve a
betegek legnagyobb aranyban fert6zések kovetkeztében veszitették életiiket, €s 100
napos idé6tartamot figyelembe véve is az infekcié a mésodik leggyakoribb halélok,
megelézve a GVHD-t (1,3,4).

A hagyomanyos infekcidk kezelésére hasznélatos modszerek mellett az elmult években
tobb Gj eljaras is megjelent, és valt klinikai kdrnyezetben is alkalmazhatdva.

Ezen mddszerek egyike az immunomagnetikus sejtszeparalds, mely a T sejtek

virusspecifikus citokin szekrécidjaval kombinalva lehetévé teszi ezen sejtek

elvalasztasat a tobbi sejttol.

Jelen értekezés téméja a virus specifikus T-sejtek (VST) terapias szelekcidjat kisérd
donor kivalasztasi folyamatok bemutatdsa, a sejtkészitmény mindségellendrzését

magaba foglalé aramlasi citometrias vizsgalatok jellemzése.

Az elmult 5 év tapasztalataink Gsszegzésével lehetéségiink nyilik a terapiahoz azt a
donort kivalasztani, akinek a sejtjeit felhasznalva a lehetd legtobb VST sejtet tudunk

nyerni a szelekcié soran. Tovabbd az adatok korcsoportokra vetitett elemzésével
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lehetségessé valik a potencialis donorok el6sziirése, kivalasztva a donorjeldltek koziil
azokat, aki legnagyobb eséllyel lesznek alkalmasak donornak, igy az eddiginél
hatékonyabba téve a donorsziirés folyamatat. Az értekezés bemutat egy magneses
sejtszelekcios eljarast is, mellyel a virus specifikus T sejtek rovid id6 alatt és megfeleld

hatékonysaggal kinyerhetdk, akar azonnali terapias célokra.

1.1 Allogén éssejt transzplantacio

Az Gssejt transzplantacio széles korben alkalmazott terapids modszer, kulonféle
malignitdsok kezelésére. Magyarorszagon az utdbbi években a vidéki varosokban is
mikod6 autolég Gssejt-transzplantacios kozpontoknak koszonhetéen az allogén
transzplantaciok szdma emelkedett a budapesti centrumban, emellett ezen
transzplanticiok indikaciojanak listaja is boviilt, valamint az életkor behatarold szerepe
is csokkent (1).

Az alkalmazott graftok tipusaban is valtozasok torténtek: kezdetben a csontveld eredetii
verképzé Ossejtek hasznalata dominalt, ezt napjainkban megel6zi a periférias vérbol
apheresis soran legytijtott vérképzo Gssejtek alkalmazésa, jelenleg a transzplantaciok kb.
80%-a periférias 6ssejttel torténik. Ennek folyomanya a kronikus graft versus host
betegség (GvHD) magasabb kockézata (4,5), és a GvHD elleni kezelés hosszabbodasa
(6). GVHD akkor alakul ki, mikor a transzplantacio soran a donor T sejtjei a recipiens
szervezetével vald6 Human Leukocita Antigén (HLA) antigénkilonbségeket felismerve
aktivalodnak. A betegség elsGsorban a bort, a majat és a beleket tAmadja (2). A GvHD
kialakuldsanak feltételeit mar tébb, mint 40 éve leirtdk: a graft tartalmazzon
immunoldgiai értelemben kompetens sejteket, a recipiens sejtjei fejezzenek ki olyan
szoveti antigéneket, melyekkel a donor nem rendelkezik, és a recipiens szervezete
legyen immunszuppresszalt allapotban, hogy a transzplantalt sejtekkel szemben ne

Iéphessen fel hatékonyan.(7)

Az allogén HSCT esetén a donorkivalasztdsdban komoly korlatozo tényez6, hogy a

paciensek kevesebb, mint 35%-anak van HLA egyez6 testvér donora (8). A

crer
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nyilt haploidentikus donorok 6ssejtjeinek felhasznalasara (pl. sziild — gyermek kozotti
transzplantacio).

1.2 Immunszuppresszid

Az allogén transzplantacio sordn meg kell akadalyozni a gazdaszervezet graft ellenes
reakcidjat (HVG — host versus graft) és a belltetett sejtek befogadd szervezet elleni
reakcidjat is (ez a korabban is emlitett GVH - graft versus host reakcid).
Immunszuppressziv — azaz immunrendszert gatldé — szereket kap a recipiens a
transzplantaciot megeldzden, a beiiltetett sejtek kilokddésének meggatlasara. A

transzplantaciot kovetd immunszuppresszidé szerepe a GVHD megeldzése és kezelése

9).

1.3 Immunrekonstitlcio

Az immunrekonstitlcio az immunrendszer sejtjeinek 0jbol meginduld képz6dését és
mitkodésének visszaallasat jelenti. Ennek soran az immunrendszer kiilonb6z6 elemei
mas mas dinamikéval térnek vissza, nem sokkal a megtapadast (engraftment) kdvetden.

A folyamat nehany hdnaptol akar két évig is eltarthat (1. bra, forréas:(10)).

Els6ként a velesziiletett immunitas elemei térnek vissza. A monocytak gyakran csak 1-2
nappal elézik meg a neutrofileket. A neutrofilek megjelenése a megtapadast jelzo
arany-standard, mely definici6 szerint 3 egymast kdvetd napon mért, tobb, mint
500sejt/pL neutrofilt jelent. A limfocitak koziil elsdként a természetes 6l0sejtek (NK,

azaz Natural Killer sejtek) térnek vissza.

Az adaptiv immunitas elemének tekinthet6 T sejtek visszatérése a transzplantacio
sikerességének egyik sarokkove. A T sejtek felelosek a graft-versus-malignitas (GVM)
hataseért, segitik a megtapadast, illetve a HSCT-t koveté opportunista viralis és gombas

fertézések lekiizdésében is kiemelt szereplk van.

A transzplantaciot kovetd T sejtszam emelkedés két okra vezethetd vissza: egyrészt a
grafttal a szervezetbe juttatott, donor eredetli érett T sejtek periférias expanzidjara,

masrészt a donor Ossejtekbdl kiinduld de novo T sejt keletkezésre, utobbi része az

10
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immunrekonstiticionak. A transzplantaciot kovet6 T sejt proliferaciéo még jellemzoen az
els6ként irt okra vezethetd vissza, igy a viralis fertézések lekiizdésében is jellemzden
inkabb ezek a sejtek dominalnak az elsé honapokban. A manipulalatlan allogén graftok
esetében a CD8+ sejtpopulacid gyorsabban tér vissza (2-8 honap), mint a CD4+ sejtek,
ez utébbiak szdma is optimalis esetben tébb mint 200sejt/uL a 6. hdnapban, és a szamuk
a normal tartomanyt a HSCT uténi els6 évben éri csak el. A dendritikus sejtek az
antigén prezentalé funkcidjuknal fogva az adaptiv immunitas rendkivil fontos részét
képezik. Transzplantaciot kovetéen a mennyiségiiket befolyasolo tényez6k nem teljesen
ismertek. A kezdeti visszatérésik gyors, majd szignifikdnsan csokken, a normal szintet
csak évek multén érik el. A B sejtek mennyisége a transzplantaciot kovetéen rendkiviil

alacsony, és jellemzden donor eredetiiek.

Az irodalom a B sejtek visszatérésének azt tekinti, mikor tébb mint 20 sejt/uL
detektalhato, de ez csak mennyiségi értékek, mely nem veszi figyelembe a B sejtek
érettségét. Az IgM (Ig-Immunglobulin) termelddés jelenik meg elsdként, melyet az 19G
termelddés kovet, ennek megjelenése nagyon valtozd, a transzplantaciot kovetd 3-12.

honapban kovetkezhet be (10).

11
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1. &bra Immunrekonstitlciot befolyasold tényezék HSCT-t kovetben. A transzplantaciot
kovetden a neutrofilek szdmanak ndvekedése jelzi a megtapadast. Ebben az iddben
jellemz6 az NK sejtek szamanak ndvekedése, majd a T sejtek expanzidja, mely ekkor
még jellemzbéen donor eredetii, és fontos szerepiik van a transzplantaciot kovetd
infekciok elleni kiizdelemben. A B sejtek térnek vissza leglassabban, és melyek

kezdetben jellemzden még éretlen sejtalakok.

Az immunrekonstiticié dinamikaja, modja nagy mértékben fligg a transzplantaciéhoz
felhasznalt graft eredetétél és oOsszetételétdl. A G-CSF-fel (granulocyta kolonia
stimulalé faktor - Granulocyte colony-stimulating factor)  mobilizalt grafttal
transzplantalt betegek esetében példaul a T-sejt rekonstitici6 gyorsabban zajlott le, mint
a csontveld eredetli hematopoetikus Ossejteket kapott pacienseknél, viszont a magasabb
aranyl naiv T-sejtek jelenléte gyakrabban okozott krénikus graft versus host betegséget.
Ezzel szemben a csontveld segitségével transzplantiltak esetében a konvenciondlis
dendritikus sejtek aranya volt magasabb 3 honappal a transzplantacié utan (11). A
hematopoetikus Ossejt transzplanticio sordn — legtobb esetben - nem csak a CD34+
sejteket juttatjuk be a grafttal, hanem a donor immunrendszerének elemeit is, azonban a

hosszutavon miikodé immunrendszer a donor dssejtjeibdl alakul ki. A fentiek mellett a

12
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recipiens T- és B-sejtes immunitdsanak Kialakulasat szamos tényez6 befolyasolja: a
GVHD, az immunszupressziv kezelés ¢és a fertézések mind gatoljadk az

immunrekonstituciét. (12)

1.4 Virusinfekciok, virus reaktivaciok, és hagyomanyos kezelésiik

Az Ossejttranszplantaciot kovetd iddszakban a transzplantaltak tobb okbdl kifolyolag
csokkent immunitdssal kell szembeszélljanak a fertézésekkel. A kondicionald
kezelésként alkalmazott kemo- vagy sugérterapia, illetve bizonyos esetekben ezek
kombinécidja karositja a cellularis és humoralis immunitast egyarant, illetve elhuzédd

immunrekonstituciohoz vezet (12).

Az O6ssejttranszplantaciokat kovetden a virusinfekciok, illetve a virus reaktivaciok
komoly, esetenként végzetes kimenetelli komplikaciot jelenthetnek (13-15). A
kiilonboz6 virusok a transzplantaciot kovetéen mas-mas id6szakban és eltérd
gyakorisaggal jelennek meg. A virusfertézések, és virus reaktivaciok el6fordulasa
szamos faktor fliggvénye lehet: a transzplantacié tipusa fontos tényezd, hiszen a
periférids vérben keringd Ossejtek legytijtésével nyert graft a csontvel6hoz képest tizszer
tobb T- és B-sejtet tartalmaz (16). A kiilonb6z6, ex vivo graft manipulaciok szintén
befolyasoljak a graft dsszetételét. A TCRaf/yd és CD19 depletalt graftok hasznalataval
ugyan csokkenthet6 a GVHD kockazata, de a virusok elleni védekezés fegyvertara is
lecsokken. Emellett a donor és a recipiens korabban akvirdlt virusfertézései és az

alkalmazott immunszupressziv kezelés is hatassal van a virus reaktivaciora.

1.4.1 Adenovirus (ADV)

Az adenovirusok az Adenoviridae csaladba tartozo virusok gytijténeve, 6rokitéanyaguk
kettés szala dezoxiribonukleinsav (DNS). ADV fertézés minden korcsoportban

megjelenhet, de tobbnyire gyermekkorban zajlik, valtozatos tiinetekkel.

Transzplantaciot kovetéen a felnéttek 15%-anal jelent meg (17), gyermekeknél ez a
kordbbi kozlemények szerint 80% is lehet (18), ujabb kozlemények alacsonyabb

aranyrél szamolnak be (19), de mindent egybevetve a gyermekeknél magasabb a
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fertézés megjelenése. A fert6zés leggyakoribb manifesztacidja a haemorraghias cystitis,
de el6fordul pneumonia, gastroenteritis és hepatitis is (20).

Konszenzus alakult ki a klinikusok korében a HSCT-n atesett paciensek kockazati
csoportokra bontasarol. Eszerint alacsony kockazat( csoportot jelent az autolég HSCT,
kdzepes kockézatot a T sejt repletacio, rokon donoros transzplantacié és a GvHD
mentes allogén transzplantaltak, mig magas kockazatik a nem egyez6 HLA HSCT
transzplantaltak, GvHD miatt kezelt betegek, gyermek recipiensek és legmagasabb
kockazatl csoportba tartozik a refrakter GvHD, a kdldokzsinorvérrel transzplantaltak, a
haploidentikus HSCT és a T sejt depletélt allogén HSCT) (21)

A legmagasabb kockazatu csoportnal a hetenkénti ADV monitorozas javasolt legalabb a
transzplantaciot kovetd 6. honapig. A megeléz6 terapia kezdése kockazati besorolastol
fiiggben 100-1000 kopia/mL érték folott javasolt (22). A megel6z6 kezeléseket neheziti,
hogy a jelenleg egyediliként hasznalt terdpids szer, a cidofovir magas toxicitasq,

emellett az immunszuppresszansok adagjanak csdkkentése is kiemelt fontossagu lehet.

1.4.2 BK virus (BKV)

A BK virus egy kettds szald DNS virus. Nevét az 1971-es elsd paceiens
monogrammjar6l kapta, akinek a vizeletébdl izolaltak (23). A Polyomaviridae csaladba
tartozik, a JC virussal egyutt. A BK virus elterjedése széleskori: kiilonb6z6 vizsgalatok
80-90% folé helyezik a prevalencidjat (24): Anglidban 83% (25), 71% Németorszagban
(26), Olaszorszagban szintén 83% (27) A kulonbségek oka a modszerek és a

pozitivitdsként megadott hatarértékek eltérése.

A primer fertézédés legtobbszor gyermekkorban tiinetmentesen zajlik. Ezutan,
lappangva tobb szervben is megtaldlhatd marad, jellemzéen a vesében.
Immunodeficiens pécienseknél a virus reaktivalodhat, akar haldlos kimenetelii

betegséget okozva (28).

Transzplantaciot kovetden a paciensek 15,9%-anal észleltek BKV fert6zést, és ez a
paciensek 5,5%-anal volt sulyos lefolyasi.(29) A BK virus szerepet jatszhat a
haemorrhagias cystitis (HC) kialakulasaban allogén HSCT utan, de nem egyértelmii a

korrelacid, mert a virusterhelés mellett a graft forrdsa (csontvelé vagy PBSC), a
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kondicionalashoz hasznalt szer, és a GvHD statusz is okozhat HC-t (30,31), de van
példa olyan kutatasra, mely egyértelmiien kapcsolatot talal a BK virus kopiaszam €s a
HC kialakulasa kozott (32).

A transzplantaciot kovetd BKV fertézések ellen jelenleg nincs célzott antiviralis szer. A

reaktivacio kezelésének bevett modja az immunszupresszié csokkentése (33).

1.4.3 Huméan Cytomegalovirus (CMV)

A CMV a herpeszvirusok - Herpesviridae csaladjaba, a beta-Herpesvirinae alcsaladba

tartoz6 DNS virus.

Transzplantaciot kovetéen a CMV infekcio az egyik legkomolyabb komplikaciot okozo
fert6zés (20). A szeropozitiv paciensek 60-70%-anal jelentkezik CMV fertézés (34).
Abban az esetben, ha szeronegativ péaciens szeropozitiv donortdl kap HSC
transzplantaciot, 30% eséllyel kap CMV fertézést, és rosszabb mortalitasi esélyekkel

néz szembe bakterialis és gombas fert6zésekkel (35).

A CMV fert6zés-reaktivacio sokféle lehet. Eléfordulhat tlinetmentes virémia, de
okozhat tobbszervi megbetegedést is (pneumonia, gastroenteritis, encephalitis,

oesophagitis, retinitis) (36)

A CMV fertézés korai felismeréséhez a kulcs a virus DNS-ének PCR-ral torténd
detektalasa. Az els6dleges antivirdlis szer a ganciclovir illetve a foscarnet. Ez ut6bbi
hatékonysaga is igazolt, de gyakorlati okokbol (prehidratacio és elektrolit monitorozas
szlikségessége) inkabb masodik vonalbeli szerként alkalmazzéak (21). A transzplantaciot
kovetd 100. nap elotti CMV fertdzés (detektalhato DNS vagy antigén) észlelésekor
javasolt legalabb 2 hetes megel6z6 terapia, egész a DNS detektalhatosaganak
megsziinéséig, illetve a 100. napig, tekintettel a fert6zés kitjulasanak gyakorisagéara
(37).

A refrakter CMV fertézés sok esetben visszavezethetd olyan mutaciokra, melyek
gyogyszer rezisztenciat okoznak (38), ilyen példaul az UL97 gén mutacidja, mely
ganciclovir rezisztenciat okoz, illetve az UL54 gén mutacioja, mely ganciclovir,

foscarnet illetve cidofovir rezisztenciat is okozhat (39).
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1.4.4 Epstein-Barr virus (EBV)

Az EBV szintén kettds szala DNS virus, vilagszerte elterjedt, a felnétt populacioban 90-
95%-o0s az el6fordulasa (40,41). A virus a fert6zést akut fazisat kovetden tovabbra is a

szervezetben marad, és reaktivaciot okozhat (41).

Transzplantaciét kovetéen a manipulélatlan allogén graftot kapott transzplantaltak
25-37%-4nal figyeltek meg fertézést (42). Leirtak esetet, mikor transzplantaciot
kovetéen EBV fertézés meningo-encephalitis-t okozott (43), de a fert6zés, illetve a
reaktivacio6 komolyabb kockazata az EBV indukalta poszt-transzplantacios
lymphoproliferativ. megbetegedés (PTLD). Az EBV indukélta PTLD tobbnyire a
HSCT-t  kovetd els6  honapban  jelenik meg, polimorf, poliklonalis
lymphoproliferacidként, és malignus, monoklonalis lymphomava progredial megfeleld

kezelés hianyaban. (20).

