kvantitativni detekce CMV a jeji
dopad na management pacienta
po alogenni HSCT

L. Krol22, P. Hubacéek3, T. Kalinal?2

IKlinika détské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN Motol

2CLIP-Cytometrie, UK 2. LF
3Ustav lékarské mikrobiologie, UK 2. LF a FN Motol




e Uvod

o kvantitativni detekce CMYV a rezistence k
virostatikiim

» rekonstituce CMV specifické imunity



uvod



glycoprotein complex I

e cytomegalovirus (CMV)
= patfi do rodiny B-herpesviru
= seroprevalence je 60-90% zdravych dospélych
o séroprevalence narusta s vékem
s po primoinfekci preziva v infilkovaném jedinci po
zbytek zivota
- zejmena v makrofazich
- RES

glycoprotein complex III
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CMYV infekce

« zdravy imunokompetentni jedinec
= nejCasteji inaparentni primoinfekce
= behem zivota dochazi k obCasnym reaktivacim
= reaktivace probihaji pod obrazem chfipkovych symptomu
= kontrola infekce zajiSténa CMV-specifickymi T-lymfocyty

 imunokompromitovany jedinec
= Casté reaktivace zpusobené poruchou adaptivni imunity
= zivot ohrozujici infekce ve stadiu tzv. CMV nemoci
= vysoka morbidita a mortalita (az 90%)
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CMV nemoc

Brain — Eye
(encephalitis) (retinitis)
e Lu ng

(pneumonia)

Stomach and
intestines

(gastroenteritis)



R
CMV po HSCT

« CMV zUstava jednou z nejvyznamnéjsich komplikaci po HSCT

- imunosuprese vede k vysokému riziku opakovanych reaktivaci a
rozvoje CMV nemoci s vysokou mortalitou

« signifikantni rizikové faktory jsou GvHD grade IlI-IV a pre-
transplantacni sérologicka kombinace D+/R-

« klinicky obraz
= symptomaticka CMV infekce
+ horeCka s/bez myelosuprese bez organové nemaoci
= CMV nemoc
- symptomy pneumonitidy, kolitidy, encefalitidy, retinitidy...



GVHD

Imunosuprese

Infekce
(IF1, viry)

/
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R
CMV po HSCT

- terapie je zalozena na podavani virostatik (GCV, VGCV, FCV, CDV
atd.) a/nebo snizeni imunosuprese
= pre-emptivni rezim
- zalozen na pravidelném monitoringu pomoci PCR
+ 1x tydné po dobu pobytu na transplantacni jednotce

+ dale min. 1x mésicné béhem ambulantniho sledovani

* riziko rozvoje pozdni CMV nemoci — divodem je snizujici se poCet vySetfeni s
prodluzujicim se Casem po transplantaci

pfi prekroCeni limitu zahajeni terapie virostatiky
+ v naSem pfipadé 1000 kopii na 100 tisic genomovych ekvivalentu
muUze vést k preléCeni pacientud s rizikem nezadoucich udinkl virostatik
- terapie muze selhat diky rozvoje rezistence nebo Spatného stavu imunity

- definitivni kontrolu CMV infekce umozni rekonstituce C\ViV-specificke
imunity
= zejména CD4+ a CD8+ T-lymfocyty
= trva meésice az roky po HSCT
= rekonstituci je mozné také monitorovat a lépe cilit virostatickou terapii




kvantitativni detekce CMV a rezistence
k virostatikim



pacientl

déti

133 chlapcu a 81 divek

median céku pfi HSCT 9.3 let (0.2-20.5)
248 allogennich HSCT; zemfielo 38

CMV serostatus:
D-/R+ - 13% D+/R- - 39%
D+/R+ - 29% D-/R- - 18%

OALL
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@ CML
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Io.o
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B
BM
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No ATG

prospektivné testovano 17,463 vzorku krve (7,546 od détskych pacientd, 9,917 od
dospélych pacientl) a 975 vzorkl jinych biologickych materiald (BM, plazma, CSF, vzorky
tkani...) od 76 déti a 147 dospélych

dospéli

261 muzt a 170 Zen

median véku pfi HSCT 45.3 let (18.7-60.2)
451 allogennich HSCT; zemrelo 172

CMV serostatus:
D-/R+ - 32%
D+/R+ - 50%

D+/R--10%
D-/R- - 8%

B AML
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mALL
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W Sarcoma
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kvantifikace CMV

