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1. BEVEZETES

Az 6ssejt-transzplantacidhoz tarsult thromboticus
microangiopathia (TA-TMA) felismerése és kezelése
nagy kihivast jelent Ossejt-transzplantacidé (tx) utan.
Microangiopathids hemolitikus anaemiaval, mas okkal
nem magyarazhaté thrombocytopeniaval, emelkedett
laktdt dehidrogenazzal (LDH) és megndvekedett
transzfuzios igénnyel jar, a periférids kenetben
schistocytdk észlelhetdek. Azonban a TA-TMA jelei és
tlinetei nagyon hasonloak a tobbi Ossejt-transzplantacid
utan jelentkezd szovOdményhez, mint az akut graft-
versus-host betegség (GVHD), fert6zések,
graftelégtelenség, immun-medialt thrombocytopenia,
venokkluziv betegség, relapszus, és
gyogyszermellékhatasok, példaul magas vérnyomas és
akut  veseelégtelenség. Az egységes elfogadott
kritériumrendszer hidnya miatt a TA-TMA incidencigja
nagyon  kiilonbozé  (0,5%-63,6%) az  egyes
kozleményekben. A kiilonbozé  incidencidkhoz
hozzajarulhatnak a  kondiciondldé  kezelésekben
bekovetkezett valtozasok és a szdvettani mintavétel

nehézségei a transzplantacion atesett betegekben.
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Az endothelialis kdrosodds szerepet jatszik a TA-
TMA  patogenezisében, azonban csak részben
magyarazza meg a szOvodmény hatterét. A legfrissebb
eredmények szerint a TA-TMA kialakuldsaban a
szerepe lehet. A kiterjedt komplement aktivacio (melyet
az emelkedett C3a és Cba anaphylatoxin szintek, és a
terminalis komplement aktivaciés komplex (sc5b-9)
jeleznek) aktivaljak tobbek kozott a vérlemezkéket, a
granulocytakat, az endothelidlis sejteket és a koagulacios
kaszkadot, ezaltal sejtkdrosoddhoz ¢és thromboticus
microangiopathiahoz  vezetnek. Jodele ¢és mtsai
eredményei alapjan a TA-TMA diagnodzisakor igazolt
komplement aktivacio (emelkedett sC5b-9 szintek)
esetén rosszabb a betegek progndzisa. Azonban mas
vizsgalatok nem allnak még rendelkezésre, amelyek
prospektiven a komplementaktivacio szerepét €s a
komplementprofil valtozasait vizsgaltak volna az dssejt-
transzplantacid soran.

A komplementgatld  kezelésekkel kedvezd
eredményeket értek el a TMA-k, koztik az atipusos

hemolitikus uraemias szindroma kezelésében. Miutan az



alternativ komplement ut szerepét igazoltdk a TA-TMA
kialakulasaban, megjelentek az els6 biztaté eredmények a
humén monoklonalis anti-C5 antitesttel, az
eculizumabbal kapcsolatban TA-TMA-ban is. Az
igéretes kezelési lehetdségek tovabb hangsulyozzak azt a
klinikai igényt, hogy a TA-TMA iddében vald
felismeréséhez megfeleld prediktiv tényezdk alljanak
rendelkezésre. Az eddig hasznalt diagnosztikus
kritériumrendszerek olyan hematologiai és
vesekarosodast jelzd klinikai paramétereket vesznek
alapul, melyek mér egy zajlo, szervkarosodassal jard
folyamatot jeleznek. A  diagnosztikus kritériumok
legfrissebb modositasa azonban a komplement aktivacios
markerek vizsgalataval, és a magas vérnyomas ¢és
proteinuria figyelembevételével a kialakulé TA-TMA
korabbi klinikai diagnézisat teszik lehetévé. Azonban
jelenlegi ismereteink szerint csak néhany kutatas
vizsgalta a biomarkerek potencidlis szerepét a TA-TMA
kialakuldsdban vérképzd Ossejt-atiiltetés utan. Ilyen
potencidlis biomarkerek lehetnek a szolubilis adhézios
molekula-, szérum neutrophil extracellularis csapda

(trap)- és a komplement aktivacios termékek szintjei.
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A kutatomunkam célkitiizéseinek

meghatarozasahoz a TA-TMA diagnosztikus

kritériumrendszerében bekovetkezett legijabb
valtozasokat, az alternativ komplementt

crer

Kutatdsunk  irdnyat meghataroztdk a  termindlis
komplement aktivaciés marker és a magas rizikoji TA-
TMA  jelentkezése  kozott  felismert  legujabb
Osszefliggések, és az elsé anti-C5 komplementgatlo
kezelésekkel elért igéretes eredmények. Kutatomunkam
f6 iranyanak a potencidlis prediktiv értékii komplement
biomarkerek keresését valasztottuk allogén vérképzo

Ossejt-atiiltetés utan.

