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Abstrakt

Soucasnd imunogenetickd vySetfeni pfed transplantaci zahrnuji kromé HLA typizace
také detekci HLA-specifickych protilatek, avsak ta neposkytuje informaci o B bunkach, které
se ucastni humoralni odpovédi proti transplantovanému organu. BAFF (B aktivacni faktor)
hraje dalezitou roli pii proliferaci, maturaci a diferenciaci B bunék. Sestfizenim membranové
formy BAFF vznikd solubilni forma cytokinu, ktera se vaze na tii typy receptortt — TACI,
BAFF-R a BCMA. N¢které recentni studie naznacuji, ze BAFF by mohl slouzit jako prediktor
nebo marker protilaitkami zprostfedkované rejekce (AMR) u pacienti po transplantaci

ledviny.

Nase studie se sklada ze dvou casti. V prvni ¢asti jsme se zabyvali solubilnim BAFF
Vv séru pacientll po transplantaci ledviny. Cilem nasi retrospektivni studie bylo proto korelovat
hladiny BAFF cytokinu u pacientti pfed a po transplantaci s klinickym pribéhem a incidenci
rejekce po transplantaci. Do studie bylo zafazeno 92 piijemct ledviny. Protilatkami-
zprostiedkovana (humoralni) rejekce byla diagnostikovana na zaklad¢ pozitivniho nalezu C4d
depoziti v peritubularnich kapildrach (imunoflorescen¢ni detekce) a pritomnosti donor-
specifickych protilatek. Hladiny BAFF byly stanoveny za vyuziti Xmap metodiky na pfistroji

Luminex pied transplantaci, 3 mésice, 6 mésicl a rok po transplantaci.

V druh¢é ¢asti diplomové prace jsme srovnavali BAFF membranové vazany
na jednolivych subpopulaci B lymfocytl (transientni, naivni, neswitchované, switchované a
plazmatické) u pacientd s akutni humoralni rejekci a bez rejekce. BAFF véazany na B

lymfocytech byl méfen na pritokovém cytometru Cyan ADP 9C.

Nase vysledky naznacuji, Ze BAFF se v dobé akutni humoralni rejekce vaze
na receptory na B lymfocytech (nejvice na plazmatickych bunkach) a dochazi k jeho poklesu
v sérech pacientd. Pacienti, u kterych byla diagnostikovana protildtkami-zprosttedkovana
rejekce, méli signifikatné niz$i hladiny solubilniho BAFF cytokinu nez pacienti bez rejekce.
Podle naSich vysledkt by snizené koncentrace BAFF mohly slouzit jako marker humoralni

rejekce.

Kli¢ova slova: BAFF, transplantace ledvin, rejekce, Luminex, FACS



Abstract

Current immunogenetic tests before organ transplantation include HLA typing and
detection of HLA-specific antibodies. However, these tests do not provide information about
the B cells participating in the humoral response against the transplanted organ. BAFF (B
activating factor) plays an important role in the proliferation, maturation and differentiation
of B cells. A soluble form of the cytokine arises after splicing the membrane form of BAFF.
The soluble cytokine binds to three types of receptors - TACI, BCMA and BCMA. Some
recent studies suggest that BAFF could serve as a marker or predictor of antibody-mediated
(humoral) rejection in kidney transplant recipients.

Our study consists of two parts. The first part is focused on the detection of soluble
BAFF levels in patients after renal transplantation. The aim of our study was therefore
to correlate levels of soluble BAFF cytokine in patients before and after transplantation with
the clinical course and incidence of rejection after transplantation. The study included 92
kidney recipients. Humoral rejection was diagnosed on the basis of a positive finding of C4d
deposits in peritubular capillaries (imunoflorescen¢ni detection), and the presence of donor-
specific antibodies. BAFF levels were determined using Xmap methodology by the Luminex
method before transplantation, 3 months, 6 months and one year after transplantation.

In the second part, we compared the membrane-bound BAFF on subpopulations of B
cells (transient, naive, nonswitched, switched, and plasmablasts) in patients with acute
antibody-mediated rejection and no rejection. BAFF bound to B cells was measured on flow
cytometer Cyan ADP 9C.

Our results indicate that BAFF at the time of acute humoral rejection binds
to receptors on B cells (mostly on plasma cells), and its levels in the sera of patients are
reduced. Patients who were diagnosed with antibody-mediated rejection had significantly
lower levels of the soluble BAFF cytokine than patients without rejection. According to our
results, decreased concentrations of the BAFF cytokine could serve as a marker of humoral

rejection.

Keywords: BAFF, kidney transplant rejection, Luminex, FACS
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Seznam zkratek

ACR
ADCC
ADP
AMR
APC
APRIL
ATG
ATN
BAFF (BR3)
BAFF-R
Bcl-2
BCMA
BCR
BMZ
CD
CDC
cFLIP
CNI
CRDs
CVID
DC
DNA
DSA
EDTA
Fas
FasL
Fc
FCXM
FITC
FS
HLA
IFN

g
IKEM
IL
IVIG
JNK
KO
LPS
MAC
MHC
MICA
MICB
MPA
mTOR
NFxB
NK
PAMP

Akutni celularni rejekce (bunéénd)
Bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach
Advanced Digital Processing

Akutni humoralni rejekce (protilatkami zprostiedkovana)

Antigen prezentujici bunika

A proliferation inducing ligand
Antithymocytarni globulin

Akutni tubularni nekréza

B bunécny aktivacni faktor

Receptor pro B buné¢ny aktivacni faktor
Anti-apopticky protein

B-cell maturation antigen

B bunécny receptor

B lymfocyt marginalni zony
Diferenciacni antigen
Komplement-dependentni cytotoxicky test
Cellular FADD-like IL-1pB-converting enzyme
Kalcineurinové inhibitory
Cystein-bohaté domény

BéZn4 variabilni imunodeficience
Dendritické bunky

Deoxyribonukleové kyselina

Donor specifické protilatky

Kyselina ethylendiamintetraoctova
Povrchova molekula

Ligand Fas

Konstantni doména lehkych fetézcti imunoglobulinu

Crossmatch test za vyuziti prutokové cytometrie
Fluorescein thioisokyanat

Forward scatter

Lidsky leukocitarni antigen

Interferon

Imunoglobulin

Institut Klinické a Experimentalni Mediciny
Interleukin

Intraven6zni imunoglobulin

Janus kinazy

Krome orange

Lipopolysacharid

Komplementovy komplex atakujici membranu
Lidsky leukocytarni antigen

MHC class | polypeptide-related sequence A
MHC class | polypeptide-related sequence B
Kyselina mykofenolova

Proteinkinaza (serin/threonin)

Nuklearni faktor kappa B

Natural killer

Patogen asociované molekularni vzory
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PB Pacific Blue

PBS Fosfatovy pufr

PCR-SSOP Polymerazova tetézova reakce se sekvenéné specifickymi
oligonukleotidovymi sondami

PCR-SSP Polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi primery

PE Fykoerytrin

PLB Plasmatické B lymfocyty

PRA Panel reaktivni protilatky

RAG Recombination-activating genes

SBAFF Solubilni BAFF

SLE Systémovy lupus erythematodes

SS Side scatter

TACI Transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand
interactor

T Cytotoxicky T lymfocyt

TCR T bunéény receptor

TGF Transforming growth factor

Th Pomocny T lymfocyt

TLR Toll-like receptors

Ty Transplantace

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein

XMAP x-multianalyte profiling

X-Med Stiedni intenzita



1 Uvod

Mezi nejzavaznéj$i imunologické komplikace pfi transplantaci ledvin patfi rozvoj
celularni (buné&éné) a humoralni (protilatkami zprostiedkované) rejekce, které jsou piic¢inou
dysfunkce $tépu a vedou az k odmitnuti transplantovaného organu. Do nedavné doby byla
pozornost vénovana prevazné T lymfocytim, avSak v soucasné dobé se zajem piesouva
od T lymfocytim k B lymfocytim a jejich uloze v humoralni odpovédi organismu

proti transplantovanému organu.

I pres senzitivni diagnostické testy, které zahrnuji kromé HLA typizace i detekci
protilatek namitfenych proti HLA a non-HLA antigenim darce, je vCasna diagnostika
a ptedpovéd protilatkami zprostiedkované rejekce velmi obtizna. Je urena bioptickym
nalezem C4d depoziti v peritubuldrnich kapildrach transplantovaného S$tépu a zjisténi
aloprotilatek v séru pacientd. Tyto testy ovSem neposkytuji informaci o samotnych
B lymfocytech, proto se hledaji nové markery, které by mohly piispét k ¢asnému rozpoznani

rizika vznikajici humoralni rejekce.

Soucasné studie naznacuji, Ze jednim z té&chto markerd by mohl byt i cytokin BAFF
(B bunécny aktivacni faktor), ktery hraje dilezitou roli pfi preziti a maturaci B lymfocyt
(Banham et al., 2013, Xu et al., 2009, Thibault-Espitia et al., 2012, Snanoudj et al., 2014).
Pomaha v maturaci naivnim B lymfocytim, pfispiva k aktivaci buné€k margindlni zoény
prostiednictvim Toll like receptori, kontroluje protilatkovou odpovéd a podporuje pieziti
plazmatickych bunék a Gcasni se dalSich imunologickych reakci. ZvySena koncentrace BAFF
je spojovana s reakci St€pu proti hostiteli, rozvojem dysfunkce $tépu ledviny (Xu et al., 2009)
a pii tvorbé donor-specifickych protilatek. I pies tyto poznatky vime jen malo, jakou ulohu

hraje solubilni BAFF a jeho receptory pfi transplantaci a rozvoji akutni humoralni rejekce.

BAFF je popisovan jako ligand vazany na membranu nebo se vyskytuje v solubilni formé
v cirkulaci (Moore et al., 1999, Schneider et al., 1999). Solubilni forma cytokinu se vaze
na tfi typy receptori — TACI, BAFF-R a BCMA vyskytujicich se hlavné na B lymfocytech
ale v mensi mife i na T lymfocytech. V nasi studii se zabyvame solubilni i vazanou formou

cytokinu.