A PTLD megel6zésére az EBV kodpiaszam ndvekedésével a monoklonalis CD20
antitest, a rituximab hatasos. Nincs definidlt vagoérték a kopiaszam tekintetében a
kezelés megkezdésére, de egy tanulmany szerint a milliliterenkénti 1000 gEq
virusmennyiség esetén mar szignifikdnsan nagy a PTLD kockazata, és érdemes
megkezdeni a kezelést (44). A rituximab terapia, foként megel6z6 kezelésként hatékony
az esetek dont6 tobbségében, de kb az esetek 20%-aban 6nmagéaban kevésnek bizonyul.
llyenkor az immunszuppresszansok csokkentése segithet, am bizonyos refrakter

esetekben még ez is kevésnek bizonyul (45).

1.5 Immunoldgiai hattér

Az adaptiv immunrendszer részeként a virusfertézést kovetéen az aktivan immunizalt
szervezetben T és B memdriasejtek és ellenanyagok alakulnak ki, melyek évekkel a

fert6zés utan is kimutathatok, igy a szervezet tulajdonképpen emlékszik a korokozora.

A terapids célra szelektalt T sejtek szelekciojanak az alapja, hogy ezek a sejtek
citokineket termelnek, ezek kozil is az interferon-gamma (IFN-y) a kulcs az

immunomagnetikus szeparalashoz.

16



DOI:10.14753/SE.2021.2525

1.5.1. Citokinek termel6dése, az interferon gamma

Az els6 citokineket a 20. szazad kozepén irtak le, szerkezetiket tekintve glikoproteidek,
melyek molekulatomege 10 és 40 kDa ko6zé tehetd. Jelenleg tébb mint széz citokint
ismerlink, a pontos azonositasuk, és funkciojuk jellemzése a 80-as években indult. A
citokinek jelentés részét limfocitak termelik (limfokinek). A citokinek csoportjaba
tartoznak az interleukinek (IL) is, melyek a leukocitak kozott Iétesitenek kapcsolatot,

illetve az interferonok is.

A citokinek membranreceptorokhoz koétédve fejtik ki hatasukat, melyekhez nagy
affinitassal kotédnek, és egy jelatviteli kaszkadot inditanak be a sejtben. A citokinek
hatasa lehet autokrin (a sejt sajat miikodését befolyasolja az altala termelt citokinnel)
parakrin (mikor egy masik sejtre fejt ki hatast) és endokrin (ha a keletkezéstdl tavol esé
szervre hat). A citokinek jelentds része immunsejteken fejti ki hatdsat, azok aktivaciojat,
érését, proliferaciojat illetve differencialodasat serkenti vagy gatolja, ezaltal

szabalyozva az immunvalaszt.

1.5.2. Az interferon gamma (IFN-y)

Az IFN-y fontossagat szamunkra az adja, hogy ez a glikoproteid képezi az

immunomagnetikus szelekcid alapjat, és emiatt a donorsziirésben is kulcsszerepe van.

Az emberi szervezetben az IFN-y-t kddol6 gen a 12-es kromoszoman talalhatd, a hosszd
(g) karon, a 15-6s pozicidban (2. abra, forras: (46)). A gén egy 146 aminosavbol allé
terméket kodol, ez a poszttranszlacios mddositasok sordn egy 15kDa méretii lancokbol

allo homodimerré alakul (47).
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2. dbra Az interferon gammat kodol6 gén helyzete a 12-es kromoszoma hosszl karjan

IFN-y-t termelnek a természetes 6lésejtek (NK — Natural Killer), CD8+ citotoxikus
T-limfocitdk (CTL — Cytotoxic T-Lymphocyte), a CD4+ segité T-limfocitak (Th —
Helper T-Lymphocyte), és a yoT-sejtek. Az IFN-y sokrétii hatasat az 1.tdblazat mutatja
be (9).

1. tAblazat az IFN-y kiilonb6z6 sejtekre Kifejtett hatasa sejttipusonkénti bontasban

sejttipus hatas

CD4+ Th2 sejt Lproliferacio, |IL-4 és IL-5 termelés

Makrofag TMHC-Il-expresszio (MHC - Major Histocompatibility Complex),
1tmikrobaolé aktivitas
NK sejt Tcitotoxikus aktivitas
B-sejt tdifferenciacio, Tkomplementet aktivald, Fc- receptorhoz ko6t6dé 1gG

alosztalyok, |IgE
CD8+ Tc-sejt citotoxikus effektor sejtté érés
endotélsejtek TMHC-II

A fenti felsorolasban 1évd sejtek koziil a T sejtek képesek kozvetleniil reagalni az
altalunk alkalmazott stimulusra (errél késobb, a peptid konyvtar leirdsanal lesz sz0),
tekintettel arra, hogy az NK sejtek nem képezik az adaptiv immunitas részét, nem

antigén specifikusak.

A T sejtek a csontveloben képzddnek, pontosabban, az eldalakjaik csontveldi eredetiiek.
A timuszba vandorolva érnek immunkompetens T sejtté. A T sejtek rendelkeznek egy
olyan receptor struktdraval, mely képes a fajlagos antigenfelismerésre. A receptor
struktdra neve TCR (T cell receptor). A TCR szerkezete alapjan két csoportra oszthatjuk
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a T sejteket: TCRap és TCRyd T sejtekére. Az afp oldallancokkal rendelkezé sejtek
teszik ki a T sejtek 90-95%-at, a yd oldallancokkal rendelkez6 sejtek az 5-10%-ét.

A TCRof sejtek tovabb csoportosithatdéak. A CD4 receptort hordozd T sejtek az MHCII

molekuléval asszocidlt peptidet ismerik fel. az elnevezésiik CD4+ vagy helper T sejt

(Th), illetve a CD8 receptort hordozo T sejtek, melyek az MHC | molekulaval asszociélt

peptidet ismerik fel, ezek a CD8+, vagy cytotoxikus T sejtek (Tc).

A CDA4+ T-sejtek (Th) differencialodassal kiilonbozo effektor sejtekké alakulnak. Ezek
a Thl, Th2, Thl7 és Treg sejtek. Kiilonb6zé patogénekkel szemben mas-mas Th

effektor sejtek hatasosak.

Thl T sejtek: els6sorban olyan lymphokineket termelnek, melyek a makrofag
aktivacidban, illetve a citotoxikus és gyulladasi reagkciokban vesznek részt
(IL-2, TFNy, TNFa), az immunvalaszt tehat a citotoxikus iranyba toljék el. Ez a
sejttipus elssorban a dendritikus sejtek (DC) altal bemutatott peptideket ismerik
fel. A szerepik az intracellulars kérokozok, igy a virusok ellen a legnagyobb. A
Th1 sejtekbdl szarmazd IFNy,és TNFa erds antiviralis hatassal rendelkezik, és
az altaluk termelt 1L-2 el8segiti a B és T limfocitak 0sztodasat.

Th2 T sejtek: az Aaltaluk termelt limfokinek a B sejtek aktivalasdban és
ellenanyagtermeld sejtté érésében vesznek részt (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), ezaltal
a humoralis iranyba tolva az immunvalaszt. A Th2 sejtek elsdsorban a B sejtek
altal bemutatott peptideket ismerik fel. Szerepuk az extracellularis patogénekkel
szembeni vedekezésben fontos.

Th17 T sejtek az IL-17 citokineket termelik, er6s gyulladaskeltd hatassal
rendelkeznek. Ezek a sejtek elsGsorban a makrofagok altal bemutatott antigén
eredetti peptideket ismerik fel. Szerepuk a gyulladasos folyamatokon kivil az
extracellularis patogénekkel szembeni védekezésben fontos.

Regulator T sejtek (Treg) szintén a CD4+ sejtpopulacioba tartoznak. Ezek a
sejtek a természetes és az adaptiv immunrendszer miikodését szuppresszaljak, a
tobbi T sejtet aktivalo stimulusokra anergiaval reagalnak, gatoljak a Thl
sejteket.

A CD8+ T sejtek (Tc) citotoxikus aktivitassal rendelkeznek, olyan sejteket pusztitanak

el, melyeken az MHCI molekulaval asszociéltan endogén antigénbdl szarmazo peptid
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jelenik meg. A citotoxikus T sejtek esetében akar egyetlen TCR komplex Aaltal
kozvetitett stimulus Kivalthatja a sejtben tarolt mediatorok felszabadulésat (9).

1.6. Klinikai 1éptékii VST szelekciok dsszehasonlitasa

A virus specifikus T sejteket adoptiv transzferének Otlete nem ujkeletii: a 90-es
években mar irtak le terdpias ceéllal adott VST-sejtekkel végzett Klinikai
beavatkozasokat.(48,49)

Eleinte a citotoxikus T sejtek ex vivo szelekcidja CMV-vel fertézott fibroblasztok
segitségével (48,49), illetve 1:200 aranyban higitott lizatummal toértént (50), az eredeti
csontvelddonor sejtjeinek hasznédlatdval. Ezek a modszerek nagyon 1d6 és
forrésigényesek voltak, mert a tenyésztéshez sziikséges feltételek (helyiség, steril fiilke,
inkubator, megfelelé szell6ztetés) mind koltségesek, és meg kell feleljenek a GMP
(Good manufacturing practices) kritériumoknak. A megfeleléen novekvd sejtvonalak
kivalasztasa, majd tovabbi tenyésztése a sziikséges sejtmennyiség eléréséhez ezzel a

maodszerrel heteket vett igénybe.

Késbbb voltak probalkozasok a citotoxikus T sejtek mas metodikaval val6 szeparalasara
az un tetramer technologiaval (51). A szelekciohoz itt a donorokéval egyez6 HLA
(MHC 1) fehérjét és viruspeptidet (pl CMV pp65) tartalmazé komplexet (tetramer)
hasznaltak, melyek tulajdonképpen ,,elkapjak” a viruspeptidre specifikus T sejteket. Az
affinitas ndvelése érdekében a reagensben négy HLA-peptid monomert kapcsolnak
0ssze — erre utal a tetramer elnevezés -, melyek egyetlen célsejthez kotédnek. Ezeket az
egységeket streptavidinhez kot6dé négy biotin alegység fogja Ossze tetramerekké,
melyet egy phycoerytrin (PE) protein-pigmenttel jelltek. A tetramerek a CMV
specifikus T sejt receptoron keresztiil a célsejtekhez kotddtek, majd a tetramereken 1évo
PE egységekhez egy szuper-paramagneses mikro-gyonggyel konjugalt anti-PE antitest
kapcsolddott (3. abra, forras:(51)). Ezek a jelolt, CMV specifikus T-sejtek aztan egy
magneses szeparatoron atvezetve kitapadtak, és elvalaszthatéak. A modszer gyors, de
hatuliitéje, hogy egyetlen virdlis epitopot hasznal, és csak olyan donoroknal
hasznalhatd, akik a leggyakoribb HLA tipusokkal rendelkeznek, és ebben az esetben

sem garantalt a terapia hatasossaga(52,53).
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3. dbra HLA-tetramer szelekcié sémaja. Egy Streptavidin molekula biotinon keresztil

kapcsol 0ssze négy HLA monomert, melyekbe illeszkedik a CMV-re jellemz6 peptid,

amihez a T sejt receptor csatlakozik. A komplex PE jel6lt, melyhez egy antitestekkel
ellatott magneses gyongy képes koétédni

Egy maésik metddussal lehetséges egyszerre tobbféle, adott virusra specifikus T sejtek
tenyésztese. Ehhez kiméra adenovirus vektorokkal rendelkezé EBV transzformalt B sejt
vonalakat hasznaltak. Ez lehet6séget teremtett arra is, hogy az adenovirus specifikus T
sejtek az epitopok szélesebb spektrumat ismerjék fel. A mddszer héatranya a
koltségessege mellett, hogy a terapiasan felhasznalhaté sejtek generéalasa tobb hetet vesz
igénybe (54), viszont lefagyasztva tarolhatéak, ,off the shelf” termékként
értékesithetdek (55,56).

Az altalunk is hasznalt modszernél a T sejtek virdlis stimulusra adott interferon-gamma
(IFN-y) szekrécios vélasza alapjan torténik a szepardlas. Ennek részletezése a
metodusok részben talalhatd. Ennek az eljarasnak nagy el6nye, hogy gyors, a donor
alkalmassaganak igazolasa utan gyakorlatilag csak a rutin donorkivizsgalasi folyamatot
kell megvarni. Idealis donor az eredeti Gssejtdonor lehetne, de ez sokszor akadalyokba
utkozik, és nem feltétlen alkalmas az adott virus elleni terapiahoz (szeropozitivitas

hianya, nem felel meg a donorsziirésen).

Naiv T sejtekbdl is lehetséges virus-specifikus T-sejtek eldallitasa, es kilonleges,

gazatengedd, gyors expanzios sejttenyésztok hasznalataval (G-Rex: Gas-permeable
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Rapid Expansion cultureware), mely esetben a CTL sejtek expanzidja
megsokszorozodik, és rovidebb id6t, 9-12 napot igényel a folyamat (57,58).

A virus specifikus T sejtek szelekcidja a koltségesebb eljarasok kozé tartozik, de mar az
Eurdpai Vér- és CsontvelGtranszplantaciés Tarsasag (EBMT) is kiemelte, hogy
kiilonosen a fert6zések korai felismerésére és kezelésére sziikséges megfeleld forrasokat

biztositani (3).

1.7 Az atfed6 peptidkonyvtar tesztelésének sziikségessége

Az altalunk végzett VST-sejt szelekcié egyik kulcsfontossagu lépése a T-sejtek
stimulalasa egy virdlis peptid-lanccal (ennek leirasa késObbiekben a metodika
fejezetben talalhatd). Erre a stimulusra nem minden donorjeldlt reagal, illetve a
stimulusra adott reakcio erdssége is eltér egyénenként. Ezért sziikséges a potencialis
donorok periférias vérmintajanak elGzetes tesztelése az atfed6 peptidkonyvtar
(peptivator) segitségével. A peptivator jelenlétében IFN-y termeléssel reagald T sejtek
az adott virusra specifikus T sejteknek felelnek meg, ezek megfelelé aranyu jelenléte
esetén a sziirt egyén donornak alkalmas. Mivel a VST szelekcios eljards az IFN-y
termel6 T sejtek jelenlétén alapszik, a donorok elGsziirése nem kihagyhatd Iépés, ezt
nem helyettesitheti a szeroldgiai vizsgalat. Peptivator virusokra, illetve epitdpokra
specifikusan elérhetd. Az altalunk alkalmazott 4 virus elleni T sejtek stimulalasara
szolgalo peptidkonyvtarakon kiviil elérhetdek egyéb virusokra jellemzé keszitmények,
ideértve a SARS-CoV-2 virust is.

1.8 Az Immunomagnetikus szeparalas

Az immunomagnetikus szepardlas soran a sejteket magneses gyonggyel kotott
antitestekkel jeloljik, és magneses tér segitségével elvalasztjuk a sejtszuszpenzid tobbi
részétdl. Az altalunk hasznalt modszert 1990-ben szabadalmaztatta a Miltenyi Biotec
»~MACS” néven. Ennek a kiilonlegessége a magneses oszlopban rejlik, mely lehetové

teszi a hatékonyabb elvalasztast.
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1.8.1 A mégneses gyongy

Az antitestekhez kotott magneses gyongyok 50nm nagysaguak. Osszetételiiket tekintve
dextran-vas oxid szemcsékbdl allnak. Ennek az anyagnak fontos tulajdonsdga, hogy
paramagneses, tehat onmagaban nem mutat magneses tulajdonsagokat, csak ha erds
magneses térbe kertl. A magneses tulajdonsagait azonban elvesziti, ha az erds
magneses térbdl kikeriil. Ha ez nem kovetkezne be, tehat, megmaradndnak a magneses
tulajdonsagai, a szelektalt sejtek dsszecsapzodhatnanak. A magneses gyongyok elég kis
méretliek, hogy stabil kolloid oldatot alkossanak, igy kdnnyen kezelhetéek automatizalt
rendszerekben is. A dextran- vas oxid szemcsek szinte teljesen inertek, nem toxikusak,

és bioldgiai uton lebomlanak.

1.8.2 A mégneses oszlop

Az oszlop kisméretii ferromagneses gombokbdl all, melyek kozott a tér, amin a sejtek
athaladnak, egy atlagos lymphocyta méretének huszszorosa, igy a jeldletlen sejtek
konnyedén atjutnak az oszlopon. A ferromagneses gombok tizezerszeresére novelik a
magnesesség erejét, aminek koszonhetéen a sejtek jel6léséhez kevesebb mégneses
gyongyot tartalmazd antitest is elegendd, azaz minimadlis jelolés is elegendd a jo

hatasfoku szeparalashoz.

1.8.3 A mégnes

Az éallandé méagnes ugy kerllt kialakitasra, hogy az egyszer hasznalatos oszlopot bele
lehessen helyezni és a magnes eldre-hatra mozgatasaval a méagneses teret az oszlop
koral ki és be tudjuk kapcsolni. A jeléletlen sejtek athaladasa utan a jel6lt sejteket is le

tudjuk mosni az oszlop ferromagneses gombjeirdl egy erdsebb pufferarammal (59).