DNA se izoluje z krve, plasmy, kostni vzorek
drené a CSF pomoci Qiagen DNA
Blood kits

Qiagen DNA Mini Kits pouzivame pro
izolaci DNA z tkani

DNA ze stolice se izoluje pomoci
MoBio kits

testovani CMV a kvantity
albuminového genu pomoci Biorad
|IQcycler a ABI 7300

virové naloze normalizovany na
100,000 genomovych
ekvivalentu (GE) a vysledky
vyjadreny jako normalizované
virové kopie (NVCs)




Incldence v case
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threshold pro zahajeni

terapie 1,000 NVCs

prekroeno u 28% déti
a 34% dospélych v 1
roce po HSCT

nesignifikantni rozdil
mezi détmi a dospélymi
(p=0.08)



proporce pozitivnich pacientt dle tydne a
poctu kopii
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maximalni kvantita v krvi
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nekomplikovana reaktivace/infekce

£ o | divka, 3.3 let HSCT pro SAA
8 5. darce: MSD CMV ser.: D+/R+
£ 4. St&p: BM

S Conditioning: ~ ALG (75 mgikg)

g 5 | Cyklofosfamid (200 mgikg)
2 GvHD profylaxe: CsA, MTX

o GvHD: ne

Outcome: Zije bez klinickych obtizi
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Days after HSCT
1 chlapec, 13 let HSCT pro MDS-RAEB

AR B GCV  garce: MMUD oy~ CMV ser.: D+/R+
° 3 Stép: PBSC
§  BKV+HC s
= Conditioning: Busulphan (16 mgikg)
> 4] Cyklofosfamid (120 mgikg)
;9: e Melphalan (140 mgim?)
g 2] ATG (40 mgikg)
s GvHD profylaxe: CsA+MTX
§') 0 steroids steroids steroids GVHD: grade | (D+28), cGvHD

ND ' ' \ARERIRER ; ' ' ; ; SR BKV+ HC (p+40; 1x cDV-zlepseni)
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komplikovana infekce
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divka, 2.9 let HSCT pro MDS-RC

darce: MMUD @46y CMV ser.: D-/R+

Stép: CB

Conditioning: Busulphan (18 mgikg)
Cyklofosfamid (120 mgikg)
Melphalan (140 mgm?)
ATG (40 mg/kg)

GvHD profylaxe: CsA, MTX, steroidy

GvHD: ne

Outcome: zije, STH deficience

divka, 14.3 let HSCT pro AML/EWS

darce: MUD CMV ser.: D+/R+

Stép: PBSC

Conditioning: Busulphan (16 mgikg)
Cykofosfamid (120 mgikg)
Melphalan (140 mgim2)
ATG (40 mg/kg)

GvHD profylaxe: CsA+MTX

GvHD: grade Il (p+2s8, +41), cGvHD

Outcome: zemfela D+317 na

mukormykézu v kombinaci s
CMV nemoci



CMYV rezistence

UL97 phosphotransferase - resistance ke GCV

klinické podezreni na rezistenci k

podavanému virostatiku v pripade
ze nedoslo k poklesu, nebo se

objevil vzestup, CMV kopii v N“z_w COOH

periferni krvi po 2 tydnech terapie
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potvrzeni sekvencni analyzou
regioan UL97 a UL54. které UL54 DNA polymerase — rezistence ke GCV, CDV, FOS
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*Boutolleau et al. Antiviral Research 2009
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chlapec, 18.6 let, HSCT pro AML M2  darce: MMUD s/10) CMV ser.: D-/R-