V prvni ¢asti prace jsme retrospektivné méfili hladiny solubilniho BAFF v séru pacientd
pfed a po transplantaci a vysledky srovnavali s klinickym pribéhem a incidenci rejekce

po transplantaci. V druhé casti prace jsme méfili expresi vazaného BAFF cytokinu
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na jednotlivych subpopulacich B lymocytt v periferni krvi pacienti pted i po transplantaci.
Snazili jsme se pfispét k objasnéni otazky, zda lze pouzit BAFF jako marker humoralni

rejekce u pacientl po transplantaci ledvin.
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2 Prehled literatury
2.1 HLA (MHC) komplex a jeho funkce

HLA (Human Leucocyte Antigen), neboli hlavni histokompatibilni komplex (Major
Histocompatibility Complex) u ¢lovéka je systém gend, ktery je lokalizovan spolu s dal$imi
geny koédujicimi jiné molekuly, které nesouvisi s HLA, na kratkém raménku 6. chromozomu.
Hlavni funkci HLA antigent je ptedkladani peptidi pochazejicich z intracelularnich
nebo extraceluldrnich antigenti buitkdm imunitniho systému. Prezentace antigenu je prvnim
predpokladem pro rozvoj imunitni reakce. Pomoci téchto molekul buiikky imunitniho systému

vzajemné kooperuji.

Pii transplantacich HLA antigeny jsou hlavnimi molekulami, které imunitni systém
rozpozndva jako cizi, to znamend, ze jsou divodem odhojeni tkané pii inkompatibilnich
transplantacich. Cim vic povrchovych molekul se mezi darcem a pifjemcem lisi, tim vétsi je
pravdépodobnost  vyvoje akutni celularni a  protilatkami-zprostiedkované rejekce
po transplantaci (Opelz et al., 1999). Pokud imunokompetentni builky piijemce
po transplantaci rozpoznaji na membrané bunék cizorodé antigeny, dochazi ke spusténi

imunitni reakce a K odmitnuti $tépu (rejekci).

HLA komplex obsahuje vice nez 200 genl a jak bylo jiZ uvedeno, tento komplex je
umistén na kratkém raménku 6. chromozomu. Sklada se ze tfi regiont (viz Obr. 1). Prvni dvé
oblasti (HLA I. tfidy a HLA II. tfidy) koduji HLA antigeny. Tieti oblast obsahuje geny
kodujici nékteré slozky komplementu (C2, C4, Bf), TNF (tumor nekrotizujici faktor),
proteiny teplotniho Soku a dalsi. (Choo, 2007).

Chromosome 6
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Obr. 1: Genova lokalizace HLA komplexu na chromozomu 6 (Pfevzato z

http://www.sciscogenetics.com/technology/humanleukocyte-antigen-complex/).
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2.1.1 HLA antigeny I. tfidy

HLA antigeny 1. a Il. tfidy jsou glykoproteiny patiici do imunoglobulinové
superrodiny. HLA antigeny I. tfidy se skladaji z transmembranového a fetézce (mol. hmotnost
45 kDa) a nekovalentné asociovaného p2-mikroglobulinu (mol. hmotnost 12 kDa).
Retézec o ma tii domény: o, o3 tvoii vazebné misto pro peptidy a oa, ktery spolu s p2-

mikroglobulinem formuje konstantni ¢ast molekuly.

HLA antigeny I. tfidy jsou exprimovany na povrchu vSech somatickych bunék
organismu (chybi na erytrocytech), ale jejich exprese se vyrazné lisi u jednotlivych bunéénych
typt. Lymfocyty a dendritické buitkky maji vysokou expresi, zatimco svalova, nebo mozkova
tkan maji expresi nizkou. Jejich funkci je predkladani poSkozenych nebo nefunkénich peptidu
oznafenych ubikvitinem, které pochazeji z endogennich vnitinich zdroji nebo virovych
proteinti, buitkdm imunitniho systému. Do této kategorie jsou fazeny klasické transplantacni
antigeny HLA — A, B, C, které jsou vysoce polymorfni a neklasické antigeny HLA- E, F, G,

jejichz exprese je omezena pouze na nékteré bunééné typy.

2.1.2 HLA antigeny II. tridy

HLA antigeny II. tfidy jsou exprimovany na bunkach prezentujicich antigen
(dendritické bunky, makrofagy, monocyty, B buniky, epitelialni buniky v thymu atd.). Slouzi
k prezentaci peptidovych fragmentu, které pochazeji z exogennich antigent. HLA antigeny I1.
ttidy se jsou kédovany v lokusech DR, DQ a DP.

Antigeny HLA II. ttidy jsou heterodiméry tvofeny dvéma fetézci oznaGovanymi jako
aa B. Oba fetézce se skladaji do dvou extracelularnich domén oznacovanych jako oz aay a By
a B2, Retézce jsou nekovalentné vazany interakci druhych externich domén. Extracelularni
domény a; a 1 tvofi vazebné misto pro peptidy. U molekul II. tfidy je vazebné misto oteviené
a muze vazat delsi peptidy (aZz 15-18 AA) ve srovndni s vazebnim mistem 1. tfidy, které je

uzaviené a vaze kratsi peptidy (8-10 AA). (Hotejsi et. al., 2013)

HLA molekula I tfidy HLA molekula I1. tFidy

rRefaR|[RARARS
mﬁug | L84u8d
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§ dusugell Judduiy

f
4

Obr. 2: Schematické znazornéni struktury HLA molekul 1. a II. T¥idy (Hofejsi et. al., 2013)
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2.1.3 Rozpoznavani HLA molekul
Kli¢ovou roli pfi rozpoznavani cizich HLA molekul st€pu maji T lymfocyty piijemce.
Rozpoznavéani se déje za pfispéni antigen prezentujicich bunék (zejména dendritickych

bun¢k). Rozpoznavani antigenu probihd dvéma zéakladnimi zpisoby — jako piimé a nepiimé.

Obr. 3: a) pfimé rozpoznavani antigenu b) nepiimé rozpoznavani antigenu (Pfevzato z oddilu 10/kapitola 12

Transplantaé¢ni imunologie: Zaklady imunologie a klinické praxe).

Piimé rozpoznavani antigenu

Pfimé rozpoznavani antigenu je specificky zpisob, ktery probiha pouze
u transplantaci. T lymfocyty pfijemce rozpoznavaji ptes svij bunéény receptor (TCR) HLA
molekuly, které jsou vystavovany na antigen-prezentujicich bunkach darce (passenger
leukocytes). HLA molekuly 1. tfidy jsou rozeznavany pomoci TCR cytotoxickych CD8+
T lymfocyti. Pomocné CD4+ T lymfocyty vazi peptid v komplexu s HLA molekulami
Il. tfidy. Tento typ rozpoznavani ma vétsSinou tlohu v Casnych akutnich rejekcich. (Klein &
Sato, 2000). Byly objasnény mechanismy, jak vznikaji alloreaktivni pamétové T lymfocyty
V nesenzibilizovanych jedincich. Bylo prokazano, ze alloreaktivni T lymfocyty vznikaji velmi
Casto zvirovych specifickych pamétovych T Ilymfocyth, a to daleko castéji nez se

piedpokladalo (az v 45%) (L D’Orsogna et al., 2010).
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Neprimé rozpoznavani antigenu

Neptimé rozpoznani HLA antigen darce se svou podstatou shoduje s rozpoznanim
jinych extracelularnich proteinti. Pfi nepfimém rozpoznavani jsou HLA antigeny darce
pohlceny a zpracovany dendritickou bunikou nebo jinou antigen prezentujici buitkou piijemce,
které cestuji do Stépu. Poté antigen prezentujici bunky vycestuji ze §tépu do sekundarnich
lymfatickych organi a sleziny. Zde dochazi k zpracovani (processingu) a prezentaci
zpracovanych fragmentd HLA molekul darce. Kratké opracované fragmenty neshodnych
HLA antigenti darce jSou prezentovany ve vazebném mistu HLA antigenu Il. tfidy pfijemce.
Komplex fragmentu vazaného ve vazebném mistu HLA pfijemce je prezentovan CD4+ T
lymfocytim. Muze dojit také k aktivaci CD8+ T lymfocytt, pokud byl fragment prezentovan
s molekulou HLA |I. tfidy. Tento fenomén se nazyva kiizova prezentace. Nepiimé
rozpoznavani antigenu dominuje pii chronickém odhojovani §tépu (chronicka rejekce)
(Viklicky et al., 2008).

Nedavno byl popsan tieti zptisob rozpoznavani antigend tzv. polop¥imé (semi-direct)
rozpozndvani antigenu. Antigen prezentujici buiky ziskavaji velké mnozstvi intaktnich
funkénich HLA molekul darce pfimym bunéénym kontaktem s dércovskymi dendritickymi
nebo endotelovymi buikami §tépu. Jsou prezentovany CD4+ i CD8+ T lymfocytim piijemce.

(Herrera et al., 2004).

Podstatou popsanych typi imunitniho rozpoznavani je interakce T bunééného
receptoru (TCR) na povrchu naivnich aloreaktivnich T lymfocytt s MHC molekulou
nachazejici se na dendritické buice, které obsahuje ve svém vazebném zlabku imunogenni
peptid. AvSak tato interakce nestaci k aktivaci T lymfocytu. Jednd se pouze o prvni signal
k zahajeni imunitni reakce. K tomu, aby byla imunitni odpovéd’ opravdu zahajena, jsou
vyzadovany dalsi kostimulaéni signaly (interakce CD28/CD80, CD28/CD86, anebo
CD40/CD154) (Game & Lechler, 2002). Tyto signaly jsou ziskavany od antigen
prezentujicich bunék nebo B lymfocyti. Bez jejich spoluprace nedojde Kk aktivaci
T lymfocytu, ale naopak ke spusténi drah vedouci k apoptoze.

Imunitni systém pfijemce muze byt aktivovan i jinymi antigeny nez jen HLA antigeny.

Jedna se o tzv. non-HLA antigeny (viz. Tabulka 1).

15



Bunky/ tkanova distribuce

. tfida (vSechny nuklearni buriky)

Lidské leukocytarni antigeny (HLA)
Il. tiida (APC, aktivované T lymfocyty, atd.)

ABO antigeny (erytrocyty, endotelialni buiiky)

MICA, MICB (endotelialni buriky, keratinocyty,
fibroblasty, monocyty, atd.)

Non-HLA antigeny Vimentin (cytoskelet), K-a1 tubulin (plice)

Angiotensin 1l Type 1 (AT,) receptor (cévy, mozek,
srdce, ledviny, atd.)