1.8.4 A szelekciok fajtai a jelolt sejt alapjan

Alapvetéen harom féle elvélasztasi modszert haszndlhatunk az immunomagnetikus
szeparalasnal. Ezt nagyrészt a szelektalandd sejtek fajtaja, illetve a célzott frakcio

Osszetétele hatarozza meg (4. abra).
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e Pozitiv szelekcio (dusitas)

A pozitiv szelekcio esetén az elvalasztando, azaz a késobbiekben felhasznélni kivant
sejteket jeloljik, igy azok tapadnak ki a magneses tér hatasara az oszlopon. A jel6lt
frakcio neve a pozitiv frakcio, tehat ez esetben a pozitiv frakcio sejtjeit tekintjuk a
célfrakcionak. A pozitiv szelekcidval a kivant sejtek aranyat megnovelve,

feldusitjuk azokat.

e Negativ szelekcio (deplécid)

A negativ szelekci6 esetén a nemkivanatos sejteket jeldljuk a méagneses
antitestekkel, igy azok tapadnak ki az oszlopon. Ebben az esetben a célsejteket az
oszlopon szabadon atfolyd frakcid, a negativ frakcio tartalmazza. A negativ
szelekcioval depletaljuk a készitménybdl a folosleges, vagy artalmas sejteket. Erre
példa a haploidentikus transzplantacidk esetén alkalmazott TCRap+/CD19+

deplécid.

e Erintetlen (untouched) szelekcid

Ez a fajta szelekcio tulajdonképpen a negativ szelekciéo egy fajtaja, azzal a
kilonbséggel, hogy nem csak egy sejtvonalat jelolink, hanem egy sejttipus
kivételével az Gsszeset. Igy egy nagyon tiszta készitményt kapunk, ami csak a kivant
sejteket tartalmazza, hasonl6an a pozitiv szelekciéhoz, de fontos kilénbség, hogy a
celsejtjeinket semmilyen behatas nem éri, hiszen hozzajuk nem kotédott antitest,

szabadon atjutottak az oszlopon.
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4. dbra A kiilonb6z6 immunomagnetikus szeparalasok. minden esetben egy

kiindulasi,frakcid (az abran a jel6lés sorban) szétvalasztasa torténik pozitiv és negativ
frakcidra. A jeldlt sejtek hatarozzak meg a szelekcio tipusat: pozitiv, negativ illetve

érintetlen.

25



DOI:10.14753/SE.2021.2525

2. Célkituzések

A virus specifikus T sejtekkel torténé kezelés témakorében altalunk feldolgozott 6t év
soran egy olyan terépids eljarasban segédkeztiink, mely még napjainkban sem
sz¢leskorben elterjedt modszer a transzplantacion atesett paciensek virusfertdzésének
eliminalasaban. Ennek kapcsan a laboratériumunk feladata volt, hogy a terapiahoz sejtet
dondld jeldltek mintajan elvégezzilk a szikséges vizsgalatokat, mellyel megallapithato,
hogy ki lehet alkalmas donornak. Idedlis esetben ez az eredeti, transzplantaciohoz
Ossejtet add személy lenne, de a gyakorlatban ez sokszor akadalyba utkozik, ezért a
recipiens csaladjanak, esetleg baratainak segitsegét kértik. Ennek eredményeként
egyediilalloan nagy szamu donorsziirést végeztiink, melyhez hasonlora az irodalomban

nem taléltunk példat.

Feltételezheté volt, hogy a donorok periférias keringéseében taldlhatd VST sejtek
mennyisége kihatassal lehet a készitményben feldusitva talalhatd VST sejtekére. A nagy
mennyiségli donorjeldlt vizsgalataval pedig azt reméltiik kideriteni, hogy a korcsoporti
bontds vizsgalataval, igazodva az irodalomban talalt adatokhoz, a kiilonb6zé koru
donorjeloltek eltérd eséllyel lesznek alkalmasak donornak, ami altal lehetségessé valik a
donorok eldszlirése, igy kisebb eséllyel kell a sziirésbdl olyan egyént kihagyni, aki
potencidlisan jO donor lehet. Kis szamu donornal rendelkezésiinkre éalltak a

virusszerologiai eredmények, amely lehetdséget adott a két modszer dsszevetésére.

A beaddsra szant készitmény vizsgalatdval lehetdségiink nyilt a készitmény
tisztasaganak vizsgalatira, ¢€s az esetleges aspecifikus jelolodések, a talzott

citokintermelés miatt esetleg fellép6 ,,over-feeding” feltarasara.
Adataink feldolgozésaval célul tiiztiik ki, hogy:

1. Megvizsgaljuk, milyen az egészséges magyar lakossag korében a keringé virus
(ADV, BKV, CMV, EBV) specifikus T sejtek atlagos aranya a periferias verben,
és a vizsgalt egyének mekkora hanyada alkalmas donornak

2. Korcsoportonként is meghatarozzuk, hogy az egyes virusok esetén milyen VST

aranyok jellemzdek a donorjeldlt egészséges egyének vérében €és hogy az egyes

korosztalyokban a donorjeldltek hany szazaléka alkalmas donornak

26



DOI:10.14753/SE.2021.2525

3. A rendelkezéslinkre allé virusszeroldgiai adatokkal Gsszevetve a donorsziirési
eredményeket, 6sszehasonlitjuk az altalunk alkalmazott modszer pontossagat a

napi rutinban hasznalt vizsgalattal.

4. Elemezzik, hogy van-e osszefliggés a donor vérében mért VST ardny és a
készitmény VST tartalma koz6tt, azaz a megfelelé donorok kivalasztasanal van-
e jelentésége a donorsziiréskor alkalmazott stimulusra adott sejtes valasz
mértéke, és a szelekcid soran létrehozott sejtkészitmény mindsége, sejttartalma

kozott

5. Megvizsgaljuk, hogy van-e szamottevé “over-feeding” hatas, azaz van-e
Osszefuiggés a donor keringé VST sejtaranya és a készitményben detektalhatd
CD3-/IFN-y+ fenotipusu sejtek szama kozott, melyek a sejtfelszinen

aspecifikusan IFN-y-t koté non-T sejteknek felelnek meg.

A fenti kérdeésekre adott valaszok segithetnek a donorkivalasztasi folyamatban. A
laboratériumok szerte az orszagban leterheltek, és a rendelkezésre allo informaciokkal
lehetséges a potencialis donorok eldsziirése, kivalasztva azokat a jelolteket, akik
nagyobb eséllyel lesznek alkalmasak donornak, illetve kirostalva azokat, akik kisebb

eséllyel reagalnak megfelelGen a peptivator stimulalo hatasara.
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3. Modszerek

A Dbevezetésben taglalt, elméleti hattér bemutatdsa utdn az A&ltalunk hasznélt
modszereket, a konnyebb érthet6ség kedvéért néha atfedesben az ott leirtakkal jelen

fejezetben taglaljuk, esetenként 1ényegesen részletesebben, specifikusabban.

3.1 Paciensek

A VST terapia recipiensei legtobb esetben olyan, tobbnyire &ssejt transzplantacion
(CBU: 2 eset, MUD-PBSC:26 eset, csontvel6:6 eset, haploidentikus:15 eset, HLA-
identikus testvér: 12 eset, nem transzplantalt (SCID+HLH): 1 eset) atesett betegek
voltak, akinél a konvencionalis antiviralis terapias eljarasok nem voltak elégsegesek. Az
antiviralis terapidk eredményességének monitorozasa a szervspecifikus fert6zések
esetében szOvettani vizsgalattal tortént, illetve polimeraz lancreakci6 (PCR)
segitségével a vérplazma és vizelet mintdkbdl. Nem hasznaltunk hatarértéket a
kopiaszamra vonatkozéan, vagy irott protokollt, a kezelGorvos belatasara volt bizva,
hogy mikor kéri a terapiat. A vizsgalat 5 éve alatt 63 betegnél (gyermek: n=17, felnétt:
n=46) 74 VST kezelés tortént.

Volt olyan paciens, aki egyszerre tobb virus elleni készitményt kapott, illetve olyan is,

aki tobb egymaést kovetd idépontban kapott virus ellenes T-sejteket.

3.2 A donorok

A VST kezelés indikécidjanak felallitasa utdn az els6 1épés a megfelelé donor
kivalasztasa. A legidealisabb donor természetesen az eredeti, HLA egyezést mutatd
6ssejtdonor lenne. Ez a legtobb esetben tobb akadalyba Utkdzott. Az egyik ezek kozil,
hogy az eredeti Ossejtdonor nem feltétlen rendelkezik a megfeleld T sejtes
immunvalasszal a virussal szemben. A masik problémat az egyez6, nem rokon donorok
(matched unrelated donor -MUD) nehézkes mozgositasa jelenti, legtobb esetben

ugyanis ezek a donorok kilféldon élnek.

Minden esetben a pacienseket kértiik meg, hogy a rokonaik, ismerdseik segitségét

kérjék, hogy jelentkezzenek donornak. Ez a csalad elkotelezettsége miatt gyors reagalast
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jelenthet, és idedlis esetben a donorsziiréstdl szamitott harmadik napon mar sor keriilhet
a sejtszelekciora. A legtdbb esetben 8 donor kivizsgéldsa tortént egyszerre, jo esélyt
biztositva arra, hogy taldlunk a jelentkezok kozott egy adott virus ellen immunizalt
személyt. A rokonok esetében nagyobb, de a baratok, ismerdsok esetében csekély az
esély a HLA egyezésre, ezért a donor kivalasztasanal elényben részesitettiik a kozeli
rokonokat, illetve a jobb HLA egyezés esetén nagyobb az esély a beadott T sejtek in
vivo expanzidjara is (60). HLA tipizalas nem tortént a donorkivizsgalas soran, ennek az
oka, hogy nagy mértékben késleltette volna az eljarast. Az elmalt 5 évben 2 esetben
fordult el6, hogy az eredeti donor sejtjeit hasznaltuk fel a terapias célu VST
szelekci6hoz, a tobbi betegnél Gn. harmadik személy, legtdbbszor csaladtag volt a

donor.

A jelentkezOk eligazitdsat az Ossejtdonorok kivizsgalasara szakosodott személyzet
végezte, 0k voltak a felelések a potencialis donorok tajékoztatasaert, illetve a megfeleld
adminisztrativ feladatok (pl beleegyez6 nyilatkozatok) elvégzéséért is. Ugyanez a csapat
végezte a vérvételt is. Az altalunk végzett vizsgalat mellett minden donor atesett a
meghatarozott donorkivizsgalas részét képez6 vérkép, rutin labor- és virus
vizsgélatokon. A donoroktdl szemeélyenkent 2x6ml, EDTA-val (Etilén-diamin-
tetraecetsav) alvadasgatolt vért vettek az altalunk végzett Kivizsgalashoz, a sejtek
peptivatorral valo teszteléséhez. A tényleges donor kivalasztasanal az alabbi tényezoket
vettuk figyelembe: a keringd VST sejtek aranya, rokonsagi fok (feltételezett nagyobb
HLA-egyezés), életkor, nem, abszolut Ilymphocyta szam, véndk Aallapota

(leukaferezishez), alapbetegségek, esetleges kdros laboratériumi eltérések.

3.3 Az atfedo peptidkdnyvtarak

A VST-k szelekcidjanak elsd 1épcsdje, hogy a sejteket olyan stimulusnak tegyiik ki,
amelyre csak es kizardlag azok a T sejtek reagalnak, melyek specifikusak az adott
viralis fehérjére. Ennek az altalunk hasznalt eszkdze egy atfedé peptidkonyvtar, az
ugynevezett peptivator. Ez a név egy, a Miltenyi Biotec altal fejlesztett és forgalmazott,
szintetizalt peptid-készletet takar, és tulajdonképpen aminosav lancokat tartalmaz.
Ezeket az aminosav lancokat egyenként 15 aminosav 0sszekapcsolasaval hoztak létre,

melyek egymassal 11 aminosav atfedést mutatnak (5. abra, forras:(61)), igy lefedve az
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adott virusfehérje primer aminosav sorrendjét. Ez az aminosavlanc hossz, ilyen mértéki

atfedéssel optimalizalja mind a CD4+ (helper), mind a CD8+(cytotoxikus) T sejtek

=77

primer aminosav sorrend

Il|2|3|4|5Iﬁl?ISI9IlDIllllZIlalldll&llﬁll?IlSllEIZOIZlIZZIZEIZ&IZSIEEIZ?|

|1 |2|3|4|5|E-l?|B|9|10|11|12|13|14|15|1-e5peptid

|5Iﬁl?I3|9I10|11|12|13I14I15l16|1?|13|15|2-Espeptid

|9 |10|11|12|13|14|15|16|l?|18|19|20|21|22|23|3_35peptid

atfedés = 11 aminosav

Peptid hossza= 15 aminosav

5. dbra Az atfed6 peptidkonyvtar (peptivator) szerkezetének séméja. 15 aminosav
hosszlsagu peptidlancok 11 aminosav atfedést mutatnak.

A CMV esetében a peptivator a 65 kDa-0s belsé matrix foszfoproteint (lower matrix
phosphoprotein) fehérjéit fedi le (63,64), mivel ez az immunoldgiailag dominans

struktdrprotein (65).

Az adenovirusnal a hexon kapszid protein fehérjelancait tartalmazza a peptivator, mivel
a kutatasok soran ez bizonyult az immundominéns fehérjének, és tobb, szerotipusokban

konzervativan fennmaradt C terminalis epitdpot tartalmaz (66,67).

Az Epstein-Barr virus esetében BZLF-1 et és EBNA-1 (Epstein-Barr Virus Nuclear
Antigen) peptivatorokat hasznalunk. A BZLF-1 egy, a fert6zés litikus (lytic) ciklusara
jellemz6 fehérje, és nagyobb aranyban mutatnak a CD4+(helper) T sejtek valaszt ellene,
mint az EBNA-1 ellen. Az EBNA-1 fehérje felismerése a T sejtek altal viszont a

fertdzés korai szakaszaban lehet jelentds, és a fehérje dontéen CD8+ T sejt valaszt valt
ki (68,69).

A BK virus elleni VSTek szelekcidjanal 4 féle peptivatort alkalmaztunk. A VP1 és VP2
melyek kaszpid proteinek, és a litikus ciklus késébbi szakaszaban jellemzéek. Az LT a

nagyméretll T antigén fehérje, az ST a kisméretli T antigén fehérje peptivatora, melyek
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a litikus szakasz korabbi részére jellemzdéek. Foként a VP1, az LT és az ST peptivatort

irték le jo stimulélokent (70).

3.4 A donorsziirés folyamata

A donorszlirés soran a periférias veérsejtek peptivatorral valé ex vivo stimulélasa
torténik, majd &ramlasi citometrids modszerrel megmérjik az INF-y termelé CD4+ és
CD8+ T sejtek aranyéat az adott populéciéban (6. abra). A vizsgalat 5 éves id6tartama

alatt 916 donorsziirést végeztiink.

Detektalas

Peptivator

o O O

Megfeleld
donorok

=
=
=

Potencialis
donorok

6. &bra A donorsziirés folyamatanak attekintése. A donorok vérét a peptivéatorral
stimuléalva a szekretalt interferon gamma alapjan detektalhatjuk a VST sejteket.

3.4.1 A minta el6készitése

A mintael6készités a Miltényi Biotec reagenseit hasznalva, a cég altal fejlesztett
protokoll alapjan tortént. 12 ml EDTA-val alvadasgatolt vér feldolgozasa tortént az
aramlasi citometrias laboratériumban. Az els6 1épés a mononuklearis sejtek
elvalasztasa, gradiens centrifugalassal, ficoll segitségével.Ehhez a PBS-sel (Foszféattal
pufferolt sooldat, Phosphate-buffered saline) kétszeresére higitott periférias vért
Ovatosan a ficoll tetejére rétegezziik, melyhez 50mL-es falcon csoveket hasznaltunk. 30
perc 400g-n torténd centrifugalds utdn a mononukledris sejtréteget dvatosan

levalasztottuk, és az igy nyers sejtszuszpenziot PBS-sel kétszer mostuk.
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A mononuklearis sejtek sejtszdménak meghatarozasa egy Sysmex KX-21
rutindiagnosztik&ban hasznalt vérkép automataval torténik, az utols6 mosasi 1épés elott,

igy beallithato a kivant, 10 sejt/mL koncentracio a reszuszpendalas soran.

A sejteket ezutan a megfelel6 talcara (plate) pipettazzuk. A télcan szaritottan talalhaté a
peptivator bevonat (coat), melynek mennyisége lyukanként 0.06 nmol (0,01 pg). A 107
sejt/ml koncentracioju mintankbol a gyartoi utasitds szerint 100 pL szukséges a
jeléléshez, igy lyukanként 10° sejtet inkubalunk, és a peptid koncentréacié 0,6 nmol/mL
lesz. A kis térfogat miatt a sejtszdm és a peptid koncentracio emelése novelné a cross-
feeding kockazatét (71). A peptivatort tartalmazd lyuk mellett egy negativ kontrollként
szolgalo, peptivatort nem tartalmazo lyukba is pipettazunk azonos mennyiségii és

“ s

hémérsékleten tartjuk két éran keresztil.

A kovetkez6 1épésben a sejtekhez Brefeldin A-t adunk, 1 pg/mL koncentraciéban. (100
pg/mL oldatbol 10 pL). A Brefeldin-A a Penicillium brefeldianum gombabdl izolalt
lakton, mely meggétolja a béta-COP Golgit burkold fehérjék kapcsolodasat, ezéltal
gyakorlatilag zérja a Golgi apparatust (72), igy a peptivator hatasara termel6dott

citokinek a sejten belil maradnak, nem kertilnek szekretalasra.

Az Gjabb 4 ora inkubaldsi id6 lejarta utdn a sejtek jelolése torténik az aramlasi

cytometriés vizsgalathoz.

3.4.2 A flow cytometrias vizsgalat

A flow cytometrias mérést egy Becton-Dickinson CANTO Il tipusu, 10 csatornas
késziiléken végeztik. Ezt megel6zéen a sejtek Miltényi Biotec protokoll szerinti
jelolése tortént fluoreszcens festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel, melyekkel a
CD4+ és CD8+ T sejteket azonositottuk és ezen belil az INF-y szekretdld virus

specifikus T sejtek aranyat hataroztuk meg.