Stép: PBSC

conditioning: TBI (14.4 ay), Cyklofosfamid (120 mgikg), AT G (30 mgikg)

GvHD profylaxis: CsSA+MTX

GvHD: grade Il (p+20), chronicka extensivni GvHD,

dalsi komplikace: TTP/HUS, stendza esofagu, Coombs++, asepticka nekréza kyéelniho kloubu bilat.
outcome: Zije, TEP kycCelnich kloubU, opakované dilatace esofagu buziemi



pomeér mezi WT a L595S CMV mutantou

% detekce UL97 mutace
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CMV encefalitida/retinitida

detekce UL97 mutace detekce UL54 mutace - GCV
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divka, 18.6 let, HSCT pro AML
Stép: PBSC

M2

Days after HSCT

darce: MMUD /100 CMV ser.: D-/R-

conditioning: Busulphan (16 mgikg), Cyklofosfamid (120 mgikg), Melphalan (140 mgm2) ATG (40 mgikg

GvHD profylaxe: CsA+MTX
GvHD: grade Il (p+61)-skin GIT

ostatni komplikace: D+16 BKV+ HC, D+377 Herpes zoster
outcome: Zije, CasteCna slepota



pomer mezi WT a L595S CMV mutantou

~% detekce UL97 mutace ﬁdetekce UL54 mutace

2,6x108 CMV kopii/ml CSF

retinitis
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*Hubacek et al. Pediatr Tranplantation 2009



kvantitativni detekce CMV v pravidelnych intervalech po Tx pomaha
klinikiim k v€asnému zahajeni terapie a pfedchazi rozvoji CMV
Nnemoci

nejCasteji je reaktivace detekovana 2 mesice po transplantaci

nedojde-li k odpovédi do 2 tydnu od zah3jeni terapie, narusta
klinické podezfeni na CMV rezistenci k podavanému virostatiku

rezistence na virostatika se objevuje po 2-3 mesicich selektivni
terapie

v pripadé rozvoje CMV nemoci je potreba vysledky z pIné krve
interpretovat velmi obezretne, protoze virové naloze v tkanich
mohou byt mnohem vyssi



rekonstituce CMV specifické imunity



R
CMV po HSCT

- terapie je zalozena na podavani virostatik (GCV, VGCV, FCV, CDV
atd.) a/nebo snizeni imunosuprese
= pre-emptivni rezim
- zaloZen na pravidelném monitoringu pomoci PCR
- pfi prekroCeni limitu zahajeni terapie virostatiky
« muze vést k preléceni pacientl s rizikem nezadoucich udinkl virostatik
- terapie muze selhat diky rozvoje rezistence nebo Spatného stavu imunity

« definitivni kontrolu CMV infekce umozni rekonstituce CVIV-
specifické imunity
= zejmeéna CD4+ a CD8+ T-lymfocyty
= trva mésice az roky po HSCT
= rekonstituci je mozné také monitorovat a lépe cilit virostatickou terapii




vyzkumneé otazky

« 1. Jak najit pacienty, kteri jsou schopni kontrolovat
CMYV infekci po HSCT?

= takovy pacient jiz neni v riziku CMV infekce a nepotrebuje dalSi IéCbu
virostatiky

= prognodza takového pacienta je mnohem lepsi, protoze je uSetfen vedlejSich
ucinkl virostatik
+ neutropenie (ganciclovir) — zvySuje rizika dalSich komplikaci (sepse, invazivni mykotické
infekce)
- nefrotoxicita (foscavir, cidofovir)

= cost-benefit pro zdravotnicke zarizeni — virostatika jsou velmi draha

e 2. Co muzeme udélat pro vysoce rizikové pacienty?
= pacienti s rezistenci na virostatika
= pacienti se Spatnou funkci imunitniho systému



1. Jak najit pacienty, kteri jsou schopni...?

N

1

L

trvalou kontrolu CMV zajisti pouze rekonstituce CMV-
specificke imunity, a to zejména CD4+ a CD8+ T-lymfocyty