Tkanové-specifické antigeny (ledviny, srdce, jatra atd.)

Tabulka 1: Antigeny hrajici roli v transplantanich reakcich (Slavéev, 2013)

2.2 Rejekce

Hlavni ulohou HLA antigenti je prezentovat peptidy vlastniho nebo ciziho pivodu
imunokompetentnim buiikdm. Rozpoznani HLA antigeni darce ¢i HLA antigent piijemce
s navazanym peptidem darce vede kaktivaci mnoha efektorovych mechanismi, které
v disledku vedou k odhojovani (rejekei) Stépu. Imunitni reakce proti §tépu se ucastni slozky

specifické (adaptivni) ale 1 nespecifické (vrozené) imunity.

Rejekce muzeme rozdélit podle efektorovych mechanismti na rejekci celularni
(buné¢nou) a humoralni (zprosttedkovanou protildtkami). Mohou probihat oba typy rejekce
najednou. Také délime rejekce na zakladé doby uplynulé od transplantace na hyperakutni,
akutni a chronickou. Na vzniku rejekce se kromé imunologickych mechanismi podili
i neimunologické faktory jako opozdény rozvoj funkce $tépu (ATN), organ od zemielého

darce, porody, rasa a pohlavi ptijemce a darce (Viklicky et al,. 2008).
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2.2.1 Akutni celularni rejekce

K akutni celularni (bunééné) rejekci dochazi zejména béhem dnd az tydnd
po transplantaci. Je zprostfedkovana T lymfocyty (CD4+ i CD8+) aktivovanymi HLA

antigeny darce. Zapojené jsou zde i slozky vrozené imunity (dendritické bunky, makrofagy).

Primarné dochazi k aktivaci T lymfocyti (CD4+) pfijemce a to pfimym rozpoznavanim
HLA molekul I. tfidy darce na povrchu stépu. Dochazi k produkci interleukinu-2 (IL-2)
a nasledn¢ jsou aktivovany alospecifické cytotoxické T lymfocyty (CD8+), které se vraci
do lymfatické tkan¢ ptijemce. Po navratu maji pfimy cytotoxicky vliv na endotel $tépu.
Mezi cytotoxické mechanismy patii degranulace cytoplazmatickych cytotoxickych granul
obsahujicich perforiny a granzimy, interakce FAS-FAS ligand a sekrece lymfotoxinu.
Cytotoxické plisobeni CD8+ T lymfocytl vede k navozeni apoptdzy bunék Stépu. Antigeny
I1. tfidy musi byt nejdiive indukovany pomoci protizanétlivych cytokint (IL-4, 5) nebo IFNy.
(Kieslichova et al., 2015)

AvSak pti celularni rejekci Stépu se uplatiiuji 1 mechanismy pozdni ptecitlivélosti
(makrogéfy). Celularni infiltraity mononukledrnich bun¢k v biopsiich ledvinného §tépu jsou

znamkou probihajici akutni celularni rejekce ve §tépu. (Rossmann et al., 2002)

2.2.2 Rejekce zprostiedkovana protilatkami

Hyperakutni rejekce

Jednd se o podtyp akutni protilatkami zprostfedkované (AMR) rejekce.
Jde 0 nejcasngjsi typ rejekce, dochazi k nému béhem nékolika minut az hodin
po transplantaci. Tato reakce je vyvolana preformovanymi protilatkami proti neshodnym
HLA antigenim darce v séru pfijemce, které vznikaji jako disledek piedeslé transplantace,
krevni transfuze ¢i tchotenstvi. Takto vzniklé protilatky, obzvlasté izotypu 19G, se vazi
na endotel §tépu. Po navazani protilatky aktivuji komplement. Dochazi ke $tépné kaskadeé
komplementu, tvorbé lytického komplexu a pfimého cytotoxického ucinku na cévni endotel
St€pu. Soucasné jsou syntetizovany prozanétlivé cytokiny. Dochazi k vazokonstrikci, otoku,
ucpani cév tromby a v dusledku toho k zablokovani krevniho zasobeni $tépu a K jeho nekroze.
V soucasné dobé se tento typ rejekce vyskytuje jen vzacn€, protoze se pied kazdou

transplantaci provadi komplement-dependentni cytotoxicky crossmatch (CDC) test. Jeho
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pozitivita je ve vétSiné center povazovana za kontraindikaci k transplantaci. (Viklicky et al.,
2008).

Akcelerovana rejekce

Jedna se o podtyp akutni rejekce, ke které dochdzi b&hem prvnich dnt
po transplantaci. Hlavnim mechanismem je piedpokladana piitomnost pamétovych
T lymfocytt, které jsou namifeny proti antigenim darce. Jde o sekundarni typ imunitni

odpovédi. Je podminéna pfedchozi senzibilizaci. (Kieslichova et al., 2015)

AKkutni humoralni rejekce

Akutni humoralni rejekce nejcastéji vznikd Vv pribéhu prvnich dvou tydna
po transplantaci, ale maze vznikat i déle po transplantaci, nejcastéji v prvnich 3 mésicich.
Byva zprostfedkovana protildtkami proti neshodnym antigenim darce, tzv. donor

specifickymi protilatkami (DSA).

Neshodné antigeny darce jsou rozpoznavany antigen prezentujicimi buitkami
a predkladany CD4+ T lymfocytim pfijemce. Pouze CD4+ T lymfocyty, které jsou
aktivovany pfes nepfimé rozpoznavani antigenu, mohou pomahat ve vyvoji B lymfocyta.
Naivni B lymfocyt pfijemce rozpozna svym imunoglobulinovym receptorem cizi neshodné
HLA molekuly darce, nasledné je zpracuje a vystavi pfes HLA II. tfidy na svém povrchu.
Dojde k vazbé CD4+ T lymfocytu za pomoci jeho TCR, ktera je zesilena kostimula¢nimi
mechanismy CD40 a CD40 ligandy. To vede k produkci cytokind, diferenciaci B lymfocytu
a k produkci protilatek. Muaze dojit k aktivaci komplementu. Dusledkem je lokalni pfiliv
neutrofili a makrofagli, krvaceni a vznik trombl. Dochazi k poskozeni Stépu.
Transplantovany organ muze byt poskozovan také aktivaci MAC komplexu (Membrane
attack complex). Ten tvofi péry v membrané buiky, dochazi tak k poruseni osmotické

rovnovahy a lyze bunky.

Riizné isotypy protiladtek maji odliSnou schopnost aktivovat komplement. Schopnost
protilatek isotypll IgM, IgG1 a IgG3 aktivovat komplement je silnd. Dochazi k zanétlivym
zménam na endotelidlnich bunkéach. Jako prikaz humoralni rejekce se pouziva
imunofluorescenéni nebo imunohistologicka detekce vazby C4d slozky komplementu
na endotel postizené ledviny (Feucht et al., 1991). Dale se zde uplatituji chemotaktické slozky

komplementu C5a a C3a, které pritahuji leukocyty do mista rejekce (viz Obr. 4).
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Isotypy 1gG2 a IgG4 neaktivuji komplement. K poSkozeni §t€pu poté dochazi za
pomoci NK (natural killer) bun€k a makrofagt. V tomto ptipadé nedochazi k ukladani §tépné
slozky C4d do peritubularnich kapilar $tépu, ale mizeme zde detekovat DSA protilatky
v periferii. Tento typ rejekce se proto nazyva C4d negativni protilatkami zprostfedkovana
rejekce (Hirohashi et al., 2010). Uplatiuji se zde dal$i mechanizmy poskozeni $té€pu, jako je
naptiklad bunécné cytotoxicita zavisla na protilatkdch (ADCC). Principem je vazba protilatek
na Fc receptor NK bunék a nasledné vyliti cytotoxickyh granuli (perforinii a granzymi)

vedouci k apoptdze (Dos Santos et al., 2016)
2.2.3 Chronicka rejekce

K chronické rejekci mize dojit mésice aZz roky po transplantaci, proto se jedna
o hlavni pfi¢inu selhani transplantované ledviny v dlouhodobém obdobi. Tento typ rejekce
je multifaktorialni, uplatiuji se zde imunologické mechanismy zavislé na aloantigenni
odpovédi, ale i neimunologické mechanismy. Mezi hlavni faktory zptsobujici chronickou
rejekci patii neshody v HLA antigenech a ptedchozi epizody akutni rejekce. Dale pak stav
Stépu pied transplantaci, virové infekce, ale i toxické pusobeni lékti. K imunologickym
faktorim patfi slozky jak bunécné (makrofagy) tak protilatky a cytokiny (naptiklad TGF B).
Endotel cév je poskozen, coz vede k nedostatecnému prokrveni transplantované tkané.

Funkéni tkan je postupné nahrazovana nefunkénim vazivem (proces intestinalni fibrozy).

2.2.4 B lymfocyty a jejich Gloha v akutni humoralni rejekci

Z pohledu bunék, které se ucastni odhojovani St€pu, mlzeme rejekce délit

na humoralni a celularni nebo mohou oba typy rejekci probihat soucasné jako smiSena
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rejekce. St&p je infiltrovan mnoha typy imunokompetentnich bunék. Zejména se
na odhojovani podileji T lymfocyty, B lymfocyty, makrofdgy, NK bunky a eosinofily
pifijemce. B lymfocyty se ucastni obou zakladnich typu rejekce, a to jak produkci protilatek,
tak uvolfiovanim prozanétlivych cytokini a chemokint (Zarkhin et al., 2010). Humoralni
rejekcim je vénovdna velkd pozornost, protoze jsou velkym rizikem pro selhani
transplantovanych organi (Mauiyyedi et al., 2002). Faktorem, ktery se velmi podili
na odmitnuti $tépu, je komplementova kaskada. Proto se hledaji nové moznosti, jak potlacit
humoralni odpoveéd’ proti antigenim darce a tak zabranit aktivaci komplementu a poskozeni

Stépu (Stegall et al., 2014).