A sejtfelszini jeldléshez a Miltenyi Biotec Rapid Cytokine Inspector (CD4/CD8 T Cell)
Kit-jét hasznaltuk, mely a kovetkezé markereket tartalmazza: CD3, CD4, CD8, CD14,

CD20. A klonokat és a fluoreszcens csatornakat a 2. tablazat mutatja.
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2. tablazat A donorszurés soran hasznalt antitestek. A tablazat az adott marker esetén

hasznalt fluoreszcens festéket, az antitest klonjat és izotipusat tinteti fel.

Sejtfelszini fluoreszcens kion izotipus
marker csatorna
CD3 VioBlue BW264-56 egeér-1gG2a
CD4 APC VIT4 egér-1gG2a
CDs8 FITC BW135/80 egér-lgG2a
CD14 PerCP TUK4 egér-1gG2a
CD20 PerCP LT20 egér-1gG1

A fenti markereknek a két T sejt populécid beazonositdsaban és a monocyta és B sejt

populécid elkilonitésében van szerepe. A donorsziiréshez alkalmazott markerek a
kovetkezok (73):

A CD3-at 5 kiilonb6z6 lanc alkotja (gamma, delta, epszilon, dzéta, éta). A T
sejtekben a CD3 kozvetiti az aktivacios szignalt a T sejt antigén receptorrol
(TCR)(74). Az altalunk hasznalt antitest-kl6n az epszilon lanchoz kotédik. Az
antigén kotédés utan a TCR-CD3 komplex sejtfelszini stirlisége csokken (75), az
aramlasi citométerrel detektalt jel er6ssége alacsonyabb lesz ezeknél a sejteknél.
Ennek a mérési file-ok analizisénél, a kapuk beallitasanal van komoly szerepe.

A CD4 egy 55kD molekulasulyu glycoprotein, amely az immunoglobulinok
extracellularis doménbdl all. Azok a TCR alfa/béta receptorral rendelkezé T
sejtek expresszaljak, a thymocyta allapottol kezdédden, melyekr6l hianyzik a
CD8 receptor. A CD4+ T sejtek a segité (helper) T sejtek (Th sejtek)

A CD8 32-34kD kozotti molekulasulyt heterodimer lancok alkotta receptor. A
T sejtek érése soran a CD8 kozvetlenill a CD4 expresszalddasa utan jelenik meg
(76), a thymocyta stadiumban. A CD8+ T sejtek a cytotoxikus T sejtek. ( CTL)
A CD14 egy 55kD molekulasulyt glikozil-foszfatidilinozitol kapcsolt membran
glikoprotein, az LPS (bakterialis lipopoliszacharid)/LBP (lipopoliszacharid koto
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protein)komplex receptoraként funkciondl. A  monocytak intenziven
expresszaljak, mig a promonocytakon alacsonyabb az intenzitésa.

e A CD20 egy 33-37kD kozti polipeptid receptor, mely direkt modon regulalja a
transzmembrén Ca forgalmat, és a protein kindz C szubsztrétja, ezéltal fontos
szerepe van a B sejt aktivacio regulacidjdban. A B sejtek a CD19 és a CD10

receptorokat kovetéen expresszaljak (77).

Az analizis célja annak meghatarozasa, hogy a T sejt szubpopuléaciokon belll a sejtek
hany szazaléka termel IFN-y-t a viralis stimulus hatasara. A Brefeldin-A miatt a
termel6dott IFN-y, ami normdlisan szekretdlédna, a sejtbe zarva, intracellulérisan
marad, igy klasszikus, sejtfelszini jeloléssel nem lathatéak. Az IFN-y — PE

(phycoerythrin) antitestek kotédéséhez ezért a sejthartyat atjarhatova kell tenni.

A gyéartd leirdsat kovetve a kovetkezd lépéseket végeztik el: sejtfelszini markereket
tartalmazo koktélbol és az IFN-y-PE antitestb6l 10-10pL mennyiséget 30uL pufferrel
higitunk létrehozva a jel6ld koktélt. Ezt kdzvetlendl a lyukba pipettazva végezzik a
jelolést, majd 10 perces, sOtétben, szobahdn torténd inkubalas utan adjuk hozza az
InsideFix reagenst, ami lényegében 3,7%-o0s formaldehid oldat. Ez hivatott fixalni a
sejtfelszini markereket a kovetkezd, 20 perces, szobahOmeérsekleten, sététben torténd
inkubalas alatt. Ezt kovetéen adjuk hozza a rendszerhez a detergenst tartalmazo Inside
Perm reagenst, mellyel 10 percig inkubalunk, sotétben, szobahdmérsékleten. Ez a
reagens a sejthartyat atjarhatova teszi, permeabilizélja, lehetévé téve az IFN-y elleni
jelolt antitest citokinekhez kotédését. Végil a sejteket 12mme-es polisztirol kémcsébe
pipettazva, egy mosasi Iépés és reszuszpendalas utan elvégeztik a merést flow
cytométeren. Ezeket a lépéseket a peptivatorral nem kezelt negativ kontroll sejtek

esetében is végrehajtottuk.

A mérés soran a mononuklearis sejtekbdl rogzitett esemenyek szdma atlagosan 248 000
volt. A maximalisan lemérheté események szamat limitdlta az hosszadalmas

mintael6készitésnél, és a centrifugalasi 1épéseknél fellépd sejtvesztés.

Az analizis soran kovettik a gyarto altal el6irt kapuzasi protokollt, a beallitott kapuk

sorrendje a kovetkez6 volt (7. abra):
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. Els6 1épésben a duplikatumok (6sszetapadt sejtek) kizérasa tortént, az
eloreszort fény (FSC) paraméterek gorbe alatti teriletének a gorbe

magassagaval valo 6sszevetésevel (FSC-A vs FSC-H, 7a)

. A duplikatumok kizéraséaval nyert populécié tagjain a CD14 és CD20 negativ
eseményekre allitottunk kaput, ezzel eltavolitva az analizis tovabbi részeibdl a
B-sejteket és a monocytakat (CD14+CD20 vs IFN-y, 7b)

. Az el6z6 1épésben kapott populacio tagjait megjelenitve a lymphocytékra
allitunk kaput, a fényszoréasi tulajdonsagok alapjan (oldalt szort fény - SSC-A
vs FSC-A 7¢)

Ezutdn az el6z6 kapu eseményeit alapul véve a CD3+ esemenyekre, azaza T
sejtekre kapuzunk a CD3 és az IFN-y markerek alapjan. Itt fontos az IFN-y
szerepe, mivel tobb esetben az IFN-y+ sejtek CD3 expresszidja csokkent
intenzitast mutat, ez adja a kapu X tengely felé mutat6 alakjat. (CD3 vs IFN-y,
7d)

. A T sejtek megjelenitése a CD4 és CD8 markerek szerint Kijeloli a CD4+
helper, és CD8+ cytotoikus T sejteket.(CD8 vs CD4, 7e)

. Az analizis utolsé lépéseként a CD4, illetve a CD8 populaciokon beldl

kijeloljiik a kettés pozitiv, azaz a CD4 illetve CD8 markerre és az INF-y
markerre egyarant jel616d6 sejteket. (CD8 vs IFN-y; CD4 vs IFN-y, 7f)
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7. abra A donorsziirésnél hasznalt kapuzasi stratégia. a - duplikatumok kizarasa. b - B
sejtek és monocytak kizarasa. ¢ — lymphocytak kapuzasa. d — T sejtekre allitott kapu. e —
CD4 és CD8 pozitiv T sejtek kapuzésa. f - IFN-y pozitiv sejtek kapuzasa

Az analizis végen a CD4+ helper T-sejt és a CD8+ cytotoxikus T-sejt populdcidkon

belul adjuk meg az IFN-y pozitiv sejtek ardnyat (78), a kapott értéket a negativ kontroll

esetében mert értékkel korrigalva.
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A donorjeldltet akkor tekintettik alkalmas donornak, ha a periférias vérikben a
lymphocytak szama elérte a 1000sejt/uL koncentraciot, és legaldbb az egyik T sejt
alpopulécion populacion belll az IFN-y termeld sejtek aranya elérte a 0,01%-ot (78). A
donor kivalasztasnal figyelembe vettik a rokonsagi fokot, az altalanos egészségi
allapotot, es a periférias vénak elérhet6ségét. Egy esetben dontott (gy a kivalasztott

donor, hogy visszavonja a donécidra vald jelentkezését.

42 donorjeldlt esetében rendelkezésiinkre alltak a szeroldgiai laboratérium altal mért
CMV és EBV ellenes antitest vizsgalat eredményei, mely lehet6séget teremtett a két

modszer §sszevetésére.

3.5 A virus-specifikus T sejtek szelekcidja
3.5.1 CCS folyamat attekintése

A virus specifikus T sejtek azonositasa és szeparalasa citokin termelésik alapjan
torténik egy specidlis eljarassal, melynek soradn a szekretélt citokint a sejtfelszinhez
kotik, erre utal a ,,cytokine capture system (CCS)” elnevezés. A szelekcié soran az
apherezissel legyijtott sejtkészitményben 1évo T sejtek a peptivator hatasara citokineket
kezdenek termelni, mely sejteket igy immunomagnetikus gydngydkkel jelélhetiink, és
elvalaszthatjuk a tobbi sejttél, egy VST dus sejttomeget 1étrehozva, mely a recipiensnek
beadva segiti a virusinfekci6 elleni kiizdelmet (8. &bra).
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Magnetikus
szeparalas

Apheresis

RECIPIENS

8. dbra A VST szelekcio attekintése. A kivalasztott donor mononukleéris sejtjeinek
legytijtése utan a peptivator hatasara azok IFN-y-t szekretalnak, aminek segitsegével a
VST sejtek szeparalhatoak, és terapias céllal felhasznalhatdak.

3.5.2 A sejtek gytijtése

A sejtszelekciot periférias mononuklearis sejtekb6l (PBMC) kiindulva kezdjik. A
PBMC-t apherezissel nyerik a donorbdl. Ennek soran a donorok vérét legytjtik, a kivant
komponens visszatartasaval a tobbit visszajuttatjak a donor szervezetébe. Alkalmanként
1x10° fehérvérsejt (FVS) Kkeriilt gyiijtésre, folytonos mononuklearis sejtgyijtés
(Continuous Mononuclear Cell Collection - cMNC) programon, Terumo Specta Optia
apherezis készUlék segitségével.

3.5.3 A sejtszelekcidhoz hasznalt miiszer
A miszer, melyet a VST szelekciohoz hasznalunk, a CliniMACS Prodigy nevet viseli.

Ez egy sejtkészitmények feldolgozésara szolgélo teljesen automatizalt és zart rendszer(i
rugalmas platform, mellyel lehetséges killonb6z6 sejttipusok magneses szeparalasa,

expanzidja, kezelése, valtozatos sejtfeldolgozasi protokollok szerint (79-81).

A miiszer egyik integrans része a sejtfeldolgozé egység. Ezzel lehetséges a sejtek
mosasa, de akar a tenyésztése is. Ezek a lépések egy egyszer hasznélatos kamraban
zajlanak, mely a csOrendszer részét képezi. A masik fontos integralt Osszetevd a
magneses elvalasztasi egység, mely gyakorlatilag barmilyen sejttipus elvalasztasat
végre tudja hajtani.
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A sejtfeldolgozasi programok széles spektruma talalhatdé meg a késziilékre eldre
telepitve, igy a virus specifikus T sejtek szelekcioja is, de hétkoznapibb sejtel6készitési
Iépések is, mint a toményités, vagy a gradiens centrifugalas. Lehet6ség van ezen
metodikak személyre szabasara is. A metodikak valtozo hosszusaguak, a sziikséges id6
fiigg a jel6l6 anyagok — markerek — sz&matol, az esetleges sejttenyesztési lépésektol, de
lehet6ség van bizonyos Iépések késleltetésére is, ha ezt a folyamatok iddozitése
megkivanja. A kiilonboz6 programok a miiszeren talalhatd szelepek nyitasaval és
zarasaval iranyitjak a folyadék utjat, melyet egy perisztaltikus pumpa hajt. A magneses
szeparator egység egy kozponti magnesegységet tartalmaz, melybe illeszkedik a
szeparald oszlop, melyen keresztiilhalad a folyadék. A méagneses egység egy
mozgathaté allandé magnest foglal magaba, melyet elére-hatra pozicinalva tudja ki és
bekapcsolni a magneses teret az oszlop kordl, igy irdnyitva a magneses

nanogyongyokkel jel6lt sejtek visszatartasat illetve atengedését.

A rendszer egyszerhasznalatos, cserélhetd, zart rendszeri egységekkel mitkodik. Ennek
a részei a csovezetékek, a feldolgozandd sejteket tartalmazd zsakok, és a célfrakcidok
zsakjai, de ugyanilyen egyszerhasznalatos egység a centrifuga-kamra, az oszlopok, és a
hémérséklet szabalyozd egység is. A rendszer sterilitdsdnak megorzése érdekében a
csatlakozasokat steril modon lehet dsszeforrasztani, illetve van lehetdség kis mintavevd
zsdkok hasznélatara is, melyek kdnnyedén leforraszthatdk, igy nem kell megbolygatni a

nagy egysegeket.

A miszer legelterjedtebb felhasznalasat a kiilonb6z6 dusitasi és depletalasi folyamatok
jelentik. Az immunomagnetikus szeparalas segitségével gyakorlatilag barmilyen sejtet -
akar tobb sejtvonalat is egyszerre- elvalaszthatunk a tobbit6l. A rendszer képes ezekkel
a szepardlt sejtekkel tovabbi folyamatokat végezni (pl CAR-T sejtek generélasa).

A kiindulasi anyagok lehetnek leukaferezis produktumok, csontveld, vagy olvasztott

sejtkészitmények is.

3.5.4 A nagyléptékii (large scale) virus-specifikus T sejt szelekcio

CCS-hez hasznalt reagensek:
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- catchmatrix reagens: monoklonalis ragcsalé anti-IFN-y antitest, monoklonalis
rdgcsalé anti-CD45 antitesttel konjugélva, Poloxamerrel stabilizalt PBS/EDTA
pufferben

- dusito reagens: dextran-vas oxid gyongyokkel konjugalt ragcsalo monoklonalis
anti- IFN-y antitest, Poloxamerrel stabilizalt PBS/EDTA pufferben

3.5.5. A nagyléptékii szelekceio folyamata

A leukoferezis produktum sejtszama minden esetben 10° fehérvérsejt értékre kertil
beallitasra. Ez a folyamat 1éptékének fels6 hatara, a standardizalt sejtszam egyszersmind
lehetévé teszi a kiilonb6z6 szelekciok 6sszehasonlitasat. A CliniMACS Prodigy
rendszer az eldkészitési folyamatok utdn emberi beavatkozas nélkiil futtatja le a
programot, melynek Iépéseit a 9. dbra szemlélteti. A teljes folyamat hozzavetdlegesen

12 oOrét vesz igénybe, ezalatt az operatornak nem kell beavatkozni a folyamatba.

elékészités

csdrendszer, puffer, media

rendszer feltdltés
30p S
(priming)
elGkészités sejtek,
reagensek, programozds
120p minta elSkészités
Inkubala
240p n u_ a!as az
antigénnel

mosas, jeldlés

{catchmatrix)

o
reagens) \ i

q‘..-
n: o
Interferon-gamma

9. dbra A Cytokine Capture rendszer mitkodése. A konjugalt antitest paros a CD45
receptorhoz kotédve a szabad oldalaval képes ,,elkapni” a termelddott IFN-y-t, majd
ehhez a citokinhez kot6dik a magneses gyongy (dusitd reagens) melynek segitségével
végbemehet a szeparélas.
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Harom fontos Iépest kell kiemelni:

e jelolés a catchmatrixszal: a catchmatrix egy konjugalt antitest-paros. Az egyik
oldala a CD45 receptorhoz, tehat gyakorlatilag minden fehérvérsejthez kotddik,
mig a masik oldala a termel6dott citokineket (IFN-y) kéti meg. (9/a abra)

e A szekrécios fazis: mig donorsziirés sordn a termelddott IFN-y a Brefeldin-A
hatdsara a sejtbe zarva maradt, itt szabadon szekretalodik, és a sejtfelszinre

kotott catchmatrixhoz kotddik. (9/b dbra)

o A kovetkez6 jelOlési 1épés soran a magneses gyongyokkel jel6lt antitestek az

IFN-y-hoz kot6dnek, igy lehetévé téve azok elvalasztasat. (9/c abra)

3.5.6 A végfrakciok flow cytometrias vizsgalata

A végtermékek elballitasa utdn harom frakciobol torténik flow cytometrias vizsgalat.
Ezek a QC, a pozitiv és a negativ frakciok. Mindegyik frakciobol ugyanazok a
vizsgélatok kerllnek elvégzesre.

QC frakcio:

Ahogy a neve is utal ra, a mindség-ellenérzés (quality control) miatt fontos ennek a
frakcionak a mérése. Kozvetlenul az immunomagnetikus szepardlas el6tt a rendszer
felajanlja a mintavétel lehet0ségét a mar inkubalt, jelolt sejtkészitménybdl. Ennek a

mérése a szelekcid hatékonysaganak megitéléseben fontos.
Target frakcio:

Ez a frakcio, melyben feldusitva talaljuk a VST sejteket. Mind a mennyisége, mind a

fehérvérsejt koncentracioja nagyon alacsony. Ez a frakcio kerll beadasra.

Non Target frakcio:
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A jeldletlen sejtek frakcioja, gyakorlatilag ide keril minden olyan sejt, mely nem

kotédott a magneses oszlophoz, tehat nem szekretélt IFN-y-t.