« metoda intracelularniho znaceni cytokinu (ICS)

u]

u]

technika mnohobarevné prutokoveé cytometrie

umoznuje nam sledovat 12 riznych parametr na single cell
urovni

soucCasna detekce ruznych efektorovych funkci CD4+ a CD8+ T-
lymfocytu

interferon y (IFNy) hlavni prozanétlivy cytokin
interleukin 2 (IL2) rustovy faktor pro lymfocyty

CD154 (CD40 ligand) aktivacni molekula
CD107a (LAMP1) degranulacni marker




intracelularni znaéeni cytokinu

dump channel

(CD14, CD20 PB, ViViD)
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efektorové funkce T-lymfocytu
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pacienti

« vySeffili jsme pomoci ICS 118 jedincu
= dospeli dobrovolni darci 19
= detsti dobrovolni darci 38
= détsti pacienti po HSCT 61

» virova naloz vSech pacientu byla monitorovana od
1x tydné od dne +7 po HSCT pomoci RQ-PCR

- pacienti byli testovani ve fixnich casovych bodech
po SCT
= den +28, +56, +90, +180 a +365 po HSCT
o v pripadé reaktivace CMV byli pacienti testovani 1x
tydneé do PCR negativity



charakteristika pacientu
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vztahy mezi profily odpovedi
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CD8+ T-lymfocyty
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proc master effektory?

% of IFNg/IL2 postitive CD8+ T cells
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2. Co muzeme udélat pro high risk pacienty?

= pacienti s rezistenci na virostatika

= pacienti se Spatnou rekonstituci CMV-
specifické imunity

e adoptivni transfer CMV-
specifickych CD8+ T-lymfocytl
= dFfive se k terapii virovych infekci
pouzivala infuze darcovskych
lymfocytua (DLI)
- neselektované lymfocyty
- vysoké riziko indukce tézké GvHD s
moznosti smrti pacienta
= nyni jsou dostupné metody in vitro
bunécnych manipulaci
- umoznuji selekci vysoce specifickych
protivirovych T-lymfocytu
- zalozeny na magnetickeé selekci nebo
kratkodobé kultivaci
+ T-lymfocyty dostupné do 24 hod — 1
tydne od indikace terapie




« CMV-specifické T-lymfocyty
= pFipravujeme single centre nerandomizovanou klinickou studii faze |
= darcem CMV-specifickych lymfocytu bude jeden z rodi¢l (3™ party donor)
é/mfocyty budou ziskany magnetickou separaci na CliniMACS pomoci
treptamert

labeling loading & washing elution dissociation

column
+ biotin
Strep-tag
' ' biotin
— w

spomaneo usly

Q¢

T-cell of interest

T-cells of other
speclﬁc ties

e

peptide (antigen)
Strep-tag

magnetic bead Q Q

magnet

]’-cell of

TCR
MHC

« AdV-specifické T-lymfocyty
= ve spolupraci se sv. Annou ve Vidni pfipravujeme multicentrickou studii faze I/l

= zalozeno na selekci AdV-sepcifickych T-lymfocytu pomoci Streptameru a jejich
nasledné 3 dny trvajici in vitro expanzi

= jiz |éCen 1. pacient z naSeho pracovisté na compassionate use urovni



zavery li

mnohobarevna prutokova cytometrie je vhodnym
nastrojem pro imunitni monitoring a umoznuje studovat
komplexitu CMV-specifickych T-bunécnych odpovédi

master efektory (CD8+IFNy+/IL2+) koreluji s kontrolou
CMV

master efektory mohou slouzit jako marker dobré
rekonstituce imunitniho systéemu po HSCT

CD4+ T-lymfocyty nekoreluji s kontrolou CMV, ale jsou
nezbytné pro spravnou funkci imunitniho systemu

high risk pacienty bude vyhledové mozné |éCit podanim
CMV-specifickych CD8+ T-lymfocytu ziskanych od
jednoho z rodi¢u pomoci CMV Streptameru
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