2.3 B lymfocyty

2.3.1 Vyvoj B lymfocytu

B lymfocyty vznikaji z lymfoidni linie hematopoetickych kmenovych bunék. Vyvoj
z kmenové bunky aZz po nezraly B lymfocyt se uskuteciiuje u clovéka v kostni dfeni
za pomoci cytokinu (CSF70), ktery je produkovany stromalnimi bunkami. Pozdé&jsi vyvoj
B lymfocytu je zavisly na cytokinu IL-17 také produkovaného stromalnimi burikami.
Nejméné zralou B bunikou je tzv. pro B lymfocyt, ktery pomoci enzymi RAG 1 a 2
preskupuje variabilni oblast, ktera sklada se z VDJ segmenti, ke kterym je pfifazen segment
p, ktery koéduje Fc fragment tézkého fetézce pro IgM. Tento té€zky fetézec je spolu
s do¢asnym lehkym fetézcem exprimovan na povrchu pro B lymfocytu jako BCR. Tento
B lymfocyt se nazyva pre B lymfocyt. V dalsi fazi opét za pomoci enzymii RAG 1 a 2
dochazi k preskupeni lehkého fetézce (VJ). Od tohoto momentu je B lymfocyt nazyvan
nezralym B lymfocytem. Pokud se vtéto fazi potkd nezraly B lymfocyt s antigenem
(nejCastéji autoantigenem), na ktery se silné vaze, je eliminovan nejcastéji apoptdzou
(klonalni delece) nebo muze byt utlumen (Krejsek & Kopecky, 2004, Allman & Miller,
2003).

Zralé B lymfocyty, které proSly sitem selekce a prezily, maji na svém povrchu také
imunoglobulin tiidy D (pfeskupovani VDJ u téZkého fetézce pro IgD probihaji stejné jako
u IgM). V kratkém obdobi vyvoje velmi ¢asnych sadii B lymfocyti jsou velmi dulezité
transkrip¢ni faktory (IKAROS,...) a interleukin IL-7, ktery je rovnéz produkovan stromalnimi
buitkami. Tyto faktory jsou dilezité pro diferenciaci B lymfocyt (Brown et al., 2007, Allman

& Miller, 2003). Nezraly B lymfocyt migruje jako transientni builkka cévnim feciSt€ém
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do sekundarnich lymfatickych organt (slezina, lymfatické uzliny, Peyerovy platy, mukoézni
tkan, mandle). V sekundarnich lymfatickych orgédnech se nezralé B lymfocyty diferencuji
na folikularni B lymfocyty a B lymfocyty marginélni zény (BMZ), (Ruddle & Akirav, 2009,
Zotos & Tarlinton, 2012) BMZ a folikularni B bunky jsou schopné produkovat pouze
povrchové imunoglobuliny izotypu IgM a IgD. Teprve po setkani s antigenem se dale
diferencuji bud’ v plazmatické bunky produkujici protilatky ostatnich izotypi
nebo v pamétové bunky, které jsou pripraveny jako zaloha pro pfisti setkani se stejnym

antigenem (Krejsek & Kopecky, 2004).

B lymfocyty mohou byt aktivovany i pfimo antigenem bez pomoci T lymfocytt. Této
protilatkové odpovédi se UcCastni bunky marginalni zony, které jsou aktivovany antigeny
pfimo pfes svij BCR. Antigeny jsou obvykle bakteridlniho plvodu (napiiklad
lipopolysacharidy, polymerni formy bilkovin). Tyto antigeny jsou €asto schopny polyklonalni
aktivace BMZ premosténim vétstho mnozstvi BCR. BMZ po své aktivaci produkuji
nizkoafinni IgM protilatky. BMZ nejsou schopny izotypového presmyku. Do aktivace BMZ
jsou ziejmé zapojeny i Toll-like receptory (Vos et al., 2000).

2.3.2 Klasické folikularni B lymfocyty

Potiebuji pro svou aktivaci krom¢ vazby antigenu na BCR také spolupraci pomocnych
T lymfocyti (CD4+, Ty). Ty pomahaji B lymfocytim k jejich vyzrani v pIné funkéni bunky
nékolika zplsoby. Pomoc je ve formé produkce cytokini (naptiklad IL-4, IL-5, IL-21),
ale také pfimym kontaktem mezi B lymfocyty a Ty lymfocyty (napiiklad mezi CD40
a CD40L, ktery se rovnéz nazyva CD154). Diky této pomoci dochéazi k izotypovému
presmyku zIgM na ostatni izotypy IgG, IgA, IgE. Zaroven protilatky vyzravaji
do vysokoafinnich protilatek (Hofejsi et al., 2013).

2.3.3 Naivni B lymfocyty

Pied tim, nez se naivni B lymfocyt setka se svym antigenem, cirkuluje ve folikulech
perifernich lymfoidnich organid. Po navazani antigenu na BCR dochazi k pohlceni antigenu
B lymfocytem, k jeho zpracovani a prezentaci na povrchu cytoplazmatické membrany spolu
s MHC 1I, ¢imz se B lymfocyt stdva antigen prezentujici buitkou. MHC Il s navdzanym
peptidem je prezentovan T lymfocytim. V lymfoidnich organech existuji specializované
T lymfocyty a dendritické bunky (folikularni dendritické buiiky), které spolu s folikularnimi

B lymfocyty tvofi germindlni centra. Zde probiha findlni vyzrani protilatek (somaticka
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mutace, selekce vysokoafinnich bun€k a izotypovy presmyk). Z B lymfocyti se stdvaji bud’

dlouho zijici pamétové B lymfocyty, nebo plazmatické buiky, které migruji zpét do kostni

diené, kde produkuji vysokoafinni protilatky (Hofejsi et al., 2013).

2.3.4 Plazmatické bunky

Jak bylo vySe zminéno, plazmatické bunky se Vv periferni krvi témét nevyskytuji.
V kostni dfeni tvoti pouze 0,5 % jadernych bun¢k. Jsou to termindln¢ diferenciované buiiky,
které se jiz dale nedéli. Na svém povrchu maji velmi nizkou expresi znaku CD19, neexprimuji
znak CD20, CD27 a od ostatnich B lymfocytd se také 1iSi ztrdtou povrchovych
imunoglobulinti. Naopak maji vysokou hustotu znakti CD38 a CD138. Jejich jedinou funkci
je produkce vysokoafinnich protilatek jednoho typu, které odpovidaji vazebnym mistem
pivodnimu vazebnému mistu BCR. Protilatky proti nékterym antigenim (napt. protilatky
proti HLA) jsou udrZzovany i mnoho let ve stalé stejné koncentraci (Slifka & Ahmed, 1998,
Shapiro-Shelef et all, 2005). V kostni dieni mohou plazmatické bunky piezivat velmi
dlouhou dobu a zptsob, kterym umiraji, neni zatim objasnén. Ke svému pieziti nejspise
vyzaduji mikroprostiedi, které obsahuje IL-6, BAFF, APRIL (Tangye et al., 2011). Vyskyt
plazmablastii koreluje s cirkulujicimi DSA a také s vyskytem C4d ve Sté€pu (Zarkhin et al.,
2008).

2.3.5 Pamétové B lymfocyty

Pamétové B lymfocyty neprodukuji protilatky, ale po setkani s antigenem se mohou
velmi rychle pfeménit na plazmatické lymfocyty a zacit potfebné protilatky produkovat.
Pravdépodobné az 25 % B lymfocytli v obehu jsou pravé pamétové B lymfocyty. Tyto bunky
jsou velmi dlouho zijici (Hofejsi et al., 2013). Pamétové B lymfocyty exprimuji na svém
povrchu znaky CD19, CD20 a CD27. Pamétové B lymfocyty jsou zodpovédné za rychlé
zvySeni hladiny DSA v séru u pfedem senzitizovanych pacienti. V disledku toho dochazi

k rychlému rozvoji protilatkami-zprostiedkované rejekce (Burns et al., 2008).
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Obr. 5: Schéma vyvoje B lymfocyti

2.3.6 Sledované znaky na B lymfocytech

regulace vyvoje, aktivace, diferenciace (v komplexu s D21,CD81...),
funkee spolu s BCR zvySuje vnimavost k aktivaci antigenem
CD19
na vSech B lymfocytech véetné pro-B lymfocytd,
vyskyt ) .
snizena exprese po maturaci do plazmatickych bunck
funk na CD4+ T ly nezavisla aktivace B lymfocytd (obrana proti antigentim
unkce
S repetitivni polysacharidovou strukturou)
CD21 .
hlavné na T2 B lymfocytt a B lymfocytti marginalni zony (receptor pro C3d
vyskyt
slozku komplemntu)
funkce | neznama
CD24 : i i
vyskyt | vSechna stadia B lymfocyti s vyjimkou plazmatickych bunek
funkce | patii do rodiny TNF receptort
CD27 i
vyskyt | plasmatické B lymfocyty
funkce | enzym s mnoha aktivitami
CD38 i :
vyskyt | transientni bunky a plasmatické B lymfocyty
CD257/ | funkce | podporuje maturaci, pfeziti a aktivaci B lymfocyti
BAFF vyskyt | B lymfocyty a T lymfocyty

Tabulka 2: Funkce a vyskyt CD znakii na B lymfocytech (Upraveno z Vlkova, 2010).
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2.4 Uloha BAFF v bunééné biologii BLYMFOCYTU

2.4.1 BAFF a APRIL

Pivodné se povazovalo za jisté, Ze exprese BCR na B lymfocytech je dostatecna
pro pieziti a rozvoj B lymfocytl v periferii. Tato piedstava byla pozdéji prehodnocena, kdyz
byla objevena rodina B bunécnych aktivacnich faktorti patficich k rodiné Tumor Necrosis
Factor (TNF) jako je naptiklad BAFF (také nazyvan BlyS, Tall-1, TNF-4, THANK, TNSF
13b). Tyto nové poznatky posunuly nase chapani toho, které faktory jsou také dulezité

pro B lymfocytarni maturaci a preziti v periferii. (Bossen et al., 2008, Mackay et al., 2009)

Ligandy

BAFF je popsan jako ligand vdzany na membranu nebo se vyskytuje v solubilni
formé. BAFF je slozen z 285 aminokyselin. Solubilni BAFF je uvolfiovan jako peptidovy
zbytek obsahujici 152 aminokyselin (Moore et al, 1999, Schneider et al, 1999). Solubilni
BAFF je aktivni ligand v podob¢é homotrimeru. Toto je nejcastéjsi forma BAFF, kterou
muzeme vidét v cirkulaci. Na interakcich mezi BAFF trimery se podileji vodikové vazby,
sodikové mistky a hydrofobni vazby. Za fyziologickych podminek (pH) se solubilni BAFF
sdruzuje do 60-meru (viz Obr. 6) a tato forma se také vaze na receptory (Liu et al., 2002).
Solubilni 60-merni forma je za fyziologickych podminek stabilni, zatimco v kyselém
prostiedi se rozpada zpét do své vychozi trimerni podoby. Solubilni 60-merni BAFF je
nejaktivnéj$§i forma BAFF, pravdépodobné protoze vznika za fyziologickych podminek.
Pokud za normalnich podminek roste lokaln¢ koncentrace solubilniho BAFFu
a jeho 60-merni formy, da se ocekavat zvySena signalizace pres BAFF/APRIL receptory
(obzvlaste TACI) (Liu et al., 2002).