Ezt kovetéen a fenti frakciokban két kiilonboz6 eljarassal vizsgaljuk a sejtek
mennyiségét és Osszetételét. Az egyik a lymphocyta szubpopulécidk ardnyanak és
abszolut szdméanak meghatarozasara szolgal, a Becton-Dickinson altal forgalmazott
,»IruCount” csd hasznalatdval. Ennek a lényege, hogy az analizishez hasznalt csében
talalhato egy polisztirol gyongy, mely folyadék hatasara a gyartd altal definialt
mennyiségli apro gyongyre esik szét. Pontos mintamennyiséget pipettdzva a csébe, a
lemért eseményszam és a lemért gydngyok szama alapjan kiszdmolhatd a sejtek pontos

koncentracioja, a kovetkez6 képlet segitségével:

sejtek szama a vizsgaland6  gyongysk szama

) L, ouliciéban 5
sejtkoncentraci6 = - P — y 4 cso})en
mért gyogyok szama a minta térfogata

A gyongyos metodika hasznalatat az indokolja, hogy a legfontosabb frakcio, a target
frakcié sejtszama esetenként olyan alacsony, hogy a laboratériumban talalhat6
vérképautomata mar nem tud megbizhatdé eredményt adni a sejtkoncentracio
tekintetében.

A maésik eljaréassal — a donorkivizsgalashoz hasonléan — az IFN-y termel6 sejtek aranyat
hatdrozzuk meg a T sejt alpopuléciokban.

Ebben az esetben a termelddott, jelolendd citokinek nem a sejt belsejében vannak,
hanem a catchmatrix ,.feltartja” azokat a sejt felszinén. Ennek koszonhetéen nincs
szukség az intracellularis jelolésre. A felhasznélt markerek eltérnek a donorsziiréskor

hasznaltaktél, részletezésiik a 3. tablazathan lathat6.
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3. tablazat A végfrakciok flowcytometrias vizsgalatdhoz hasznalt antitestek. A tablazat
az adott marker esetén hasznalt fluoreszcens festéket, az antitest klonjat és izotipusat

tlinteti fel.
Sejtfelszini fluoreszcens kion izotipus
marker csatorna
CD3 FITC BW264-56 egér-lgG2a
CD4 APC VIT4 egér-1gG2a
CD8 APC Vio770 BW135/80 egér-1gG2a
CD14 VioGreen TUK4 egér-19G2a
CD20 VioGreen LT20 egér-1gG1
CD45 VioBlue 5B1 egér-1gG2a
IFN-y PE 45-15 egér-1gG1

A fenti markerekbdl a protokoll szerinti mennyiséggel egy jelolokoktélt készitlink
(10uL/frakcio). A jelolokoktélhoz 10pL 7-Aminoactinomycin D-t (7-AAD) adunk, ami
egy DNS-hez kot6d6 fluoreszcens festék. A holt/apoptotikus sejtek membranja
atjarhatova valik, igy a 7AAD szabadon bejut, megfestve az 6rokitd anyagot, ezaltal
lathatdva téve ezeket a sejteket. A felhasznalt markerek a donorsziiréshez hasonldéan
lehetévé teszik a monocytak és B sejtek kipapuzasat ill. a CD4+/CD8+ T sejt
populdcidban az IFN-y termeld sejtek aranyanak meghatarozasat. A donorsziiréshez
képest tobbletet jelent, hogy az apoptotikus és elpusztult sejtek jelolésével ezek zavard
hatasatol megszabadulunk, hiszen a 12 6ras szelektalasi folyamat soran sejtpusztulassal

is szamolni kell.

Az analizis soran kovettiik a gyarto altal eldirt protokollt, a beallitott kapuk sorrendje a

kovetkezé volt (10. &bra):

1. Els6 lépésben a duplikatumok kizarasa tortént, az eléreszort fény paraméterek
gorbe alatti teruletének a gorbe magassagaval val6 6sszevetésével (FSC-A vs
FSC-H, 10a)

2. Masodik Iépésben a CD45+ eseményekre allitottunk kaput, ami a fehérvérsejtek
markere (CDA45 vs SSC, 10b)
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Az eléz6 1épésben kapott populacio tagjait megjelenitve a tormelékek kizarasara

allitunk kaput, a fényszorasi tulajdonsagok alapjan (SSC-A vs FSC-A, 10c)

A kovetkezd 1épésben a halott, illetve apoptotikus sejtek kizarasaval alltunk

kaput a 7-AAD negativ eseményekre (7-AAD vs SSC-A, 10d)

Ezutan az é16 fehérvérsejteket alapul véve a CD3+ eseményekre, azaz a T
sejtekre allitunk kaput, a CD3 és az IFN-y markerek alapjan. Itt is fotos az IFN-y
szerepe, mivel tobb esetben az IFN-y+ sejtek CD3 expresszidja csokkent
intenzitast mutat, ez adja a kapu X tengely felé mutatd alakjat. (CD3 vs IFN-y,
10e)

A CD3+ populéci6 tagjain a CD14 és CD20 negativ eseményekre allitottunk
kaput, ezzel eltavolitva az analizis tovabbi részeib6l a B-sejteket és a

monocytakat (CD14+CD20 vs FSC, 10f)

A T sejtek megjelenitése a CD4 és CD8 markerek szerint kijeldli a CD4+ helper,
és CD8+ cytotoikus T sejteket.(CD8 vs CD4, 10g)

Az analizis utolso Iépéseként a CD4, illetve a CD8 populécidkon beldl kijeloljik
a kett6s pozitiv, azaz a CD4 illetve CD8 markerre és az INF-y markerre egyarant
jelol6do sejteket. (CD8 vs IFN-y; CD4 vs IFN-y, 10h)
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10. &bra A szelekcios termékek flow-cytometrias analizise. a - duplikatumok kizarasa. b
— CD45+ fehérvérsejtek kapuzésa. ¢ — tormelek kizarésa. d — holt sejtek kizardsa. e - T
sejtekre allitott kapu. f — B sejtek és monocytak kizarasa. g — CD4 és CD8 pozitiv T
sejtek kapuzésa. h - IFN-y pozitiv sejtek kapuzasa

Az analizis végén a CD4+ helper T-sejt és a CD8+ cytotoxikus T-sejt populdcidkon
belul hatarozzuk meg az IFN-y pozitiv sejtek ardnyat, ez adja meg a keszitmeny
tisztasagat (purity) (78). Ez az egyik legfontosabb mérészam. Azok a T sejtek, melyek
nem termelnek IFN-y-t, potencidlisan GvHD-t okozhatnak (alloreaktiv T sejtek).

3.6 Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Microsoft Excel (kiegészitve a Analysis ToolPak

bévitménnyel), valamint az IBM SPSS statistics 25 szoftvereket hasznaltuk. A
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korrelaciok vizsgalatahoz Spearman-féle rangkorrelécids analizist hasznaltunk, melynek
elénye a Pearson féle korrelaciovizsgalathoz képest, hogy a kiesé adatok nem zavarjék,
és nem csak linearis kapcsolatot tud leirni (82). Az adatoknal a normaéleloszlas

vizsgalatahoz Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk.
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4. Eredmenyek

4.1 A péciensekkel és az indikaciokkal kapcsolatos eredmények

A 2015 elejétél 2019 végéig tartdo id6szakban 74 esetben végeztiink sikeres VST
szelekcios eljarast, 63 paciens részére (36 férfi, 27 nd). 4 esetben a készitmény technikai
okok (mtiszermeghibasodas) miatt nem volt alkalmas a beadéasra.

34 esetben volt szilkség CMV specifikus T sejtekre, 26 esetben ADV, 16 esetben EBV
és 7 esetben BK virus elleni T sejtekre. Ez a felsorolas magaban foglalja azt a 9 esetet,
amikor parhuzamosan két virusra specifikus peptivatorral kellett stimulélni a sejteket,
multi-virus specifikus T sejtek generalasdhoz. Ezen belil CMV és ADV elleni VST-
ekre 4 esetben volt szilkség, CMV és EBV elleni szimultan kezelésre pedig 5 esetben
(11.4bra).

11. dbra A kiilonboz6 virusok elleni T sejt terapiak megoszlasa, 2015 elejétdl 2019
végeig tartd idészakban.
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4.2 Donorsziiréssel kapcsolatos eredmények

A 2015-2019-ig terjedd iddszakban Osszesen 636 Onkéntes donor jeldltnél végeztiink
916 vizsgalatot. Ahogy a szamok is sugalljak, tobb esetben eléfordult, hogy egy
donornak parhuzamosan tébb virus, vagy tobb epitop elleni T-sejt vizsgalatot
vegeztink. A 916 donorsziirés virusonkénti megoszlasa az alabbi volt: 290 vizsgalat
tortént CMV elleni VST kimutatasra, 212 tesztet végeztink ADV elleni VST
detektalasara. EBV specifikus T sejt meghatarozasra 152 esetben, mig BKV elleni VST

mérésre 262 esetben kertlt sor.

A donorszlirésekhez hasznalt rigid protokoll nem adott lehetéséget arra, hogy a mért
eseményszamot az aramlasi citometrias mérések esetében megkivant mértékben
megndveljuk, az elvart érzékenységgel dsszhangban. A gyarto altal adott kit csak a
donor alkalmassagat hivatott megitélni, nem annak milyensegét. A mért eredmény
lényege, hogy tartalmaz-e cut-off értéket meghaladd mennyiségben VST-t az adott
minta, ill. hogy az egyes mérési sorozatokban hogy viszonyulnak egymashoz a sziirt
egyének eredményei, és melyik donorjel6lt vérében mutathatd ki a legtébb virus
specifikus T sejt. Az érzékenység fokozasara megfelelé modszer lenne kétszeres
mennyiségli sejt egyidejii stimulaldsa ugyanattol a donortdl, de ezzel a koltségek is
duplazdédnanak, ami nem megengedhetd, tekintettel arra, hogy a feltett kérdesre a

vizsgalat igy is megadja a valaszt.

4.2.1. A donor jeldltek (potencialis donorok) neme és életkora

A potencialis donorok tobbsége, 351 f6 volt férfi, és 285 nb. Az életkor a sziirt donorok
96%-anal volt ismert. Ez alapjan szamitva, az atlag életkor 39,27 év a férfiaknal (12-
71), 39,08 év a n6knél (16-69).

A potencialis donorokat akik esetében ismert volt az életkor (n=613), hat korcsoportra
osztottuk: 20 évnél fiatalabb, 21 és 60 év kozott tiz évente egy-egy csoport, és a hatodik
a 61 év folottiek. A donorok legjelentosebb hanyada (30%-a) a 41-50 éves
korcsoportbdl kerilt ki (6sszesen 185 £6), 6ket kovették a 31-40 év koztiek (143 £6),
majd a 21-30 koztiek (134 £6) majd az 51-60 kozottiek (61 £6). A legidésebb korosztaly
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tagjait (47 £6), a legfiatalabbak kdvették (43 £8) (12. dbra). Osszesitve elmondhatd, hogy
a szlirt donorok 75%-a 20-50 koz6tti korosztalybol kerilt ki.
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12. &bra A donornak jelentkezett, és sziirésen atesett szemeélyek eloszlasa, nem és
életkor szerint csoportositva

4.2.2 A donorjeldltekben mért keringé VST arany és az alkalmas donorok aranya

A potencialis donorok kdrében, minden virust és minden T sejt szubpopuléciét
atlagolva a VST aranyt 0,081%-nak kapjuk. Ez a kiilonb6z6 virusok esetében a
kovetkez6: A legmagasabb aranyban a CMV specifikus T sejteket talaltuk a potencialis
donorok vérében, 0,325%-ban a CD8+ és 0,152%-ban a CD4+ T sejtek esetében. Az
EBV specifikus sejteknél is a CD8+ T sejtek dominancidja figyelheté meg, 0,097%, mig
a CD4+ sejtek Iényegesen alacsonyabb, 0,007%-0s aranyban tartalmaznak VST-eket.
Az ADV specifikus sejteknél megfordult a trend, a CD4+ T sejtek kdérében 0,033% a
specifikus sejtek aranya, mig a CD8+ sejtek 0,009%-a mutatott pozitivitast. A sort a
BKV specifikus sejtek zarjak, itt ismét a CD8+ sejtek dominalnak, 0,016%-kal, és
0,008% a CD4+ VST -ek aranya a helper T sejtek kdrében (13. abra).
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13. dbra A donorszlirések eredményeként talalt VST sejtek ardnya a T sejt
populéaciokban, virusonkénti bontasban.

Az eredmenyek ismeretében megvizsgaltuk azt is, hogy a sziirt donorjeléltek kozil
hanyan alkalmasak donornak, azaz hany potencialis donornak van legalabb az egyik T
sejt populacioban 0,01% folotti VST értéke. Mindent egybevetve, a 636 szlirésen részt
vett donorjeloltbdl 428 6 volt alkalmas donor, legaldbb az egyik vizsgalt virus, CD4
és/vagy CD8 sejtek tekintetében. Ez a résztvevék 70%-a.

290 fonél végeztiink vizsgdlatot CMV specifikus T sejtekre, ebbdl 227 {6 bizonyult
alkalmas donornak (78,3%). Adenovirus elleni sziirésen 212 f6t vizsgaltunk, és 146 6
lehetett volna alkalmas donornak (68,9%). EBV elleni T sejt vizsgalatra 135 {6
jelentkezett, kozulik 76 donornak volt a terapidhoz elégséges sejtje (56,3%). A BKV
sziiréshez 108 f6 jelentkezett, az alkalmas donorok szdma ebben az esetben 45 volt
(41,7%) (14. 4bra).
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14. abra A donorsziirésen részt vett donorjeléltek és az alkalmas donorok szdma a
keringé VST arany alapjan. A donorjeldltet akkor tekintettiik alkalmasnak, ha a CD4
vagy CD8 T sejt frakcion belil a VST sejtek aranya elérte a 0,01%-ot.

4.2.3 A keringé VST arany ¢és az alkalmas donorok aranya korcsoportonként

Mind a néegy virus esetében kilon- kilon is megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zo
korcsoportok esetében milyen a VST-ek atlagos szézalékos ardnya a T sejt
szubpopulécidkban, illetve azt, hogy a 0,01%-0s hatarértéket alapul véve, a kiilonb6z6

virusok elleni kezeléshez a donorok hany szazaléka lenne alkalmas donornak.

4.2.3.1 CMV specifikus donorvizsgalatok

A 15. abran mutatjuk be, hogy a kiilonbozd korcsoportok esetében milyen mértékii volt
az éatlagos VST arény a donorjeléltek periférids mintajaban. a 31-40 kozotti korcsoport
kiugré, 0,257%-0s értéke mellett emelkedd trendet mutatnak a méréseink. A 61 év
folottiek esetében latvanyosan magasabb a VT sejtek aranya, mint a fiatalabb korosztaly
eseten, 0,615%.

A potencialis donorok szdzalékos aranya minden korcsoportban magas, ¢s emelkedd
tendenciat mutat a kor elérehaladtaval. Legalacsonyabb aranyban, 57,14%-ban a 21 év
alattiak kozott talalhatunk donorokat, mig ez az arany az 51 és 60 év kozottieknél volt a
legmagasabb, 82,76%, a 61 év folotti korosztaly minimalisan maradt el mogottik, ahol
ez az arany 82,61% volt. (16. abra).
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16. dbra A CMV specifikus VST terdpiahoz alkalmas donorok arénya a donorjel6ltek
kdzott, korcsoporti bontasban

4.2.3.2 ADV specifikus donorvizsgalatok

Az Adenovirus esetében a CMV-vel éppen ellentétes trendet figyelhetiink meg: a
legfiatalabb korcsoportban volt a legmagasabb a VVST-ek aranya a T sejt alosztalyokban.
Az étlagos VST arany a 20 év alatti korcsoportban volt a legmagasabb, 0,042%, a 21-
30, 31-40 és 41-50 éves korcsoportokban kis kiilonbséget tapasztaltunk mig az 51-60 és
60 év feletti korcsoportokban az atlagos VST arany nem érte el a donacidhoz sziikséges
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0,01%-os hatarértéket. A legalacsonyabb atlagos VST arény 0,003% volt a 61 év feletti
korcsoportban (17. abra).

Az alkalmas donorok arényar6l elmondhatd, hogy az els6 négy korcsoportban a
vizsgalaton résztvettek dont6 tobbsége (66,24-87,24%) alkalmas donornak, ez a
legmagasabb ardnyban a 31-40 éves korcsoport tagjaira érvényes. Efolott azonban
egyértelmiien csokkend trendet latunk, a 61 év folottiecknek csak a 7,69%-a lenne

alkalmas a donéaciora (18. abra).
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17. &bra Az ADV specifikus VST sejtek atlagos aranya a T sejt szubpopulacidkban,
korcsoporti bontasban
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18. 4bra Az ADV specifikus VST terdpiahoz alkalmas donorok aranya a donorjeldltek
kdzott, korcsoporti bontasban

4.2.3.3 EBV specifikus donorvizsgélatok

Ennél a virusnal hasonld trendet lathatunk, mint az ADV eseteben, itt is a fiatalabb
korcsoportokban meértiik a legnagyobb VST aranyt a T sejt alosztalyokban, de
magasabb szazalékos értékekkel. A 20 év alattiak korében 0,146% a VST arany, ami
majdnem a felére csokken a 21-30 évesek korcsoportjaban, és tovabbi csokkenést mutat,
egészen 0,007%-ig a 61 év folottiek esetében (19. &bra).