2. CELKITUZES

Ph.D. munkam célkitiizései az alabbi harom pontban

foglalhatoak ossze:

1) Célul tiiztik ki a TA-TMA-s betegek definialasat ot
kiilonbozd diagnosztikus kritériumrendszer segitségével,

¢s Osszehasonlitottuk a TA-TMA aktivitasat jelzo
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paraméterek  valtozésait a  kiilonboz6 TA-TMA

betegcsoportokban.

2) Vizsgaltuk a komplementrendszer aktivitdsanak
longitudinalis valtozésait dssejt-transzplantaciod soran egy

prospektiv kohorsz gyermek betegcsoportban.

3) Célul tiztik ki a komplementprofil valtozasainak

prediktiv tényezOoként valo értékelését TA-TMA-ban.

3. MODSZEREK

Betegek, minta- és adatgyiijtés

Negyven gyermeknél tortént allogén vérképzo Ossejt-
atiiltetés malignus (n=20) és nem malignus (n=20)
indik4ciok miatt Budapest Gyermekhematologiai ¢és
Ossejt-transzplantaciés Osztalyan 2013 novembere és
2015 juniusa kozott. A prospektiv, konszekutiv kohorsz
vizsgalat bevalasztdsi kritériumainak harmincharom
gyermek felelt meg, akiknél tovabbi adatgylijtést és
komplement  méréseket  végeztink. A kizdrasi

kritériumok a 10 kg alatti testtomeg (5 beteg keriilt



kizarasra) és a korai haldlozas (<30 nappal tx utan, 2
beteg kertilt kizarasra) voltak.

A mintakat egy elére meghatdrozott séma szerint
gyljtottiik, a kondicional6 kezelés elott, €s a +28, +56. és
+100. tx wutdni napokon. Ha transzplantici6 utan
szOvodmény jelentkezett, nem tortént Gjabb mintavétel.
A mintagylijtés a Helsinki Deklaracié elveinek
megfelelden, tijékozott beleegyezést kdvetden tortént,
vizsgalatunkat az Egészségligyi Tudomanyos Tandacs
Tudomanyos és Kutatésetikai Bizottsaganak
jovéahagyasaval végeztiik.

Komlement, és egyéb laboratoriumi és klinikai
paraméterek meghatarozasa

A transzplanticio elére meghatarozott iddpontjaiban
mértiik a komplement utak aktivitasat, a komplement
komponensek ¢és aktivaciés termékek szintjeit, a
szolubilis termindlis komplement aktivacios komplex
(sC5b-9) szintjét és az ADAMTS13 aktivitast.
Monitoroztuk az alabbi TA-TMA aktivitasat jelzo
paraméterek  valtozasait: LDH, thrombocytopenia,

anaemia, Coombs-teszt, kreatinin és haptoglobin szintek,



fragmentocytak (vérkép automataval meghatarozva),
magas vérnyomas, proteinuria.

Az  Ossejt-transzplantacio utani szovodmények
definicidja

A graft-versus-host betegséget (GVHD) a Glucksberg
kritériumok segitségével hataroztuk meg, és hetente
polimeraz  lancreakcioval monitoroztuk a  virus
reaktivaciokat (Epstein-Bar virus, cytomegalovirus,
adenovirus). Ot kiilénbozé TA-TMA diagnosztikus
kritériumrendszer alapjan soroltuk be a betegeinket: (1)
az  Amerikai  Csontvel6-transzplantacios  Tarsasag
(ASBMT), (2) a Nemzetkoézi Munkacsoport klinikai
kritériumai  (IWG) (3) Cho és mtsai diagnosztikus
kritériumai, (4) City of Hope diagnosztikus kritériumai,
¢és (5) Jodele és mtsai diagnosztikus kritériumai alapjan.
A TA-TMA diagnézisanak azt a transzplanticid utani
napot tekintettiik, amikor Jodele és mtsai diagnosztikus
kritériumait a betegek teljesitették.