BAFFu podobny ligand, ktery také vyvolava proliferaci bunck, se nazyva APRIL
(jeho synonyma jsou TALL-2, TRDL-1, TNFSF13a). Je to heterotrimerni ligand, taktéz ¢len
TNF superrodiny. Je produkovany jako transmembranovy protein, ktery je Stépen jiz
v Golgiho aparatu a uvoliovan z buniky pouze jako solubilni faktor. Nestépeny APRIL je
sloZzen z 250 aminokyselin. Jeho solubilni forma je uvoliiovdna jako 146 aminokyselinovy

zbytek (17 kDa) (Lopez-Fraga et al., 2001).

Oblast DNA, ktera koduje APRIL, je situovana blizko oblasti pro TWEEK (jiny ¢len
superrodiny TNF). Mitize se stat, ze variantni sestfih vede ke vzniku hybridniho ligandu

APRIL\TWEEK, ktery se jmenuje TWE-PRIL. Vysledna podoba tohoto hybridu vypada tak,
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ze jeho extracelularni Cast je zajiStovana APRILem a transmembranova Cast zajiStovana
TWEEKem. Biologicka aktivita je tedy podobna APRILu (Pradet-Balade et al., 2002).

Vyznam tohoto ligandu je zatim neznamy.

Ligands

Receptors

-

o “\ —

2 —_—
c ™ - Negative regulator of B cells
- Survi I
£ ot e - Fas-induced death of |
g - Survival of plasma cells activated MZ B cells - Plasma cell surviva
& - Ig switching to IgG, IgE - Ig switching to IgG, IgE, IgA - Mcl1 expression
.| = TLR upregulation
- Response to Tl antigens

Obr. 6: Ligandy a receptory BAFF/APRIL systému a jejich funkce (Pfevzato z Mollecular Biology of B cells,
Frederick. W. Alt. et al, 2015)

Zdroje BAFFu a APRILu

BAFF a APRIL jsou produkovany celou ftadou hematopoetickych
i nehematopoetickych bun¢k (Mackay et al., 2009). Buniky myeloidni fady produkuji nejveétsi
mnozstvi BAFFu. Mezi nejvétSimi producenty BAFFu a APRILu jsou tedy hlavné monocyty,
makrofagy, dendritické bunky, zirné bunky, eozinofily a astrocyty (Nardelli et al., 2001.
Lavie et al., 2008. Huard et al., 2004. Ng et al., 2004. Scapini et al., 2003). Tyto bunky se
ucastni v pfirozené imunitni odpovédi. OvSem nepodileji se na dlouhotrvajici specifické
imunité, jsou urceny k okamzité rychlé akci. Tyto antigen prezentujici bunky produkci
BAFFu stimuluji T lymfocyty k jejich aktivaci a pteziti (Ng et al., 2004. Sutherland et al.,
2005). BAFF ma zaroven vliv na aktivaci pfirozené imunity, naptiklad ma vliv na pfezivani

monocytu, produkci prozanétlivych cytokint (Chang et al., 2006). Stimulace pftislusnych
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bunck k syntéze solubilniho BAFFu je navozena napiiklad interferonem gamma, IL-10,
CD40L (Morimoto et al., 2007). Také patogen asociované molekularni vzory (PAMPYy), jako
jsou lipopolysacharidy (LPS) ¢i peptidoglykany, navozuji zvySenou syntézu BAFFu
a APRILuU monocyto\makrofagovym systémem a dendritickymi bufikami. Aktivace probiha
ptes Toll- like receptory (TLR) (Groom et al., 2007, Hardenberg et al., 2007, Katsenelson et
al., 2007). TLR jsou dulezité hlavné pro buniky marginalni zoény (subpopulace B lymfocytt
nezavisla na T lymfocytech), které jsou lokalizovany hlavné v sinech sleziny, kam krev
piinasi patogeny. Aktivace bun¢k marginalni zony pies TLR je velmi strategicka hostitelska
odezva na patogen, ktery je pfinasen krvi. Muze to vysvétlovat pro¢ BAFF hraje velmi

dilezitou ulohu ve zvyseni exprese TLR na povrchu bunék (Groom et al., 2007).

BAFF a APRIL jsou rovnéz produkovany astrocyty jako soucast jejich aktivni role
pii pfirozené obrané mozku. BAFF spolu s dal§imi proinfekénimi cytokiny muize byt
odpovédny za zaméteni adaptivni imunity na CNS pfi jejho zanétu (Krumbholz et al., 2005,
Farina et al., 2007).

Aktivované T lymfocyty mohou produkovat hlavné APRIL a TWEPRIL. Soucasné
studie také ukazuji, ze Ty bunky v germindlnich centrech jsou dilezitym zdrojem BAFF
pro folikularni B lymfocyty, kterym pomahaji k vys$si afinité navozené somatickymi
hypermutacemi. Toto zjiS§téni naznacuje, Ze b&éhem afinitniho vyzravéni klony B bunck

spoléhaji na BAFF produkovany Ty (Goenka et al., 2007).

BAFF i APRIL ovliviwgji funkce T lymfocyti a také jejich ptezivani (Huard et al,
2004. Stein et al, 2002). Po ptidani exogenniho BAFF k aktivovanym T lymfocytim
ze sleziny, dochazi ke zvySeni exprese Bcl-2 (anti-apoptoticky protein), takze se da
predpokladat pozitivni vliv BAFF na ptezivani T lymfocytt (Ng et al., 2004).

Receptory pro BAFF a APRIL

Ligandy BAFF a APRIL sdileji dva typy receptort - TACI a BCMA (TNFRSF17),
ale vazi se na n¢ s ruznou afinitou. APRIL se vaze silné na receptor BCMA, na TACI jen
slabé. U BAFFu je to naopak, silnéji se vaze na TACI, ale s receptorem BCMA tvoii jen
slabou vazbu (Bossen et al., 2006. Schneider et al., 2001). Krom¢é toho se BAFF vaze
s nejvyssi afinitou na tieti typ receptoru - BAFF-R (TNFRSF13C) (Bossen et al., 2006).

BAFF preferuje vazbu s receptory BAFF-R a TACI a ma slabsi afinitu k receptoru BCMA
(100 krat nebo 1000 krat slabsi). APRIL se vaze srovnatelné s TACI i BCMA (Bossen et al.,
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2006). Vzhledem k tomu, ze TACI jako jediny receptor relativné se stejnou afinitou vaze jak
APRIL tak BAFF, da se ptedpokladat, Zze heterotrimery téchto ligandi jsou specifické
pro TACI (Roschke et al., 2002).

DxL motiv na BAFF-R, TACI a BCMA je rozhodujici pro navazani BAFF
a APRIL. DxL motiv je velmi konzervovany. V piipad¢ receptoru TACI je tato vazba
podpofena jesté pomoci dalsich dvou aminokyselin. Interakce mezi BAFF/APRIL a jejich
receptory probihd ptes konzervované na cystein-bohaté domény (CRDs) v extracelularni ¢asti
téchto receptori a kazda obsahuje DxL motiv. Proteiny TNF receptorové super rodiny
obvykle obsahuji tfi nebo Sest CRDs. TACI obsahuje dvé CRDs, BCMA obsahuje jedinou
CRDs a BAFF-R obsahuje castecnou CRD. Kompletni CRDs jsou slozeny asi ze 40
aminokyselinovych zbytkt (Hymowitz et al., 2005).

2.4.2 Exprese receptori na B lymfocytech

Receptor BAFF-R

BAFF-R se tucastni pozitivni regulace béhem B-bunétného vyvoje. BAFF-R je
dominantni receptor, ktery je exprimovany na povrchu maturovanych B lymfocytd (NG et al,
2004, Cancro, 2004). BAFF-R neni exprimovan na prekurzorech B lymfocytl v kostni dfeni,
ale objevuje se na nematurovanych B lymfocytech, které se méni na transientni B lymfocyty
1. typu. BAFF-R je zdkladem pro pfeziti a maturaci nematurovanych B lymfocyt (Batten
et al., 2000).

Receptor TACI

Receptor TACI podporuje u B lymfocyti presmyk (switch) do dalSich subtfid
imunoglobulini (IgG, IgA, IgE). Zaroven ma tento receptor pravdépodobné dulezitou funkci
pfi sniZzovani po¢tu B lymfocytli nasmérovanim bunék do apoptozy (Seshasayee et al., 2003).
Soucasné studie ukazuji, Ze TACI se ucastni v regulaci poctu B lymfocytl nepfimo tim,
7e zvySuje expresi Fas a Fas ligandu na povrchu LPS aktivovanych bunék marginalni zony
(Figget et al., 2013).

TACI je exprimovan na lidskych pamétovych buikéch, které u zdravych jedinci
zaroven exprimuji vyssi koncentraci Fas (Figget et al., 2013, Darce et al., 2007). TACI je také
exprimovan na subpopulacich B lymfocyti (naptiklad CD27 neg) (Darce et al., 2007). Dalsi
bunécnou linii, ktera exprimuje TACI jsou makrofagy, kde ma vliv na jejich preziti (Chang et
al., 2006).
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Exprese TACI je siln¢ zvySovana na povrchu B lymfocyti pokud jsou aktivovany
pfes mnoho TLR. Z tohoto pohledu hraje TACI vyznamnou ulohu pfi aktivaci B lymfocytt

marginalni zony (Groom et al., 2007, Katsenelson et al., 2007).