Az alkalmas donorok szdzalékos aranyaban nem latszik egyértelmiien a csékkend trend,
de a legmagasabb aranyban a 21 év alattiak kozott talalhatunk megfelelé donort, a
jeloltek 75%-anak a mintajaban detektaltunk legaldbb 0,01% VST sejtet a T sejt
alosztalyok legalabb egyikében. A tdbbi korosztalynal ez 51,61% és 61,11% kdzott
valtozik (20. abra).
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19. dbra Az EBV specifikus VST sejtek atlagos ardnya a T sejt szubpopulacidkban,
korcsoporti bontasban
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20. abra Az EBV specifikus VST terdpiahoz alkalmas donorok aranya a donorjel6ltek
kdzott, korcsoporti bontasban

4.2.3.4 BKYV specifikus donorvizsgalatok

BKYV esetében kaptuk a legalacsonyabb atlagos VST aranyokat a T sejt alosztalyokban.
A 21-30 év kozti, a 31-40 év kozti és az 51-60 év kozti korcsoportok eredménye volt
kiemelkedd, esetiikben az atlagérték meghaladta a hatarértéket, de a tébbi korcsoportban

ez nem teljesdlt (21. abra).
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Ennek fényében nem meglepd, hogy az alkalmas donorok aranya a sziirésen resztvettek
kdzott is itt a legalacsonyabb. Csak két korcsoportban éri el az 50%-ot, a 21 év alattiak,

és az 51-60 év kozottiek esetében, csokkend trendet mutatva (22. abra).
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21. &bra A BKYV specifikus VST sejtek atlagos aranya a T sejt szubpopuléaciokban,
korcsoporti bontasban
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22. abra A BKYV specifikus VST terdpiahoz alkalmas donorok aranya a donorjel6ltek
kdzott, korcsoporti bontasban

4.2.4 A donorsziirés eredményeinek 0sszevetése az szerologia vizsgalatokkal

43 donorjeldlt esetében alltak rendelkezésiunkre a virusszeroldgiai eredmények. 36

esetben tortént a szlirés CMV, és 11 esetben EBV specifikusan, ebbdl négy esetben egy
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donortdl mindkettére. A virusszerologiai vizsgalat és a VST mérés egyezd eredményt
adott a CMV tekintetében 34/36 esetben, azaz 94%-ban mindkét mddszerrel pozitivitast
lattunk. Két esetben a szerologiai vizsgalat negativnak mutatkozott, mig a VST mérés
alapjan a donorjel6lt alkalmasnak bizonyult a terapiahoz. Forditott helyzetet (negativ T
sejt eredmény és pozitiv szeroldgia) nem detektaltunk. EBV esetében a 11-b6l 9 esetben
(81%) talaltunk egyezd pozitiv eredményt. A fennmaradd két esetben a szerologiai
vizsgalat nem adott egyértelmii eredményt (kétes), igy azokat nem tudtuk érdemben
0sszevetni az adatainkkal (23. abra).
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23. dbra Virusszerologiai eredmények Gsszevetése a flow ctometrias donorsziirés
eredményeivel. CMV esetén 94%-ban, EBV esetén 81%-ban talaltunk mindkeét
maodszerrel pozitiv eredményt. A fennmaradé esetekben a flow cytometria pozitiv
eredményt adott, mig a szerologiai eredmény negativ vagy kétes volt.

4.3 A készitménnyel kapcsolatos eredmények

A vizsgalddasainkkal a célfrakciok kozil a target frakcidé koncentraltunk, mivel ennek
van klinikai jelentGsége: ez a beadand0 készitmény, ez a frakcio tartalmazza a

feldusitott IFN-y termeld, azaz virus specifikus T sejteket.

4.3.1. A target frakcio sejtosszetétele

A target frakcid atlagos térfogata 7,67mL volt. Legkevesebb 5,68mL, legtobb 8,60mL
kerult beadasra. A fehérvérsejt koncentracio atlagosan 0,60 G/L.
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4.3.1.1 A készitmény VST mennyisége

A Osszsejtszam a target frakcioban atlagosan 4,58x10° sejt volt. A VST sejtek atlagos
szama 9,10x10° volt, minden beadhatonak mindsitett készitményt szdmolva (n=75). A
kiilonb6z6 virusokra lebontva elmondhatjuk, hogy a CMV elleni T sejtek szelekcidjakor
nyertiink ki legtobb, 3,59x10° sejtet. Ezt kovette az ADV elleni T sejtek szama,
8,65x10° T sejt, majd az EBV specifikus T sejtek szdma 7,49x10° volt. Legkisebb
mennyiségben a BK virus ellen tudunk T sejteket generalni, ezek szama 5,58x10° volt
(24. &bra).

Atlag beadott VST sejt
8.00E+06

6.00E+06
4.00E+06

2.00E+06

Beadott VST (0ssz. sejtszam)

0.00E+00

T

BKV

CMV
(n=35) (n=26) (n=16) (n=7)

24. abra A target frakcioban talalhatd VST sejtek atlagos szama, virusonként, jeldlve,
hogy hany teréapiara ker(lt sor az adott virus vonatkozésaban.

A teststlykilogrammokra szamitva, az 6sszes beadott VST sejt atlaga 3,66x10* sejt/kg.
CMV esetében 7,15x10% ADV esetében 2,06x10%kg, EBV esetében 1,31x10%kg
értéket kaptunk, mig BK virus ellen 9,89x10%/Kg VST-t tudtunk beadni (25 abra).
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25. abra A target frakcioban talalhatd VST sejtek atlagos szama
teststlykilogrammonként, virusonként, jeldlve, hogy hany terapiara kertlt sor az adott
virus vonatkozasaban.

4.3.1.2 A CD4 és CD8 sejtek megoszlasa a VST sejtek korében a készitményben

Mind a négy virus vonatkozasaban vizsgaltuk a VST sejtek CD4+ és CD8+ T-sejt
alosztalyok dominancidjat. A cytotoxikus (CD8+) T sejtek magasabb aranya figyelhet
meg a CMV és EBV specifikus T sejtek esetén, mig az ADV és a BKV elleni T
sejteknél a helper T-sejtek (CD4+) aranya volt magasabb (26. abra).
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26. abra A CD4+ és CD8+ T sejtek atlagos mennyiségének megoszlasa a VST-k
korében a target frakcioban, virusonként

4.3.1.3 Az IFN-y negativ T sejtek mennyisége a készitményben

Fontos tényez6 a VST sejtek mellett beadott, nem virus specifikus T sejtek szama is
(IFN-gamma negativ T sejtek), hiszen ezek a sejtek potencialisan GvHD-t okozhatnak,
igy szamuk minél alacsonyabban tartasa kivanatos. Az ¢sszes készitményt figyelembe
véve az atlagos, nem virus specifikus (potencialisan alloreaktiv) T-sejt szdm 9,95x10°
volt. A kiilonb6z6 virusok elleni szelekcios eljarasokban eltéré mennyiségeket lattunk: a
legnagyobb szamban a CMV elleni terapiaknal volt kimutathato, atlagosan 1,76x10° T
sejt, ezt a BKV kovette 1,13x10° T sejttel. Az ADV esetében atlag 9,71x10° sejtet
tartalmazott a készitmény, és végiil a legkevesebb az EBV esetén tapasztalt 2,53x10°

alloreaktiv T sejt volt. (27. abra)
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27. dbra A nem virus-specifikus T sejtek atlagos szama a target frakcioban, virusonként

jelolve, hogy hany terapiara ker(lt sor az adott virus vonatkozasaban.

Testsulykilogrammonként szamitva a potencialisan alloreaktiv T sejtek mennyisége az
osszes készitmény tekintetében atlagosan 1,67x10%kg volt. A CMV esetében talaltuk a
legmagasabb, 2,66x10%kg értéket, ezt az ADV elleni terdpidk esetében mért
1,50x10%kg nem-VST sejt kovette. A BKV target frakcidjaban 1,47x10%kg, az EBV

esetében pedig 4,99x10%kg volt a potencialisan alloreaktiv T sejtek szama (28.4bra).
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28. abra A nem virus-specifikus T sejtek atlagos szama a target frakcidban, virusonként,
testsulykilogrammonkeént
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4.3.1.4 A készitmény tisztasaga

A Virus specifikus és a nem virus specifikus (potencialisan alloreaktiv) sejtek aranyabol
kiszamolhat6 a keszitmeény tisztasaga, azaz az 6sszes CD4+ illetve CD8+ sejtek szdméan
belll a VST sejtek sz&zalékos aranya. Ez jo Osszehasonlithatosagot tesz lehetévé a
kiilonb6zé virusok elleni terapidk kozt, és a szordsa alacsonyabb, mint a korabbi
vizsgalatok esetében. A legnagyobb tisztasdgot a CMV és EBV elleni készitmények
mutattdk kb 60-80%-kal (CMV: CD4: 67,70%; CD8: 82,68% EBV: CD4: 59,64%;
CD8: 60,29%), mig az adenovirus esetében 45-60% (CD4: 58,37%; CD8: 45,97%), BK
virus esetében 40-50% (CD4: 49,34%; CD8: 42,49%) tartomanyban volt a

készitmények tisztasaga. (29. abra)
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29. dbra A CD4+ illetve CD8+ sejtek szaman belill a VST sejtek szazalékos aranya azaz
a készitmények atlagos tisztasaga, virusonként

4.3.2 Az ,,over-feeding” vizsgalata

Az over-feeding angol kifejezés altal fedett jelenség olyan esetben johet Iétre, mikor a
szekretalt citokinek mennyisége nagyon magas. A CD45 receptor minden fehérvérsejten
megtalalhato, kisebb-nagyobb meértékben, igy a catchmatrix (anti CD45 — anti IFN-y
kett6s antitest) minden fehérvérsejthez tapadhat, kiilondsebb specificitas nelkdl.
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Ez magaban hordozza azt a lehet6séget is, hogy a T sejtek altal, és a T sejtek mellett
egyéb sejtek, pl az NK sejtek &ltal szekretalt citokinek nem csak a virus ellen
memoriaval rendelkezé T sejtek, hanem az NK sejtekhez, vagy egyéb fehérversejtekhez
is tapadhat, a sejtfelszinen expresszalédé CD45 receptorhoz kotott catchmatrixon
keresztul, amihez utdna a magneses gyonggyel rendelkezé citokin ellenes antitest
kotddik. Ilyen modon, elképzelhetd, hogy azokban az esetekben, mikor a donor T sejtjei
nagy aranyban szekretalnak citokineket, megnéhet ez a nem specifikus kotédés, igy az
egyeb, nem szandékosan szelektalt egyeb sejtek aranya is, rontva ezzel a készitmeny
tisztasdgat Ezen alpozitiv populéciét a mérési file-ok Ujabb analizisével elemeztik, a
CD3-/IFN-y non-T populéciora allitva egy kaput.

A latszolag IFN-y termel6 nem-T sejt populacio vizsgalataival a kovetkezo
eredményeket kaptuk: atlagosan a CD3- ¢él6 sejtek 18,35%-ban mutattak IFN-y
pozitivitast, ez atlagosan 3,5x10° sejtet jelent. Virusonkénti bontasban, legnagyobb
mennyisegben a CMV és EBV elleni sejtszelekciokor talalkozhattunk ilyen sejtekkel,
5,21x10° és 5,39x10° szdmban, A BKV esetében 1,11x10° és az ADV esetében
1,10x10° sejt volt detektalhatd (30. abra).

1.20E+06

8.00E+05

4.00E+05

ADV EBV BKV

CMV

sejtek szdma a target frakcidban
(6ssz. sejtszam)

30. abra Atlagos IFN-y+ /CD3- sejtszam a target frakcioban, virusonként
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Megvizsgaltuk, hogy a periférias vérben keringd VST arényok és az IFN-y+/CD3-
sejtek mennyisége kdzott van-e dsszefiigges, feltételezve, hogy a nagyobb mértékii IFN-
vy termeld sejtarany fokozhatja az IFN-y nem specifikus kotdédését egyéb sejtekhez.
Ehhez a Spearman-féle rangkorrelacios szam (rs) kiszdmitasat hasznaltuk. Ez a CD4+
sejtek vonatkozasaban 0,206, a CD8+ sejtek esetében pedig 0,261 volt (31. abra), azaz
nem mutatkozott Gsszefiiggés a keringé IFN-y termeld sejtarany és a készitményben

mért aspecifikus IFN-g kotédés kozott.
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31. dbra Korrelacio vizsgalat a periférian keringé VST arany és a target frakcioban
talalhaté IFN-g+/CD3- sejtek aranya kozott. A tengelyeken a rangkorrekcios helyzet
szerepel. A Spearman-féle rangkorrelacios szam (rsy nem utal szoros ésszefuiggésre.

4.3.3 Korrelacio a periférian keringé VST arany és a target frakcio tisztasaga valamint
VST tartalma kozott

A periférian keringd VST sejtek T sejt populacidkon beliili szazalékos aranyat vetettiik
Ossze a sejtkészitmény tisztasdgaval, és a sejtkészitményben 1év0, IFN-y termeld T
sejtek mennyiségével, a helper (CD4+) és cytotoxikus (CD8+) T sejt populacidkat
kulon-kilon elemezve.

Az Osszevetésbdl technikai okokbdl ki kellett hagynunk azokat a szelekcios eljarasokat,
melyek sordn egyszerre tobb virus elleni T sejteket szelektaltunk, mivel ezeknél az

eljarasoknal végeredményként csak azt tudjuk detektalni, hogy 6sszesen mennyi VST
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talalhatd a target frakcidban, azt nem, hogy ezek kdzil mennyi specifikus az egyik, €s
mennyi a masik virusra. Ki kellett hagynunk ebbdl az analizisbdl egy olyan esetet,
amikor a cytométer meghibasodasa miatt nem tudtuk meghatarozni a helper és a

citotoxikus T sejteket, igy az az érték nem lett volna 6sszehasonlithato.

Az 0sszes, analizisbe vonhato szelekcids eljarast figyelembe véve, a periférian keringd -
tehat a donorsziiréskor detektalt — VST sejtek aranya es a készitmény tisztasaga kozotti
Osszefiiggést jellemz6 Spearman-féle rangkorrelacios szam (rs) értéke 0,234 volt a
CDA4+ sejtek esetében, és 0,587 a CD8+ T sejtek vonatkozaséban (32. dbra).
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32. dbra Korrelacio vizsgalat a periférian keringé VST arany és a target frakciod
tisztasaga kozott. A tengelyeken a rangkorrekcios helyzet szerepel. A Spearman-féle
rangkorrelacids szam (rs) kis mértékii 6sszefiiggésre utal.

= sz

target frakcioban detektalhatd VST sejtek szdméaval. Az GsszevethetOséget az adja, hogy
a szelekcid kiindulasi frakcidja mindig azonos, 1x10° sejtet tartalmazott . Az rs érték a
CDA4+ sejtek esetében 0,653, a CD8+ sejtek esetében pedig 0,765 volt (33. abra).
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33. abra Korrelacio vizsgalat a periférian keringé VST arany ¢és a target frakcié VST
tartalma kozott. A tengelyeken a rangkorrekcids helyzet szerepel. A Spearman-féle
rangkorrelacids szam (rs) kozepesen erés (CD4+ T sejtek esetében) és erds pozitiv
korrelaciot (CD8+ T sejtek esetében) mutat.

4.4 Klinikai kovetés

Az alkalmazott VST terapia hatékonysaganak vizsgalata nem része jelen értekezésnek.
A beadott sejtek egy esetben sem okoztak GvHD-t, illetve, nem sulyosbitottdk az

esetleg meglévot.

A 63 paciensb6l 38 hunyt el, kozuluk hét fénél volt egyértelmiien az eredeti
virusfertézéshez kotheté az elhaldlozas. Ez a VST terapiaban részesilt, standard
antiviralis terapiara nem, vagy nem jol reagal6 péciensek 11%-a. Mindez azt mutatja,
hogy az altalunk vizsgalt betegcsoport tagjai a VST terapianak kdszonhetden, a korabbi
kezelések szuboptimdlis hatdsa miatt kialakult stlyosabb virusreaktivaciot kozel az

irodalomban leirt aranyban gydzték le (3).

Azon paciensek, akik sikeresen lekiizdotték a fert6zést, illetve, akiknél a haldlozéasi ok
nem kothetd a virushoz, testsulykilogrammra vonatkoztatva magasabb aranyban kaptak
VST sejteket, mint azok, akiket a virusfert6zés kovetkeztében veszitettiink el.
(4.49x10%kg vs 3.87x10%kg). Statisztikailag nem szignifikans (Welch-féle t probaval
szamolva p=0.793) a kulénbség a két csoport altal kapott VST
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testsulykilogrammonkénti szdma kozott, de egyértelmt tendencia lathatd a magasabb
sejtszdm és a klinikai hatas, illetve tulélés kozott. Ez, bar 6nmagadban nem igazolja a

klinikai hatékonysagot, de utalhat arra, hogy a nagyobb mennyiségii VST sejt jobb
esélyeket biztosithat a virusfert6zés legy6zéséhez.
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5. Megbeszéles

5.1 A virus specifikus T sejt terdpia helye a klinikumban

Az allogén Ossejt transzplantaciot kovetd elsé id6szakban a betegek tulélésének
szempontjabol a kiilonbozo infekciok jelentik a legjelentésebb kockazati tényezot. A
hagyomanyos kezelések gyakran nem hozzak a vart eredmenyt, és a virus kopiaszamok
tovabb emelkednek. A virusellenes kezelésre nem reagalo betegek esetében ma mar

lehetéség van a virus specifikus T sejtek adoptiv transzferére.