Statisztikai modszerek

A legtobb valtoz6 nem kovette a normal eloszlast, ezért
nem paraméteres teszteket hasznaltunk a csoportok

Osszehasonlitasara. A TA-TMA  eseménymentes



tulélésének becsléséhez a Kaplan-Meier modszert
alkalmaztuk, és log-rank teszttel hasonlitottuk Ossze a
talélési gorbéket. Kétoldalas p-értékeket szamoltunk, €s
az eredményt 0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak
(p<0,05). A szamitasokat a Statistica 8.0 és a GraphPad

Prism 6.03 statisztikai szoftverek segitségével végeztiik.

4. EREDMENYEK
Demografiai eredmények

Prospektiven harminc-harom (9,6 + 4,4 ¢év)
gyermeket vizsgaltunk, akik malignus (n=17) és nem
malignus indikdci6é (n=16) miatt estek at allogén Ossejt-
tx-en. A betegek tobbsége (24/33) treosulfan alapu
kondicional6 kezelésben részesiilt. A betegek legnagyobb
hanyada idegen donort6l szarmazé human leukocyta
antigén- identikus (76%) csontvel6i graftot (70%) kapott.
A virusreaktivacid volt a leggyakoribb transzplantacios
szovodmény (15/33 eset) betegcsoportunkban. Emellett
egy betegnél primer cytomegalovirus, 1 betegnél primer
Epstein-Barr virus fert6zést észleltiink. Grade I-11 akut
GVHD 11/33 (33%) betegnél jelentkezett.



A TA-TMA diagnozisa

Az ot kilonboz6 TA-TMA  diagnosztikus
kritériumrendszer segitségével 2/33 TA-TMA-s esetet
definialtunk az ASBMT, 7/33 esetet az IWG, 7/33 esetet
Cho ¢és mtsai kritériumai alapjan, 3/33 esetet a City of
Hope definicioja, és 10/33 TA-TMA esetet Jodele és
mtsai diagnosztikus kritériumai alapjan. A TA-TMA
incidenciaja egy 6%-tol (2/33) 30% -os (10/33) skalan
valtozott a kiilonbozé diagnosztikus kritériumrendszertdl
figgden. Tizbol hét beteget legalabb 3 diagnosztikus
kritériumrendszer alapjan a TA-TMA betegcsoportba
definialtunk. Minden TA-TMA-s beteg teljesitette Jodele
¢és mtsai  kritériumait, aki  barmelyitk = masik
kritériumrendszer szerint TA-TMA  betegcsoportba
tartozott. Hairom betegnek mindvégig normal haptoglobin
szintje és normal vesefunkcidja (nem duplazodott meg a
szérum kreatinin a kiindulasi szinthez képest) volt, és
csak Jodele és mtsai és/vagy a City of Hope definicigja
alapjan tartozott TA-TMA  betegcsoportba. A
csokkentett toxicitasti kondicionald kezelés utan a Grade
I-II GVHD és a TA-TMA incidenciaja majdnem azonos
volt betegcsoportunkban.



A TA-TMA-s betegek klinikai jellemz6i

Jellemz6en a TA-TMA graft-versus host betegség
és/vagy virus reaktivacio utan jelentkezett. A TA-TMA
kialakulasat 3/10 esetben GVHD, 2/10 esetben
virusreaktivacid, és 4/10 esetben virusreaktivacid és
GVHD is megelozte. A csOkkentett toxicitasu
kondicional6 kezelés utdn a betegek nagy részénél a TA-
TMA egy enyhe, Onkorldtozd formdban zajlott,
szervkarosodasra utald jelek nélkiil, ¢és calcineurin
inhibitorok elhagyasa vagy valtasa utan a betegek nagy
részénél a TA-TMA oldodott.

A komplementrendszer aktivitinak longitudinalis
elemzése az Ossejt-transzplantacio utani elsé 100
napban

A terminalis komplement aktivacids komplex volt
az egyetlen komplement paraméter, amely longitudinalis
vizsgalata soran szignifikans valtozéasokat talaltunk. TA-
TMA betegcsoportban a sC5b-9 szintek a kiindulasi
szinthez képest megemelkedtek, a csucsértékeket a +28.
napon mértiik. A kiindulasi sC5b-9 szintekben nem volt
kiilonbség a késébb TA-TMA-s betegek (208 (166- 271)

ng/mL, median (interkvartilis tartomany)) értékei, és
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azon betegek értékei kozott, akiknél nem alakult ki
késébb TA-TMA (200 (144-266) ng/mL), azonban a +28.
napon szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd (411
(337-471) ng/mL versus 201 (185-290) ng/mL, p=0,004).
Tovabbé mind a 10/10 késébb TA-TMA-s betegnél korai
SC5b-9 szint emelkedést detektaltunk, szemben a nem
TA-TMA-s betegcsoportban 9/23 betegnél volt korai
sC5b-9 emelkedés (p=0,031). Nem volt szignifikans
Osszefliggés a TA-TMA kialakuldsa és a klasszikus ¢és
alternativ Ut aktivitasanak valtozasai, valamint a C3, C4,
C4d, és C3a koncentraciok és az ADAMTSI13 aktivitas
valtozasai kozott.