Receptor BCMA

Exprese receptoru BCMA je redukovana na B lymfocyty germinalnich center,
plazmablasty a je vysoce exprimovana na prekurzorovych B lymfocytech v kostni dieni
(Mackay et al., 2003. Zhang et al., 2005). Oproti tomu neni BCMA exprimovana
na slezinnych B lymfocytech (Sadanlick et al., 2008). BCMA je ziejm¢ velmi dulezita
pro preziti dlouho zijicich prekurzorovych B lymfocytech v kostni dieni (O’Conor et al.,
2004). BCMA pravdépodobné muze hrat roli v prezentaci antigenu B lymfocyty, protoze na
rozdil od TACI a BAFF-R je jako jedina schopna aktivovat JNK (Janus kindzy) signaliza¢ni

nitrobunéénou drahu, ktera vede k indukci odpovédi na prezentovany antigen (Yang et al.,

2005).

2.4.3 Exprese receptorii na T lymfocytech

Exprese BAFF-R se také zvySuje na aktivovanych T lymfocytech. Role BAFF-R
na aktivovanych T lymfocytech vede k expresi Bcl-2 a k produkci Tyl cytokinového spektra
CD4 T lymfocyty (Ng et al., 2004).

2.4.4 Role BAFF-APRIL systému v Zivoté B lymfocyti zdravého jedince

Maturace a preziti B lymfocytu

Hlavni funkci BAFF je pieziti B lymfocyti béhem jejich maturace (Batten et al, 2000.
Gross et al, 2001). BAFF receptor se objevuje na nematurovanych stadiich B lymfocytu, které
musi projit diferenciaci pfed dosaZenim findlnich maturovanych stadii (pamétové bunky,
plazmabasty) (Mackay et al, 2003, Thompson et al., 2001). Nematurovana diferencia¢ni
stadia B lymfocytll se nazyvaji transientni buniky, které se déli do tfi po sob¢ nésledujicich
typt (Allman et al., 2008). Pieziti druhého a tietiho stadia transientnich bunék je zavislé praveé
na signalizaci mezi BAFF-R a BAFF (Mackay et al., 2009, Batten et al., 2000). Exprese Bcl2
muze zachranit maturaci B lymfocyti u BAFF-deficientnich jedincti. Toto naznacuje,
7ze BAFF neni jedinym dilezitym faktorem pro pteziti B lymfocytd. OvSem je dilezitym

faktorem v diferenciaci bun¢k marginalni zony (Tardivel et al., 2004).

Aktivace BAFF-R vede kaktivaci NF-kappaB2 a naslednému pfepisu
anti-apopototickych geni zrodiny Bcl2 (Kayagaki et al., 2002, Gardam et al., 2008).
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BAFF zéaroven fidi pfeziti B lymfocyti blokovanim BCR, kterd je zvySovana
pusobenim proapoptotické molekuly Bim. Zaroven preventivné jsou rozmistény
proapoptotické protein kinasy Cdelta do jadra (Craxton et al., 2005, Mecklenbrauker et al.,
2004). Vysetfeni B lymfocytt korelované s vysledky BAFF ukazuji na zvétSeni velikosti B
bunék a jejich metabolické aktivity (Patke et al., 2006). Recentni vysledky ukazuji, ze BCR
a BAFF signalizuji do bunky pomoci ,,Scr family tyrosine kinase™ (Schweighoffer et al.,
2013, Infantino et al., 2013).

Aktivace B bunék

Nékteré prace ukazuji, ze BAFF iniciuje spusténi aktivace B lymfocyti ,,in vitro“
Vv kulturach (Schneider et al., 1999). OvSem, jak moc je dulezity BAFF pro spusténi aktivace
B lymfocytt ,,in vivo*“ neni zatim zcela jasné, vzhledem k dal§im znamym kostimula¢nim
signalim nutnym pro aktivaci B lymfocytl, jako jsou napiiklad CD40 ligand a ILA4.
Kooperace vSech slozek podilejicich se na aktivaci B lymfocytli neni zatim zcela znama

(Gross et al., 2001).

Exprese receptoru BCMA hraje vyznamnou roli v kone¢nych stadiich B bunécné
aktivace a fidi pteziti plazmablastli v kostni dfeni (O’Conor et al., 2004, Thompson et al.,
2000).

2.45 Role BAFF-APRIL systému v Zivoté B lymfocyti nemocného jedince

ww_ 7

BAFF a B bunécna tolerance

Imunitni systém produkuje denné nové lymfocyty. Mnoho nové vytvofenych
lymfocytl se vaze na struktury t€lu vlastni. Proto existuje mnoho kontrolnich bodi, kde jsou
tyto buiiky eliminovany nebo neutralizovany. Takto je navozena imunitni tolerance. Tento
proces probiha na riznych mistech téla, naptiklad v kostni dfeni a slezin€. Je popsano mnoho
mechanismi, které¢ zajisStuji B bunéfnou toleranci od selekce klonii reagujicich silné
S povrchovymi strukturami bunck (klonalni delece) az po odstranéni B lymfocyti, které
reaguji s povrchovymi strukturami slabg, le¢ stale predstavuji riziko vzniku autoimunity. Tyto
B lymfocyty jsou nasmérovany pomoci cytokinu k bunééné sebevrazdé. Dalsi zplsoby
navozeni B bunécné tolerance jsou pozorovany na periferii, kde dochazi u B lymfocyti
k navozeni anergie. Anergie je imunologicky pojem, ktery popisuje neschopnost reakce
imunokompetentnich bun¢k reagovat proti cizi latce. Tento jev je zapfic¢inén pifimou indukci

tolerance v perifernich lymfocytech. Imunitni systém je v pfipadé anergie neschopny reakce
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proti ur¢itému antigenu, vétSinou autoantigenu. Lymfocyty jsou povazovany za anergické
v piipadé, kdyz nejsou schopny reagovat na antigen, viuci kterému jsou specifické. Anergie je
jeden ze tii procesi, které zpusobuji toleranci, ¢imz zabrafuji sebeposkozeni organismu
imunitnim syst¢émem. (Goodnow et al., 1995, Cornall et al., 1995). Jak bylo zminéno vyse,
BAFF je faktorem, ktery fidi pfeziti a maturaci B lymfocyti. OvSem pocatecni stadia
B lymfocytt, které se vyvijeji v kostni dfeni, nemaji na svém povrch BAFF-R tudiz BAFF
nejsou schopny vazat (Ng et al., 2004).

Nékteré¢ B lymfocyty, které vaZzou velmi slabé antigeny organismu vlastni, nejsou
eliminovany. Tyto buriky se potom velmi ¢asto vyvijeji jako buniky marginalni zoény (Thien et
al, 2004). Bunky marginalni zoény (Obr. 7) jsou nazyvany jako ,innate like B lymfocytes®,
protoze jsou velmi U¢inn¢ aktivovany pres TLR4 jako odpovéd na LPS (Kearney, 2005,
Martin & Kearney, 2002, Oliver et al., 1997). Navic buiiky marginalni zony velmi dobie
funguji jako antigen prezentujici buriky pro naivni B lymfocyty, ¢imz propojuji pfirozenou

a adaptivni imunitu.

Marginal zone (sﬁ)r @ @
Dot N

Gram
bacteria

Obr. 7: Aktivace indukované B bunééné smrti fizené TACI na B buikdch marginalni zony (Pfevzato

z Mollecular Biology of B cells, Frederick et al., 2015)
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Je otazka, zda buniky margindlni zony, které jsou schopny se vazat na struktury vlastni
organismu, byt’ slabou vazbou, se miizou po aktivaci ptes TLR a za pomoci T lymfocytd, stat
bunikami produkujicimi vysokoafinni autoimunitni protilatky. Avsak je pravda, Ze vétSina
infekci  vyvoland gramm-negativnimi  bakteriemi nevede krozvoji autoimunitnich
onemocnéni. Nabizi se tedy otazka, jak je aktivace bunck marginalni zoény regulovana.
Autoprotilatky, jako naptiklad protilatky proti jadernym antigenlim, jsou Casto pozorovany
v prib¢hu infekci, ale tyto autoprotilatky maji pouze pfechodny charakter a po vyléceni
infekce vymizi (Rose, 2010). Je ziejmé, Ze regulacni mechanismy, které ovliviiuji vyvoj
takovych bunék, jako jsou pravé bunky margindlni zény, nejsou dostatecné znamé. Nové
prace ukazuji, Ze builky margindlni zony exprimuji na svém povrchu vysokou koncentraci
TACI. Navic vystaveni téchto bunék LPS vede k dalSimu nartGstu TACI na jejich povrchu.
Dulvod tohoto nariistu je zatim neznamy. Exprese TACI na povrchu bunék je ziejmé dilezita
pro optimalni expresi Fas a FasL (Figget et al., 2013). Dfivejsi prace ukazuji, ze vystaveni
bun¢k marginalni zony LPS vede k velmi rychlé aktivaci téchto bun€k, ov§em na druhou
stranu také rychlému piechodu do apoptozy (Figget et al., 2013, Oliver et al., 1997).
Signalizace ptes TACI hraje zfejmé roli v nasmérovani buiiky do apoptdzy. Soucasné
poznatky ukazuji na to, ze signalizace pies TACI ma dvé¢ zakladni funkce: 1) zvySuje se
exprese Fas a FasL na povrchu bun¢k a 2) dochazi k potlaceni exprese intracelularnich

anti-apoptotickych faktori. BAFF a APRIL mohou spoustét tento proces (Figget et al., 2013).

Cely proces aktivace bunck marginalni zony zafind kontaktem gramm-negativnich
bakterii s makrofagy a dendritickymi bunikami ve sleziné. Tyto bunky odpovidaji produkci
BAFF a APRIL (Mackay et al., 2009). LPS z gramm-negativnich bakterii se vaze na TLR-4
na povrchu bun€k marginélni zény, ¢imz tyto buiiky aktivuje, ale zaroven vyvolava zvysenou
expresi TACI (Figget et al., 2013). Bunky marginalni zony, které jsou aktivované LPS,
zacnou produkovat nizkoafinni polyreaktivni protilatky tfidy IgM, které rozpoznavaji
konzervativni struktury na povrchu bakterie (Oliver et al., 1997). Protilatky bakterii
opsonizuji. Zaroven bunky marginalni zony funguji jako antigen prezentujici bunky, ¢imZz
jsou schopny aktivovat adaptivni ¢ast imunitniho aparatu. Zaroven s aktivaci bunék
marginalni zony pifes TLR-4 dochazi ke zvySeni exprese Fas a FasL a sniZeni intracelularnich
anti-apoptotickych faktortt (XIAP, cFLIP). Nasledn¢ bunika umira, takze nemize migrovat
do T lymfocytarni zony, kde by mohla dostat pomoc od T lymfocytt, aby vyzrala k produkci
vysokoafinitnich protilatek. Na zavér lze shrnout, ze signalizace ptes TACI pravdépodobné

vede K regulaci a terminalni aktivaci bunék marginalni zony.
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Ostatni B lymfocyty nejsou zavislé na TACI-signalizaci pro nasmérovani do apoptozy.
Existuji zde TACI nezavislé mechanismy. Neni tedy jasné, zda TACI ma vyznam v regulaci

B bunécéné odpovédi jako celku.