Az 1990-es évek elejétdl kezdédden indult a virus specifikus T sejtek terdpids célu
felhasznalasa, és az évek alatt a fejlesztéseknek koszonhetéen mar egyre tobb
centrumban elérhetd, ez a terapias modszer, melynek célja az immunkompromittalt
paciensek virusok elleni kiizdelmének segitése akar az 6ssejt donortol, akar harmadik
személytol (third party) szdrmazo T sejtek segitségével. A kezdeti években foként in
vitro tenyésztési eljardsokkal generélt sejteket alkalmaztak, és ezek létrehozasa
koltséges, és nem utolsd sorban nagyon id6igényes volt. Az ltalunk is alkalmazott IFN-
vy szekrécion alapulé Cytokine Capture System (CCS) technoldgia ezzel szemben
mononuklearis sejtekbOl 12 ora alatt allitja eld a virus-specifikus T sejtek terapias
felhasznalasra alkalmas frakcidjat. A feldusitott sejtek mennyisége csekély, de mar
testsuly kilogrammonkénti 3,4x10° VST is elérheti a kivant terapias hatast, mivel a

beadott sejtek tovabbi expanzidja torténik a szervezetben (83,84).

5.2 A donorsziirés eredményeinek attekintése

A szlirés 1ényege, hogy a kivalasztott donor rendelkezik-e olyan T sejtekkel, melyek az
adott virus-epitdp alapjan készitett peptivatorral stimulalhatok, arra IFN-y termeléssel
reagalnak, mivel ez lesz a szelekcios eljaras alapja. A keringé VST aranyt a CD4+ és
CD8+ T sejt populécion belll hataroztuk meg minden virus esetén. Amennyiben a VST-
k ardnya egy adott hatarértéket meghalad (> 0,01%), a sziirt donorjel6ltet donaciora
alkalmasnak tekintettik, ha a donoroknal altalaban szikséges egyéb feltételek is
teljesiiltek. A szeroldgiai teszt ezt a szlirést nem valtja ki, mert az ellenanyagok
jelenléte nem garantalja, hogy az adott virus epitopra reagalé T sejtek is vannak a

szervezetben.
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A vizsgélat 5 éve alatt 636 donorjel6lt vizsgalatat végeztik el, ennek sordn 916
alkalommal tortént flow cytometrids teszt a keringd virus specifikus T sejtek
kimutatasara. Eletkori megoszlasukat tekintve a vizsgalt donorjeldltek haromnegyede a
20-50 kozotti korosztalyba tartozott, ezen belill a 40-50 év kozotti korosztaly aranya

volt a legmagasabb (az 6sszes vizsgalt egyén 30%-a).

A tovabbiakban a célkitiizések szerinti tematikaban a 636 donorjelolt vérébdl elvégzett
916 donorsziirés eredményét és a 63 betegnek beadott 74 készitmény adatait foglaljuk

Ossze.

5.3. A keringd VST arany ¢és a donaciora alkalmas egyének aranya virusonként

Vizsgalataink azt igazoltak, hogy a CD4+ és CD8+ populacidéban mért virus specifikus
T sejtek aranya CMV esetén volt a legmagasabb (0,152% és 0,325%), mely megfelel6
korrelaciot mutat az ugyancsak IFN-y szekrécion alapuld VST mérések irodalmi
eredményeivel (0,56%=0,7%) (85). EBV esetén igen alacsony CD4+ VST aranyt
meértink (0,007%), mig a CD8+ atlagos VST ardny ennek tobb, mint tizszerese volt
(0,097%). Irodalmi adatok hasonlé VST nagysagrendet kdzdlnek EBV esetén (range:
0,01-0,04%). (61). Adenovirusra vonatkozé méréseinknél 0,033% ill. 0,009% VST-t
talaltunk a CD4+ ill. CD8+ populécidban, ez alacsonyabb, mint az irodalomban leirt
eredmények (range 0.03-0.39% a CD4+ populacidban) (86). BKV esetén igen alacsony
atlagos CD4+ VST aranyt meértiink (0,008%), a CD8+ VST frekvencia ennek kb
kétszerese volt (0,016%).

A kiilonb6z6 virusok tekintetében eltérd a helper (CD4+) és a cytotoxikus (CD8+) VST
sejtek dominancidja. Eredményeink azt mutatjak, hogy CMV, EBV és BKV esetén
elsédlegesen CD8+ T sejtek biztositjak az immunitast, mig az ADV specifikus T sejtek
korében nagyobb aranyban figyelhetok meg CD4+ helper T sejtek. A CD8+ T sejt
dominancia EBV infekcioknal ismert tény, CMV kapcsan pedig valtozé adatokat kozol
az irodalom: vannak tanulmanyok, ahol sajat eredményeinkkel szemben a CD4+ T
sejtek, mashol a CD8+ T sejtek dominanciajat irtdk le (84,85). ADV esetén a CD4+

virus specifikus T sejtek tulstlyat mas tanulmanyok eredményei is alatdmasztjak (86).
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Megvizsgaltuk, hogy a sziirt donorjeldltek hany szazaléka alkalmas donornak, azaz
milyen aranyban mutathaté ki 0,01%-ot meghaladé VST arany a CD4+ vagy a CD8+
populécidban. Osszesitve a 636 donorjeldltbél 445 £ felelt meg ennek a kritériumnak
(70%). CMYV esetén a sziirt egyének 78,3%-a rendelkezett cut-off értéket meghaladd
VST arénnyal (227/290), mely j6 egyezést mutat azzal az epidemioldgiai adattal, hogy
feln6tt korra az egyének 80-90%-a atesik CMV fertézésen. Adenovirus elleni VST-re
szlirve a donorjeldltek 68,9%-a mutatott hatarérték folotti T sejt szamot. EBV esetén a
135 egyénbdl 76-nal tudtunk 0.01%-ot meghaladé VST-t kimutatni (146/202). Ez
56,3%, ami alacsonyabb, mint a felndtt populacidban leirt kb. 90%-0s EBV
atfert6zottség. Ennek magyarazata lehet, hogy jelen tanulmanyban szinte kizéardlag az
EBNA elleni T sejteket mutattuk ki, és ritkan vizsgaltunk mas EBV antigének ellen
megjelend T sejteket. BKV esetén 41,7% volt az alkalmas donorok aranya (45/108).

5.4 A keringé VST arany és az donornak alkalmas egyének aranya a donorok életkora

szerint

Fenti eredményeinket korosztalyonként is elemeztik: megvizsgaltuk, hogy a vérben
kimutathato virus specifikus T sejt arany €s a donornak alkalmas személyek aranya
hogyan véltozik korcsoportonként az egyes virusok vonatkozasaban. Ehhez a donorokat

10 éves 1d6szakok alapjan korcsoportokba osztottuk.

A CMV specifikus T sejtek adaséara jelentkezé donorok kozott az életkor szempontjabol
¢letkorral emelkedd trendet figyeltink meg a keringd VST arany tekintetében
(legmagasabb értékeket a 61 év feletti és a 30-40 év kozotti korosztalyban mértiink). A
60 felettieckben mért magasabb érték egyezést mutat azokkal az irodalmi adatokkal,
melyek idéskorban Uj CMV specifikus CD8+ T sejt kldnok jelenlétérdl szamolnak be.
(87,88). Az ¢letkorral emelkedd, IFN-y termelé T sejtek aranya anyagunkban is
megfigyelhetd, ennek megfeleléen a lehetséges donorok aranya is egyértelmil
emelkedést mutat: 40 év folott a sziirt egyének tobb, mint 80%-a alkalmas donornak. az
utols6 harom korcsoportban kozel egyforma értéket adva. Az ADV és az EBV esetében
a CMV-vel ellentétben az életkor elérehaladtaval csokkend tendenciat mutat a vérben a
virus specifikus T sejtek ardnya, a legmagasabb értékeket a 20 év alatti korosztalyban

mértik mindkét virusnal. Ez megfelelhet az immunrendszer ,,6regedésének”, ami ismert
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immunologiai jelenség. Ennek megfeleléen a donornak alkalmas egyének aranya is
csokken az életkorral, ADV esetében 20-40 év k6zott a szlirt egyének tobb, mint 80% -a
alkalmas donornak, idésebbeknél ez jelent6sen csokken, 44%-ra, majd 7.6%-ra. EBV
esetében 20 év alattiak 75%-a volt alkalmas donornak, id6sebb korosztalyban ez az
arany 50-60% kozott stagnal. Az ADV esetében hasonl6 trendet taldlunk az irodalmi
adatokban is, eltér6, kevésbé arnyalt korcsoporti beosztassal (3 korcsoport 0sszesen)
(86).

A BKV fert6zés tobbnyire fiatalkorban kovetkezik be, és a szeroprevalencia az életkor
elérehaladtaval ndvekedest mutat (89). A méréseink ezt nem igazoljak, de meg kell
jegyezni, hogy a BK virussal kapcsolatban végeztiik a legkevesebb donorsziirést, igy
eléfordulhat, hogy egy Kkiugré érték vagy az alacsony mintaszdm torzitja az

eredményeket.

5.5. A sejtkészitmeny mérésevel kapcsolatos eredmények attekintése

A terdpiara szant végtermék IFN-y+ T-sejt tartalmara vonatkozé adatok: A
készitmények sejtszama 1,79x10° sejt (3,66x10*VST/kg) volt, atlagolva az dsszes target
frakcié sejtszamat. CMV esetében volt elérhetd a legmagasabb VST szam (3,6x10°
sejt). ADV esetében 8,65x10°, EBV esetén 7,49x10° VST szamot mértiink, mig a BK
virus elleni készitményekben volt a legalacsonyabb a specifikus T sejtek szdma
(5,58%10°). Ezek az eredmények a periférias vérben mért kiindulasi értékek ismeretében
érthetdek, hiszen CMV esetén volt a legmagasabb a keringé VST szam, BK virus esetén
pedig legalacsonyabb. A teststlykg-ra szamolt VST értékek a 103-10* tartomanyba
estek, mely mas centrumok adataival korreldl és megfeleld klinikai hatast biztosit (72-

75)

Megvizsgaltuk a keszitmenyek osszetételet CD4+ és CD8+ sejtek vonatkozésaban a
VST populacion belul. A vérben kapott eredményekhez hasonléan CMV és EBV
esetében a készitményben is a CD8+ virus specifikus T sejtek dominaltak, mig az ADV
és BKV elleni keszitményekben a CD4+ T sejtek talsulyat eszleltik. CD4+ T sejt
dominancia mutatkozott a végtermékben BKV esetén, annak ellenére, hogy a vérben az
esetek tobbségében a CD8+ VST sejtek nagyobb aranyat lattuk. (Ez feltehetéen a
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Prodigyben zajlo large scale aktivicio magyardzhatja, a peptivator ilyen kérilmények
kozott vélhetden elsédlegesen a CD4+ T sejteket aktivalta).

Meghataroztuk a készitmények alloreaktiv T sejt tartalméat (IFN-y negativ T sejtek) is,
melyek mellékhatasként GvHD-t okozhatnak. Az 6sszes készitményt atlagolva szamuk
9,95x10° volt (2,66x10%ejt/kg). Legmagasabb szamot a CMV és BKV elleni
készitményekben mértiink (1,76x10° ill. 1,04x10°), mig ADV és EBV esetén 1 log-gal
alacsonyabb volt a szdmuk (7,15x10° és 2,53x10°). Teststly kg-ra szamolva a beadott
készitményekben az alloreaktiv T sejt szdm nem haladta meg a kritikus 5x10%*en

értéket.

A fenti adatokbol kiszdmolhato volt a target frakcio tisztasaga (VST arany a teljes T sejt
populéacion belil). Ez a CMV és EBV készitmények esetén volt a legmagasabb (60-
80%), mig, adenovirus esetén 45-60%-nak, BKV esetében pedig 40-50%-nak adddott.
A készitmény tisztasagat a korabban emlitett szoftverfrissités negativan befolyasolhatta,
hiszen szignifikans kilénbség mutatkozott a frissités eldtti €s utani alloreaktiv T sejtek
mennyisege, és ezaltal a tisztasag értekek kozott is, annak ellenére, hogy a VST sejtek

szama kodzott nem volt Iényegi kilonbség.

Vizsgalataink sordn Osszevetettik a periférian keringd VST ardnyt a készitmény
tisztasagaval és a készitmenyben talalhatd VST szdmmal, a CD4+ és CD8+ populécion
belll. A korrelacio vizsgalata soran a sejtkészitmény tisztasagaval nem, vagy csak kis
mértékben mutatott 6sszefliggést a periférian detektalhaté VST arany, de az abszolut
sejtszamok vonatkozasaban mar kozepesen erds korrelaciot lathattunk a CD4+ T sejtek
esetében (rs=0,653, moderate positive correlation) és erés pozitiv korrelaciot a CD8+ T

sejteknél (rs=0,765, high positive correlation).

A target frakcid sejtOsszetételét mutatja a 34. a&bra. Léathatjuk, hogy a BK virus
kivetelével minden esetben magasabb aranyban voltak a VST sejtek, mint az alloreakiv,
potencialisan GvHD-t okoz6 sejtek. Azokban az esetekben, mikor a potencialisan
alloreaktiv T sejtek szama tal magas volt (meghaladta a GvHD hatart), a készitmény
tobb reszre lett bontva, és GvHD hatar alatti mennyiségben beadott sejteken fellli

részek fagyasztasra keriiltek, esetleges késobbi felhasznalas céljabol. A GvHD hatér
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meghatarozdsa minden esetben a Kklinikus feladata volt, tobbnyire 5x10* sejt
testsulykilogrammonként (90,91).

VST sejt
alloreaktv T sejt
6.00E+06 )
Atlag IFNg+ CD3- sejtszam
& 4.00E+06
2
@
w
2.00E+06 [
A N A
T T T
0.00E+00
CMmvV ADV EBV BKV

34. dbra A target frakcio dsszetétele, virusonkent.Virus specifikus T sejtek,
(potencialisan) alloreaktiv T sejtek és IFN-y termelé nem T sejtek szama

5.6. Over-feeding

Megvizsgaltuk a készitmények IFN-y+/CD3- T sejt tartalmat, melyek az IFN-y-t
aspecifikusan kot sejteknek felelnek meg, és a készitményben kontaminaciot
jelentenek. A jelenség hattere, hogy a CCS technika magaban rejti azt az eshetGséget,
hogy azok a sejtek is szelektalasra keriljenek, melyek nem termelnek IFN-y-t, de a
CD45-ho6z aspecifikusan kotodo citokin miatt a magneses szeparacio soran az oszlopon
maradnak, a target frakcio tobbi sejtjével egyltt (a CD45 receptor hasznalatanak
gazdasagi okai vannak: a gyartd igy a kitet kis modositdsokkal més tipusd sejtek
szelekcidjahoz is értékesitheti). Ennek a hatdsnak a vizsgalatara kilon analizaltuk a
target frakcio mérési eredmeényeit: a CD3 negativ él6 nem-T sejtek 18,35%-ban
mutattak IFN-y pozitivitast, ez atlagosan 3,5x10° sejtet jelent a készitményekben, ami
messze elmarad a VST sejtek szdmatol. Ezeket az adatokat vetettik 6ssze a periférian
keringé VST aranyokkal, mivel a feltevesiink az volt, hogy ahol a magasabb aranyban

detektalunk VST-t a periférian, ott nagyobb az IFN-y termel6dés és emiatt magasabb
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lesz az aspecifikus kotédésti, IFN-y+/CD3- sejtek ardnya a keészitményben. A

Spearman-féle korrelacids szdm azonban ezt az 6sszefliggést kizérta.

5.7 Osszevetés a szeroldgiai eredményekkel

A virusszeroldgaval vald 6sszevetést nehezitette, hogy csak kevés donorjeldlt esetében
késziilt szerologiai vizsgalat is. A ket modszerrel kapott eredmények CMV esetében
94%-ban, EBV esetében 82%-ban mutattak egyezést a pozitiv eredmények tekintetében.
Négy esetben a mérésiink talalt VST sejtet, mig a szeroldgia negativ volt (CMV, n=2),
vagy kétes eredményt adott (EBV, n=2). Mindez arra utal, hogy VST szelekcio eldtt a
keringd VST arany meghatarozasa sziikséges és nem kihagyhato 1épés, a donorok
Kivalasztasat emiatt sem alapozhatjuk a szeroldgiai eredményre, de fontos megjegyezni,
hogy a VST vizsgalat a peptivator miikodését hivatott szimulalni, tesztelni, nem csak a

virus elleni immunmemodriat igazolja.

5.8 Tovabbi lehetoségek

A dolgozat a terapiakhoz kapcsolddd, Klinikai fehasznalas altal megkdvetelt vizsgéalatok
elemzésébdl sziiletett. Nem volt lehetdséglink kiegészité vizsgalatok, vagy a
protokolltol eltér6 markerek hasznalatara, Kkiegészitd —mérések elvégzésére.
Mindamellett, a sejtszelekcids eljarasok laboratoriumi vizsgalataval a téma tdbb

lehetdséget is rejt, ilyenek peldaul (a teljesség igénye nelkdl):

o Elképzelhetd, hogy az inkubacios id6 novelésével a donorsziirés soran a sejtekbe
zarva az IFN-y mennyisége n6, igy magasabb PE intenzitas, esetleg tébb IFN-y+
sejt kerllhet detektalasra Ilyen vizsgalatot érdemes lenne lenne 4-6-12-24 6ras
Kinetikai méréssorozatokkal végezni.
valhat a tereml6d6 IFN-y mennyisége

e A szeroldgiai vizsgalatok kiterjesztésével (minden potencialis donornal, minél
tobb érintett virusnal) 6sszehasonlithatnank, hogy a donorsziiréshez hasznalt
modszer érzekenyebben mutat-e ki egy korabbi virusfertézést, illetve igy a

szervezet virus ellenes memdriajat is vizsgalhatnank.
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A végtermék elemzésével megfigyelheté lenne, hogy az aspecifikus kotédés
milyen sejteket érint a T sejtek mellett. Az IFN-y teremlédés jellemzé lehet az
NK sejtekre is, igy elképzelhetd, hogy ezek a sejtek nagyobb mennyiségben
szelektalddnak ki a T sejtek mellett, mint a tobbi, nem célzott sejt.