Kovetkez6 1épésként a korai sC5b-9 szint
emelkedés, valamint a megtapadassal és
transzplantacidval Osszefliggd szovédmények kapcsolatat
vizsgaltuk. A korai sC5b-9 szint emelkedés alapjan
soroltuk be betegeinket. A TA-TMA egyértelmii és
figyelemre méltd Osszefiiggést mutatott a terminalis
komplement aktivaciés komplex korai emelkedésével. A
korai sC5b-9 emelkedést mutatd betegesoportban (n=19),
10/19 betegnél alakult ki késébb TA-TMA, mig nem
definidltunk késébb TA-TMA-t, ha a sC5b-9 szint a
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Kiindulasi szintrél a +28. napra nem emelkedett (10/19
versus 0/14, p=0,001).

A +28. nap elott diagnosztizalt magas vérnyomas
volt az egyetlen olyan TA-TMA aktivitasat jelzd
paraméter, amely szignifikdns Osszefliggést mutatott a
sC5b-9 szint korai emelkedésével (p=0,027), mig a
csokkent haptoglobin szintekkel egy tendenciaszerii
Osszefliggést figyeltiink meg (p=0,098).

Utolso 1épésként elemeztiik, hogy a korai sC5b-9
szint emelkedés igazolasa hogyan segitheti az Ossejt-
transzplantacion  atesett betegek késObbi  klinikai
ellatasat. Szenzitivitdst és specificitdst szdmitottunk a
sC5b-9  emelkedés  prediktiv  tényezdként  vald
értékeléséhez. A sC5b-9 szint korai emelkedése 100%-0s
szenzitiviassal és 61%-os specifitassal jelezte eldre a TA-
TMA kialakulasat gyermek kohorsz betegcsoportunkban.
Tulélési eredmények

Az Osszesitett talélés 24/33 (73%) median 2,6
(interkvartilis tartomany, 1,5-2,9) év kovetési id6 mulva
betegcsoportunkban. A nem malignus betegek Osszesitett
tulélése kivalo (15/16, 94%). Ezzel szemben a treosulfan

alaptt kondicionald kezelés utdn a malignus beteg

12



relapszus ratdja magas, 7/17 beteg relapszusban halt meg,
mig 1/17 beteg halt meg transzplantacioval 6sszefliggd
halalok miatt. A transzplantacioval osszefiiggd haldlozas
alacsony volt a +30. nap utadn a teljes betegcsoportban
(2/33, 6%). Nem volt kiilonbség a TA-TMA-s (7/10,
70%) ¢és nem TA-TMA-s (17/23, 74%) betegek
Osszesitett talélési eredményei kozott. Tovabba nem
talaltunk Osszefiiggést a moratlitas és a korai sC5b-9

szint emelkedése kozott.

5. KOVETKEZTETESEK

A Ph.D. munkam soran célul ttztik ki a TA-
TMA incidencigjanak vizsgalatit gyermek kohorsz
betegcsoportunkban kiilonb6z6 diagnosztikus
kritériumrendszerek  alkalmazasaval, elemeztik a
komplement biomarkerek valtozasait Ossejt-
transzplantdci6  sordn,  valamint  vizsgaltuk a
komplementaktivaci6 ¢s a TA-TMA kialakulasa kozotti
lehetséges Osszefiiggéseket. Eredményeink alapjan szoros
Osszefiiggés all fenn a termindlis komplement aktivacios

komplex korai emelkedése és a TA-TMA késobbi
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kialakulasa kozott. A sC5b-9 korai emelkedése 100%-0S

szenzitivitassal prediktéalta a szovddmény kiakakulasat.