BAFF a B buiikami zprostiedkovana autoimunita u mysi

Dysregulace funkci T a B lymfocytl se podili na vzniku takovych autoimunitnich
onemocnéni jako je na piiklad Systémovy lupus erythematodes (SLE) (Nagy et al., 2005),
(viz Obr. 8). BAFF je produkovan aktivovanymi T lymfocyty, které zaroven po aktivaci
zvysuji expresi BAFF-Ru. BAFF, ktery se vaze na BAFF-R na povrchu T lymfocytt vede
k produkci dilezitych cytokinti Thl jako jsou napfiklad interferon gama (Ng et al., 2004,
Mackay & Leung, 2006). Tyto aktivované T lymfocyty potom hraji dilezitou roli v rozvoji
autoimunitniho onemocnéni. Dysregulace mezi B a T lymfocyty zfejmé vede k produkci
patologickych autoprotilatek (Nagy et al., 2005). Jak je zminéno vySe, aktivované
T lymfocyty produkuji BAFF a APRIL a jejich naslednd signalizace ptes TACI je dulezita
pro izotypovy presmyk (He et al., 2010). Je mozné, ze nadmérna produkce BAFF vyvolava
zpétné nadprodukci BAFF T lymfocyty a to vede k pfesmyku na autoprotilatky v subtiidach
lgG1 a lIgG2.

B cell

Autoreactive
B cell
survival

Autoantibodies
Autoimmunity

Negative feedback
in innate MZ
B cells

Obr. 8: Uloha BAFF v patogenezi SLE (Prevzato z The BAFF/APRIL system in SLE pathogenesis, Fabien et al.,
2014)
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Ja také znamo, ze dochézi ke zvySeni hladiny IgA, coz je vyznamné u ledvinnych nefropatii.
Zatim co u mysi, které maji snizenou hladinu IgA, jsou rendlni patologie snizené.
IgA nefropatie u ¢loveéka koreluji se zvySenou hladinou APRIL Vv séru a jsou ¢ast€jsi u muzi.
Je zajimavé, ze u BAFF transgennich mysi také plati, Ze samci jsou castéji ohrozeni
ve srovndni se samicemi. Zfejmé to sovisi s riznou expresi BAFF u transgennich samct

a samic (McCarthy et al., 2011).

Role BAFF/APRIL systému vV B buiikami zprostiedkovanych imunodeficiencich

CVID je jednim znejcastéjSich imunodeficitnich onemocnéni. Je charakterizovan
snizenou tvorbou protilatek (obzvlasté IgG, IgA a IgM) po ofkovani, stejné jako nachylnosti
k infekcim obzvlasté dychaciho traktu. CVID je zaroven az v 20 % piipadd komplikovan
autoimunitnimi chorobami (Scharenberg et al., 2006). Etiologie CVID je zatim nejasna, ale je
pravdépodobné zplsobena nckterymi genetickymi defekty, které ovliviiuji imunologické
funkce. Mutace a delece nékterych gent ovliviiyjici B bunééné funkce mohou byt asociované
pravé sCVID (Woo et al., 2011). Soucasné znalosti mechanizmi vzniku CVID jsou
spojovany s mutacemi v genu kodujicim TACI. Tyto mutace byly nalezeny zhruba u 10 %
pacienti s CVID. Variace zplisobené mutacemi byly zjistény jak v extracelularni doméné
tohoto receptoru, ale zaroven i v transmembranové doméné (Salzer et al., 2005, Zhang et al.,
2007, Martinez-Pomar 2009, Pan-Hammarstrom et al., 2007, Garibyan et al., 2007). Ovsem
nelze zjednodusit mechanizmus vzniku CVID pouze na mutace v genu pro TACI bez dalsich

imunologockych abnormalit (Martinez-Gallo et al., 2013, Park et al., 2011).

BAFF-R je zakladni receptor pro pteziti B lymfocytt. Mutace v genu pro BAFF-R je
dilezity faktor pfi vzniku imunodeficience. Tyto mutace byvaji davany do souvislosti
s nizkym poc¢tem B lymfocyti (Losi et al., 2005). Ackoliv nékteré varianty BAFF-R stoji
za rekurentnimi infekcemi, jiné jsou prakticky asymptomatické. Kromé& sniZen¢ho poctu
B lymfocyti mohou také ovlivnit koncentraci IgG a IgM, zatimco koncentrace IgA zistava

nezménéna (Warnatz et al., 2009).

Na zavér lze ftici, ze mutace v genech pro TACI i BAFF-R maji vyznam pii vzniku

CVID, ale jsou potieba jeste dalsi faktory, aby se CVID klinicky manifestoval.

2.4.6 BAFF v transplantacich

Soucasna imunogeneticka vySetfeni pacientll pfed transplantaci zahrnuji kromé HLA
typizace, také detekci HLA-specifickych protilatek riznymi metodami. AvSak tato vySetfeni
neposkytuji informaci o B buikdch, které se ucastni humordlni odpovédi
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proti transplantovanému orgénu. Vzhledem k tomu, Ze je prokézano, Ze BAFF hraje dilezitou
roli pfi proliferaci, maturaci a diferenciaci B bunék, vime jen malo, jakou tlohu mé solubilni

BAFF a jeho receptory pii transplantaci a pfipadném rozvoji humoralni rejekce.

Je otdzka, zda by méfeni koncentrace solubilniho BAFF mohlo slouzit jako marker

protilatkami-zprostiedkované rejekce (AMR) u pacientl po transplantaci ledviny.

Nekteré prace naznacuji, Ze je U pacientt s anti-HLA protilatkami a vy$$imi hladinami
solubilniho BAFF vyssi pravdépodobnost vyvoje AMR. Neutralizace solubilniho BAFF by
u téchto pacientd mohla byt zajimavou terapeutickou strategii, ktera by mohla zabranit rozvoji
AMR, a to zejména proto, ze tyto latky jsou k dispozici a byly jiz pouzity v 1é€bé autoimunity
(Banham et al., 2013, Thibault-Espitia et al., 2012). Dalsi studie naznacuji, ze neutralizace
solubilniho BAFF/APRIL muze byt aplikovana pro zvyseni uc¢innosti CD40 / CD154(CD40L)
kostimulaéni blokady a zlepSeni preziti St€épu u T bunck senzibilizovanych piijemcim
(Gorbacheva et al., 2015). Pilotni studie, do které bylo zatazeno 8 pacientti po transplantaci
ledvin, ale ukazala, Ze vyuziti Belimumabu (humanizovana monoklonalni protilatka, ktera
inhibuje BAFF) v monoterapii byla ukonena a to z duvodu nedostate¢né ucinnosti.
Proto bude potfeba provést dalsi studie, které eventuélné¢ prokazou, zda pacienti
po transplantaci organd, mtzou mit prospéch z blokady solubilniho BAFF, pravdépodobné
v kombinaci s jinymi imunosupresivnimi preparaty, tak jako to bylo jiz pouZzito u nékterych
autoimunitnich onemocnéni (Lateef et al., 2010, Ginzler et al., 2012). Jiné prace ale
neprokazaly, ze by se hladina solubilniho BAFF méfeného pred transplantaci liSila u pacientt
s naslednou AMR a pacientii bez rejekce (Snaunoudj et al., 2014).

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banham%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842189

3 Cile diplomové prace

Ptedlozena diplomova prace se zabyva hodnocenim rizika vyvoje akutni protilatkami

zprostiedkované rejekce u pacientd po transplantaci ledviny.

Konkrétni cile:

1.

Zjistit, zda lze hladiny BAFF cytokinu pouzit jako marker humoralni rejekce.

Zm¢tit hladiny BAFF v séru pied transplantaci u skupiny pacientd s diagnostikovanou

rejekei a porovnat je s koncentracemi u kontrolni skupiny pacientd bez rejekce.

Analyzovat hladiny BAFF cytokinu v porovnani s klinickym prib&hem
po transplantaci, zjistit, zda existuje signifikantni korelace mezi koncentracemi BAFF

a incidenci humoralni rejekce.

Za vyuziti prutokové cytometrie detekovat vazané formy BAFF u jednotlivych
subpopulaci B lymfocytd (transientni, naivni, neswitchované, switchované
a plazmatické) a porovnat je s hladinami solubilni formy BAFF. Sledovani zmén

U pacientd s akutni humoralni rejekci a bez rejekce.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Experiment 1 — solubilni BAFF

Prvni ¢ast diplomové prace navazuje na diplomovou praci Mgr. Jitky Brozové: Role
B bungk v transplantagnich reakcich. V retrospektivni analyze byly zkoumany hladiny
faktoru BAFF pied transplantaci a po transplantaci. Tato data naznacuji, Ze pacienti v prab&hu
humoralni rejekce maji nizsi hladiny solubilniho BAFF cytokinu oproti pacientim bez rejekce
(Brozova, 2014).

Do nasi retrospektivni studie jsme zahrnuli 92 pacient (33 Zen, 59 muzl), které jsme
sledovali v c¢asovych intervalech: pted transplantaci, 3 mésice, 6 mésich a rok
po transplantaci. Pacienti byli ve vékovém rozmezi 19-76 let. Jednalo se o pacienty, ktefi
podstoupili transplantaci ledviny mezi roky 2004-2005 v IKEM. Vyskyt rejekénich epizod
a preziti §tépu byl sledovan po dobu 7 let. Piitomnost donor-specifickych protilatek byla
definovana za vyuziti CDC (komplement dependentnim cytotoxickym) crossmatch testem

a u vybranych pacienti FCXM (crossmatch testem za vyuziti priutokové cytometrie).