Azon T sejtek esetében, melyek nem mutatnak IFN-y termelést, azaz a
potencialisan alloreaktiv T sejtek esetében lehetéség lenne CD45RA és
CD45RO0 recepor vizsgalatra. Ennek segitségével meg tudnank adni a naiv T
sejtek aranyat (CD45RA+ sejtek), igy csokkentve azoknak a T sejteknek a
szamat, melyeket a vizsgéalat hianydban biztonsagi okbdl alloreaktivnak
tekintiink és az alacsonyabb tisztasagi készitményekbdl nagyobb mennyiséget
tekinthetnénk biztonsagosan beadhatdnak.

Ezek a markervizsgalatok esetleg arra is fényt derithetnek, van -e, és ha igen,
milyen mennyiségben olyan T sejt, mely ugyan IFN-y pozitivitast mutat, de nem
a peptivatorra valo specificitasa miatt, hanem mert egy masik T sejt altal termelt
citokint kotott meg, es ez alapjan szelektalodott ki (pl. CD45RA+/IFN-y+ sejtek,

melyek latszolag citokin termeld naiv T sejtek).

Klinikailag fontos tovabb lépést jelentene a beadott VST sejtek mennyiségének
kovetése a keringésben, pl torténik-e in vivo expanzid, meddig mutathatok ki a
terapiasan bejuttatott VST-k. A sejtek igen alacsony aranya miatt ennek f6

limitaciojat a modszer szenzitivitasa jelenti.
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6. Kovetkeztetések

A dolgozat fébb megallapitasai a kdvetkezok:

6.1.Munkank soran a 636 donor véréb6l 916 VST kimutatasra szolgald funkcionalis
flow cytometrias tesztet végeztliink egészséges egyeneknél, négy virusra vonatkozoéan.
Kimutattuk, hogy a keringé VST aranyok a CMV esetében voltak a legmagasabbak a
CD4 ill. CD8 populacion belil. Az EBV és ADV VST eredmények koztes értékeket

adtak, BKV elleni virus specifikus T sejt arany volt a legalacsonyabb.

6.2. Megéllapitottuk, hogy a CMV, EBV és BKV esetén a virus specifikus T sejtek
dontéen CD8+ T sejtek, mig BKV esetén a CD4+ T sejtek dominanciajat talaltuk a
VST-k kozott.

6.3. Vizsgalataink eredményei azt igazoltdk, hogy az Osszes jelentkezOk 70%-a
alkalmas donornak a virus specifikus T-sejt terapiahoz a 0,01%-ot meghaladé VST
arany alapjan. Ezt az atlagot figyelembe véve - és sajat tapasztalatunkkal megerdsitve -
egy paciens szamdara 8 fO vizsgalatara kiterjedd donorsziiréssel is taldlunk alkalmas
donort. Leirtuk, hogy virusonkénti bontasban a donornak alkalmas egyének aranya a
sziirt donorjeldltek kozott CMV esetén volt a legmagasabb (78%) és BKV esetén a
legalacsonyabb (41%)

6.4 Megvizsgaltuk a keringd VST aranyt és a donornak alkalmas egyének aranyat a
donorok életkoranak fliggvényében és megallapitottuk, hogy CMV esetében az életkor
emelkedésével magasabb volt az alkalmas donorok aranya, mig EBV és ADV esetén
ezzel ellentétes trend mutatkozott. Donorsziirési vizsgalataink igazoljdk, hogy nem
egyforma eséllyel taldlunk adott virus elleni T sejt terapidhoz megfelel6 donort minden
korcsoportbdl. CMV-nél egyértelmilen kimutathatd az idGsebb korosztalyok
dominancidja, tehat, ha CMV specifikus terdpidhoz kereslink donort, iddsebb
donorjeloltek sziirése javasolt. ADV ¢€s az EBV esetében a forditott tendencia miatt a
fiatalabbak kozott érdemes a megfeleld donort keresni. Ezek alapjan adott virus esetén a
donor életkorat is célszerii figyelembe venni a sziirés tervezésénél. BKV esetén nem

egyértelmiiek a megfigyeléseink, részben az alacsony esetszadm miatt.
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6.5 Hatvanharom paciens kezeléséhez hasznalt 74 VST készitmény adatait feldolgozva
megallapitottuk, hogy a készitmények VST tartalma a 10°-10° nagysagrendbe esett (103-
10*kg), mely a terapias hatas kifejtéséhez elegendd sejtet jelent. Legmagasabb VST

sejtszamot CMV készitmények esetén talaltunk, legalacsonyabbat BKV esetén.

6.6. Méréseink alapjan a CMV és EBV elleni készitményekben a CD8+ VST sejtek
domindltak, mig ADV és BKV elleni végtermékben a CD4+ VST sejtek tulsulyat

igazoltuk.

6.7. A készitmények alloreaktiv T sejt tartalmat elemezve megallapitottuk, hogy ezek
szama atlagosan a 10°-10° tartomanyban van (10%-10%/kg), a legmagasabb értékeket
CMV és BKYV elleni készitményekben irtunk le. A beadott készitmények alloreaktiv T
sejt tartalma minden esetben a GvHD hatar alatt volt (akér a készitmény porci6zésaval),
igy a kezelés GvHD-t nem okozott ill. nem sulyosbitott.

6.8 Megvizsgaltuk a keringd VST arany és a készitmény VST tartalma kozotti
korrelaciét: a CD8+ T sejt populacioban erés pozitiv Osszefliggést, a CD4+ T sejt
populaciéban kozepesen erés pozitiv korrelaciot igazoltunk. Azaz minél magasabb
aranyban tartalmaz a donorok vére VST sejteket, annal nagyobb mennyiségben
tartalmaz a sejtkészitmény is VST sejteket. Ez alapjan a donor kivalasztasakor érdemes
figyelembe venni a periférias vérben keringd VST sejtek aranyat. A kiindulasi VST

arény a vérben azonban nem mutatott korrelaciot a készitmény tisztasagaval.

6.9 Az ,,over-feeding” jelenséget vizsgalva analizaltuk a készitményben a CD3-/IFN-y+
nem-T sejtek aranyat, melyek az interferont aspecifikusan koto sejteknek felelnek meg.
Osszevetve a periférian keringd VST sejtek aranyat a készitményben detektalhato,
CD3-/IFN-y+ sejtek aranyaval azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a donorok
periféridgjan mérhetd VST aranyok nem dallnak Osszefliggésben az aspecifikusan
szelektalt nem-T-sejtekkel, igy nem kell tartanunk attol, hogy a donor esetleges magas
VST aranya és fokozott IFN-y termelése hozzajarulna az aspecifikus kotddéshez és

ezzel a graft tisztasdganak csokkentéséhez.

6.10 A szerolOgiai vizsgalat és a VST kimutatas 0sszevetésével azt talaltuk, hogy a
potencialis donorok egy részénél (6-18%) az antitest vizsgalat negativ vagy kétes

eredményt adott, mig a VST kimutatas pozitiv volt. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy
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VST szelekcid eldtt a donor kivalasztasdhoz mindenképpen sziikséges a keringd VST

ardny meghatarozésa, ez nem valthato ki szeroldgiai vizsgélattal.

A fentieket 6sszegezve vizsgalataink sordn az alabbi Uj megallapitasokat tettik:

1. Intézetiinkben az elmult 5 évben kiemelkedéen nagyszamu, tobb mint 600 egészseges
donorjelolt szlirése tortént virus specifikus T sejt donacio celjabol. Korébban ilyen

jelentds szamu VST donorsziirésre vonatkoz6 adatot nem kozoltek az irodalomban.

2. Ennek kapcsan uj megfigyelés, hogy a keringé VST arany életkor fiiggvényében
valtozik: CMV esetében emelkedd, EBV és ADV esetén csokkend aranyt igazoltunk a

kor el6rehaladtaval.

3. Kozép-Eurdpaban el6szor alkalmaztuk a CCS technoldgiaval mikodé Prodigy
CliniMACS immunomagnetikus sejtszeparalast a VST-k szelektalasara.

4. A készitmeények vizsgalataval igazoltuk, hogy a vérben kimutatott keringé VST arany
szoros Kkorrelaciét mutat a készitmény VST tartalméval, de a tisztasagaval nem. Azt is
leirtuk, hogy a keringd magasabb VST ardny és az ezzel jar6 nagyobb foku
IFN-y szekrécid nem okoz aspecifikus IFN-y kotédést egyéb sejtek felszinén (over-

feeding), igy ez nem rontja a készitmény tisztasagat.

5. Tekintettel arra, hogy kereskedelmi forgalomban mar kaphat6 atfedd peptidkdnyvtar
a SARS-CoV-2 virus kiilonb6zo fehérjestrukturaihoz is, a modszer alkalmas lehet VST
sejtek szelekciojara ez ellen a virus ellen is, de megjegyzendd, hogy az altalunk hasznalt

eljaras igen koltséges, szembeallitva példaul a plazmadonacioval.

Osszegezve: A donorsziirésre és a készitmények vizsgalatara hasznélt funkcionalis flow
cytometrids teszt klinikai szempontbdl megfelelé a VST arany mérésére: a donorsziirési
eljaras soran véalasztott donor minden esetben alkalmasnak bizonyult a terapias eljaras
lefolytatasara, €s a sejtjeik segitségével megfeleld6 mindségli, terapidsan hatékony
sejtszamu készitmény volt eldallithatd, igy az értekezésben bemutatott laboratoriumi

maodszer a klinikai gyakorlatban jol hasznalhat6 a szelekcios eljarasok soran.
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7. Osszefoglalas

Allogén HSCT-t kovetéen a virus specifikus T-sejt (VST) terdpia Uj és hatékony
kezelési stratégia, melynek elvét és gyakorlati 1épéseit foglalja Gssze az értekezés
laboratériumi oldalrdl. Tanulmanyunkban 63 beteg részesiilt ebben a kezelésben CMV,
EBV, ADV vagy BKYV reaktivacio miatt. Ennek kapcsan a megfeleld6 VST szdmmal
rendelkezé un. third-party donor Kivalasztasahoz 636 donorjel6lt adatait dolgoztuk fel,
akiknél 916 sziir6tesztet végeztiink. A szliréshez alkalmazott modszer egy funkcionalis
flow cytometrias teszt volt, melynek soran virus epitdpok jelenlétében az IFN-y
szekréciot mutaté T sejteket detektaltuk. A keringé VST aranyt figyelembe véve a
vizsgalt egyének atlagosan 70%-a mutatott 0,01%-nal nagyobb IFN-y+ T sejt ardnyt a
CD4 vagy CD8 populécion belil, mely a donacio feltétele volt. A lehetséges donorok
aranyat az életkor fuggvényében is megvizsgaltuk minden virus esetében. CMV
vonatkozasaban az életkorral emelkedett a VST érték és donornak alkalmas egyének
aranya, mig ellentétes trend igazolddott az EBV, ADV esetében. A készitmények
eldallitasdhoz az automatizalt, zart rendszeri, Prodigy CliniIMACS késziiléket
hasznaltuk Kozép-Eurdpaban elséként, mellyel 12 oOra alatt VST végtermék nyerheté T
sejtek immunmagneses szeparalasaval. A készitmények elemzésével igazoltuk, hogy a
target frakcié VST sejtszama minden esetben elégséges volt a terapias hatashoz (10°-
10%/kg), mig az Gn. alloreaktiv T sejtek szdma nem haladta meg a GvHD-t okoz
kritikus értéket. A vérben mért kiindulasi VST arany és a készitmény VST tartalma
kodzott szoros korrelécidt talaltunk, kilonésen a CD8+ VST-k esetében, ami arra utal,
hogy a donor vélasztdsndl érdemes figyelembe venni a keringd VST aranyt.
Megvizsgaltuk az IFN-y-t aspecifikusan kot6, kontaminalé nem-T sejtek mennyiségeét is
a vegtermékben, és igazoltuk, hogy ardnyuk nem fligg a kiindulasi VST aranytol.
Eredmeényeinket 0sszegezve elmondhatjuk, hogy a VST kezeléshez szikséges
donorsziirésnek megbizhatd €és gyors modja a funkcionalis flow cytometria teszt,
mellyel biztonsaggal kivalaszthatd a megfeleld sejtszdmmal rendelkezd donor és
megbizhatéan mérhetd a sejtkészitmény Osszetétele is. Vizsgalataink az irodalomban
egyedulallé modon, tobb mint 600 donoron végzett kdzel 1000 donorsziirés eredményét

dolgozzak fel, igy az értekezés anyaga segitséget jelenthet a virus specifikus T sejt

79



DOI:10.14753/SE.2021.2525

terapiat megel6z6 donorsziirési folyamatokban, ¢és sejtkészitmények adatainak

értékelésében.
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8. Summary

Administration of virus specific T cells (VST) is a new and effective therapeutic
strategy. This writing-summarises the principle, and the practical steps of the generation
of VST cells, from the laboratory side. In our study, 63 patients had received this kind
of treatment, because of CMV, EBV, ADV or BKYV reactivation. For choosing the right
donor, we screened 636 persons, performing 916 screening tests. The screening method
was a functional flow cytometry based assay in which T cells showing IFN-y secretion
were detected in the presence of viral epitopes. Considering the circulating VST ratio,
an average of 70% of the subjects showed an IFN-y + T cell ratio greater than 0.01%
within the CD4 or CD8 population, which was the criterion of donation. The proportion
of potential donors in the light of age groups was also examined for each virus. For
CMV, the VST value and the proportion of individuals suitable for donation increased
with age, while the opposite trend was confirmed for EBV, ADV. The automated,
closed-system CliniMACS Prodigy was used for the first time in Central Europe to
produce the product in 12 hours by immunomagnetic separation of T cells. The analysis
of the end product confirmed that the VST cell number of the target fraction was
sufficient for the therapeutic effect in all cases (103-10%kg), while the number of
alloreactive T cells did not exceed the critical value of causing GvHD. We found a
strong correlation between the VST ratio in the blood and the VST content of the
product, especially for CD8+ VSTs, which draws attention to the fact that it is worth
considering the circulating VST ratio when choosing a donor. We also examined the
amount of non-T cells that binds non-specifically to IFN-y in the final product, causing
contamination confirming that their ratio did not depend on the initial VST ratio.
Summarizing our results, we can say that the functional flow cytometry test is a reliable
and fast way of donor screening for VST treatment with which the donor having the
appropriate cell number can be safely selected and the composition of the cell
preparation can be reliably measured. Our study is based on the results of nearly 1000
donor screenings performed on more than 600 donors is unique in the literature, so the
findings of the dissertation can be helpful in donor screening processes prior to virus-

specific T cell therapy and in the evaluation of the end product.
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11. Kbszonetnyilvanitas

Mindenek el6tt koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Masszi Tamas Professzor
Urnak, hogy felvett a Szent Laszl6 Kérhaz aramléasi citometrias laboratoriumaba, és
kezdetektdl fogva tdmogatta tudomanyos tevékenységemet, tapasztalataval, otletekkel,
tanacsokkal, forrasok biztositasaval, és késébb a témavezetdi feladatokat is elvallalta,

bokros teenddi ellenére is mindig biztositott szamomra konzultacids lehetdségeket.

Az  é&ramlasi  citometrids  laboratérium  munkatarsainak, preciz,  pontos
munkavégzésikert, sokszor éjszakaba, Ugyeletbe nyal6 faradozésaikért. Juhész
Zsofinak, Nagy Ginette-nek, Jelinek Aginak, akik a legtobb idét toltotték el a VST
sejtek mérésével, Dr. Udvardy Miklosnak, aki sokat forméalt a tudomanyos
szemléletemen, gondolkodasmdédomon. és Dr. SzanthO Eszternek, aki a statisztikai

metodikak kapcsan adott kitlind tanacsokat.

Ko6sz6nom a Hematologiai és Ossejt Transzplantacids osztaly valamennyi orvosanak és
apolondjének, apoldjanak és munkatarsanak kivalé munkajat, segitségét. Szeretném
kiemelni Dr. Mikala Géabort, Dr. Métrai Zoltant és Dr. Farkas Zitat. akik mentoraltak, és
nagyban hozzajarultak a tudomanyos életben val6 szereplésemhez, valamint Dr. Fodor

Anikot, aki a klinikai adatokkal kapcsolatban nydjtott segitséget.

Kilonos tekintettel koszonettel tartozom az Apherezis Részleg, és az dssejt labor
munkatarsainak, akik a sejtek elokészitését, feldolgozasat végezték. Halaval tartozom a
részleg vezetdjének, Dr. Réti Marienne-nek, aki kulcsszerepet jatszott a magyarorszagi
graft manipuléaciés technikdk és a virus-specifikus T sejt terapiak bedllitasaban,
meghonositasaban. Az 6 tanacsait is batran kérhettem, segitett felkésziilni az

eldadasokra, cikkek irdsa soran is sokszor nyujtott segitséget.

A VST terapiak masik kulcsfiguraja Dr. Krivan Gergely, és gyermekhematologus
kollégai, kulon kiemelve Dr. Kéllay Krisztiant, aki a VST terapiak klinikai hatasanak

vizsgalataval nagyban hozzajarult a dolgozat megsziiletéséhez.

Es végiil, kiilon szeretnék koszonetet mondani Dr. Karaszi Evéanak. Az aramlasi

citometrias vizsgalatok metodikajat, értékelését mellette kezdtem el tanulni. O volt az,
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aki az értekezés alapjat jelentd vizsgalati metodikat beallitotta, kezdetekben ellendrizte,
javitotta, ahol sziikséges volt. Segitette a tudomanyos munkamat, poszterek, eldadasok,
cikkek irasaban mindig tamaszkodhattam ra, sokszor éjszakéba nyudléan javitotta,
kommentalta, bovitette a kézirataimat, csakugy, mint ezt a dolgozatot. Nem lehetek elég

halas neki.
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