A disszertacio konklazioi a kovetkezok:

1) Megfigyeléseink alapjan a thromboticus
microangiopathia egy gyakori szévédmény allogén
Ossejt-transzplantacid utan. A TA-TMA incidenciaja egy
6%-to6l (2/33) 30% -os (10/33) skalan valtozott a
kiilonb6z6é diagnosztikus kritériumrendszertl fliggden.
Osszesen 10/33 betegnél definialtunk az enyhétdl a
sulyos esetekig terjedd TA-TMA-t. A TA-TMA
incidencigjat €és a diagnozis idOpontjat befolyasolja az

alkalmazott diagnosztikus kritériumrendszer.

(2)  Jellemzéen a TA-TMA graft-versus host
betegség és/vagy virus reaktivacid utan jelentkezett. A
TA-TMA kialakulasat 3/10 esetben GVHD, 2/10 esetben
virusreaktivacid, és 4/10 esetben virusreaktivacido és
GVHD is megeldzte. A csokkentett toxicitast
kondicional6 kezelés utan a betegek nagy részénél a TA-

TMA egy enyhe, Onkorlatozd formaban zajlott,
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szervkarosodasra utald jelek nélkiil, ¢és calcineurin
inhibitorok elhagydsa vagy valtasa utan a betegek nagy

részénél a TA-TMA oldodott.

3) A termindlis komplement aktivacios
komplex volt az egyetlen komplement paraméter, amely
longitudinalis vizsgalata sordn szignifikans valtozasokat
talaltunk a TA-TMA kialakulasaval Osszefiiggésben.
Nem volt szignifikdns Osszefiiggés a TA-TMA
kialakulasa és a klasszikus és alternativ Ut aktivitdsanak
valtozasai, valamint a C3, C4, C4d, ¢s C3a koncentraciok

és az ADAMTS13 aktivitas valtozasai kozott.

4) Prospektiv, konszekutiv
kohorszvizsgalatunk keretében elsdként vizsgaltuk a
komplementrendszer aktivitasanak longitudinalis
valtozasait az allogén vérképzo 6ssejt-atiiltetés utani elsé
100 napban, és els6ként irtunk le szoros Osszefiiggést a
terminalis komplement aktivacios komplex korai
emelkedése és a TA-TMA késobbi kialakuldsa kozott.
Eredményeink alapjan a sC5b-9 korai (kiindulasi szintr6l

a +28. napra) emelkedése, a legtobb szovodmény
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kialakulédsa elétt, elore jelezte a késdbbi TA-TMA-t. A
SC5b-9 szint korai emelkedése 100%-o0s szenzitiviassal
€és 61%-os specifitassal jelezte elore a TA-TMA
kialakulasat gyermek kohorsz betegcsoportunkban. A
kiindulasi sC5b-9 szintekben nem volt kiilonbség a
késébb TA-TMA-s betegek (208 (166- 271) ng/mL,
median (interquartilis tartomany)) értékei, és azon
betegek értékei kozott, akiknél nem alakult ki késébb
TA-TMA (200 (144-266) ng/mL), azonban a +28. napon
szignifikdns kiilonbség volt megfigyelhetd (411 (337-
471) ng/mL versus 201 (185-290) ng/mL, p=0,004).
Tovabba mind a 10/10 késdbb TA-TMA-s betegnél korai
SC5b-9 szint emelkedést detektaltunk, szemben a nem
TA-TMA-s betegcsoprtban 9/23 betegnél volt korai
sC5b-9 emelkedés (p=0.031).

(5) A treosulfan alapti csokkentett toxicitast
kondicionald kezelés magas aranya miatt (24/33) a korai
transzplantacidhoz ko6tddd sulyos szovodmények aranya
indokoltan alacsony volt kohorsz betegcsoportunkban, és
nem volt Osszefiiggés a TA-TMA ¢és a nem relapszushoz

kotédé mortalitas kozott. Ha  agresszivebb  vagy
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toxikusabb kondicionalo kezeléseket kovetd, fiiggetlen
kohorsz vizsgalatok soran is validalnak
megfigyelésiinket, a terminalis komplement aktivacios
komplex sC5b-9 mérése segithetne azonositani azokat a
beteget, akiknél korai sC5b-9 szint emelkedés
detektalhatd, és a késobbi TA-TMA kialakulasanak a
rizikdja emelkedett. A sC5b-9 komplement aktivacids
marker és a TA-TMA aktivitasat jelz tobbi paraméter
monitorozasa segitheti a klinikust a TA-TMA Korai
felismerésében, és lehetévé teheti a kivalasztott betegek
szdmara az optimalis kezelést. Tovabbi nagy esetszamu
vizsgalatok sziikségesek annak igazolasara, hogy a sC5b-

9 korai emelkedése a TA-TMA fiiggetlen prediktora.
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