HLA protilatky byly stanoveny metodou LabScreen (zpocatku MIX, cut off byl
stanoven nad 500 mean fluorescence intensity (MFI) a nasledovné testy Single antigen
1. tfidy — cut off nad 1000 MFI, Single antigen 2. tfidy — pozitivita nad 2000 MFI).
K posouzeni, zda HLA protilatky jsou opravdu namifené proti neshodnym antigeniim darce,
byla porovnana HLA typizace darce s HLA antigeny piijemce ledviny. Uréeni HLA antigent
se provadi metodou PCR-SSP (darce) a PCR-SSOP (pacient).

Pacienti s protilatkami-zprostfedkované rejekce (n=13) byli vybrani na zékladé nalezu
C4d depozit v peritubularnich kapilarach transplantované ledviny (imunoflorescencni
detekce) a detekci donor specifickych protilatek (DSA) v sérech pacienti. Rejekce nebyla
diagnostikovéana u 60 pacienti.

Solubilni BAFF byl stanoven ze séra ziskaného z periferni krve pacientd. Hladiny

SBAFF byly stanoveny pomoci Xmap metodiky na pfistroji Luminex.
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4.2 Experiment 2 — membranové vazany BAFF

V druhé casti diplomové prace byl analyzovan vztah mezi solubilnim BAFF
a membranov¢é vazanym BAFF na jednolivych subpopulacich B lymfocytu (transientni,
naivni, neswitchované, switchované a plazmatické) u pacientli s akutni humoralni rejekci

a pacientu bez rejekce.

Do této skupiny bylo zafazeno 20 pacientd (12 muzl, 8 Zen) transplantovanych
v IKEM v roce 2016. BAFF byl méfen pied transplantaci, tyden po transplantaci, 3 mésice
po transplantaci a v dob¢ rejekce.

Periferni krev byla odebrana do zkumavek sEDTA, zpracovana (izolace
mononuklearnich bun€k) a méfena na pratokovém cytometru Cyan ADP 9C (Beckman
Coulter, Brea, CA). Solubilni BAFF byl stanoven z plazmy ziskané z periferni krve pacientt

a méfen pomoci Xmap metodiky na pfistroji Luminex.
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5 Pouzité pristroje a chemikalie

5.1 Pristroje, material

e Centrifuga Megafuge 1.0RS, Heraeus Instruments

e Centrifuga Minispin, Eppendorf

e Luminex 200 IS 2.3, One Lambda

e Pritokovy cytometr Cyan ADP 9C (Beckman Coulter)
e Tiepacka ZX3, Velp Scientifica

e Zkumavky, pipety, Spicky a bézny laboratorni material
5.2 Chemikalie

e Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway)

LABScreen® Single Antigen Class I, One Lambda (Canoga Park, CA, USA)
Phosphate Buffered Saline (CellWash; Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
Destilovana voda, Lékarna IKEM

CellWash (BD Biosciences, San Diego, CA)

Sada Luminex® Performance Assay — Human Biomarker Base Kit A, R&D

Systems
e Standard Cocktail
e Diluent RD2-5
e Calibrator Diluent RD60-6
e Streptavidin — fykoerytrin (PE)
e Koncentrovany promyvaci pufr
e 96-jamkova desticka, lahvicka na michéni, lepici folie
e Mikrokuli¢ky s navdzanou protilatkou proti BAFF

e Biotinylovana detek¢ni protilatka

Protilatky

e (CD45-KromeOrange (clone J-33; Beckman Coulter, Brea, CA)
e CD19-ECD (clone J3-119; Beckman Coulter, Brea, CA)
e CD27-PC7 (clone 1A4CD27; Beckman Coulter, Brea, CA)
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CD21-PacificBlue (clone BL13; Beckman Coulter, Brea, CA)
CD38-APC-AF750 (clone LS198-4-2; Beckman Coulter, Brea, CA)
CD24-APC (clone ALB9; Beckman Coulter, Brea, CA)

CD257-PE (clone T7-241, Biolegend, San Diego, CA)
IgD-PerCP-Cy5.5 (clone 1A6-2; BD Biosciences, San Diego, CA)
IgM-FITC (clone G-20-127; BD Biosciences, San Diego, CA)
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6 Metody

6.1 Méreni solubilniho BAFF

Pro méfeni koncentrace solubilniho BAFFu byla vyuzita komeréné vyrabéna souprava
Luminex® Performance Assay — Human Biomarker Base Kit A, R&D Systems.
Séra pacientti byla nejprve rozmrazena a centrifugovana (10 minut, 13000 g). Poté byla
nafedéna. Do kazdé z pripravenych zkumavek bylo pieneseno 50 ul Cistého supernatantu
a 100 pl Calibrator Diulent RD6-60.

Piiprava reagencii:

Koncentrovany promyvaci pufr (20 ml) byl nafedén destilovanou vodou (480 ml).
Dale bylo piipraveno 7 standardi. Standard Cocktail (prasek) byl rozpustén v 1 ml Calibrator
Diulent RD6-60. Do prvni zkumavky bylo pfeneseno 500 ul takto nafedéného standardu,
do zbylych Sesti zkumavek bylo pipetovano 200 ul Calibrator Diulent RD6-60. Dale byla
pouzita trojitd fedici fada, bylo pfeneseno vzdy 100 pl z predchozi do nasledujici zkumavky
(viz Obr. 9).

100 ul 100wl 100wl 100w 100w 100 wl

500 ul Std. N NN YT N

Standard

Obr. 9: Schematické znazornéni piipravy standardui. (Pfevzato a upraveno z manuilu Human
Biomarker Base Kit A, R&D Systems).

Mikropartikule s navazanou protilatkou proti BAFFu byly pted uzitim centrifugovany
(30 s1000 g), protfepany a natedény (50 pl mikropartikuli a 5 ml Diluent RD2-5 na 96

jamek).
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Biotin s navazanou protilatkou byl centrifugovan (30 s, pfi 1000x g), jemné protfepan
a zfedén roztokem RD2-5 (50 pl protilatky a 5 ml Diluent RD2-5).

Streptavidin-PE byl centrifugovan (30 s, pii 1000X g), jemné protiepan a ziedén (55 ul
Streptavidin-PE a 5,5 ml promyvaciho pufru). Zkumavka s natedénym streptavidinem byla
uschovana ve tme pii teploté 2-8°C.

Provedeni testu:

Prace byla provedena v 96 jamkové desticce, kterd byla predem navlhéena
promyvacim pufrem (100 pl/ jamka). Tekutina byla odstranéna rychlym vyklepnutim
a odsatim na filtracnim papiie. Poté bylo pipetovano do prvni jamky desticky 50 pl blanku
(Calibrator Diulent RD6-60). Do dalsich jamek 50 ul standarda respektive vzorku. Po ptidani
50 pl mikropartikuli s navazanou protilatkou do kazdé jamky byla desticka zakryta folii
a za mirného tfepani se 3 hodny inkubovala pti laboratorni teplot¢.

Po inkubaci byla desti¢ka 3x promyta pfidanim 100 ul promyvaciho roztoku do kazdé
jamky. Mezi jednotlivymi kroky promyvani byla desticka vzdy centrifugovédna 5 minut pfi
1300 g. Tekutina z desticky byla odstranéna kratkym a ostrym vyklepnutim a odsatim

na filtracnim papifte.

Palystyrene beads:

EEEL L LY

o Streptavidin-PE

R Biotin
Datection Antibody
r_* Target Analyte
S5 .
;} i %

Obr. 10: Princip metody Luminex

Vzorek se pridd do smési barevnych polystyrenovych kulicek, predem potazenych protildtkami, které zachycuji
detekovany analyt. Piida se biotinova detek¢ni protilatka specificka pro analyt a timto se vytvofi ,,sendvic*
protilatka -antigen. Je ptidan Streptavidin-PE, ktery se vaze na biotin. Polystyrenové kuli¢ky jsou detekovany
pomoci dvou lasert. Prvni laser rozeznava polystyrenovou kulicku a urcuje analyt, ktery je detekovan. Druhy

laser urcuje velikost signalu PE, ktery je v pfimé umeéte k mnozstvi vazaného analytu. (Pfevzato a upraveno

z Technical Resources, Ptirucky R&D Systems)
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Dale bylo do kazdé jamky pipetovano 50 pl nafedéného biotinu s navazanou
protilatkou. Desticka byla opét zakryta folii a inkubovana 1 hodinu za mirného tfepani
a nasledné 3x promyta viz vyse.

Po pfidani 50 ul nafedéného Streptavidin-PE a 30 minutové inkubaci na tiepacce byla
desticka 3x promyta.

V poslednim kroku byly mikropartikule resuspendovany ve 100 ul promyvaciho pufru

a po dvou minutach mirného tiepani ptipraveny k analyze na piistroji Luminex 200.
6.2 Izolace mononuklearnich bunék z periferni krve

Pfed méfenim na pritokové cytometru bylo tieba izolovat mononukledrni bunky
z krve. Krev z periferie byla odebrana do zkumavek s EDTA, poté nafedéna v poméru 1:1
v PBS (Phosphate Buffered Saline) a opatrné promichana. Vrstva Lymphoprepu
ve zkumavkach Falconn byla pfevrstvena v poméru 1:2 nafedénou krvi. Krev byla kapana
pomalu po sténé zkumavky, aby nedochazelo k promichani jednotlivych vrstev. Vzorky byly
rozdélila pomoci hustotniho gradientu (viz Obr. 11) na jednotlivé bunécné slozky. Pomoci
Pasteurovy pipety byl odebran prstenec, ktery vznikl na rozhrani Lymphoprepu a plazmy,
a prenesen do ¢isté zkumavky. Poté byly bufiky za pomoci centrifugace promyty dvakrat
v PBS (10 minut pii 1200 otackach, nejnizs§i stupenn zrychleni, nejvyssi stupen brzdéni).
Po odstranéni supernatantu byla suspenze bun€k nafedéna pomoci kultivaéniho média
na koncentraci 1 x 10° bungk/ml. Dale byly buiiky znageny monoklonalnimi protilatkami.
Ke 100 pl suspenze bunék bylo ptidano 10 ul CD45-KromeOrange, CD19-ECD, CD27-PC7,
CD21-PacificBlue, CD38-APC-AF750, CD24-APC, 20ul IgM-FITC a 5 pl IgD-PerCP-Cy5.5
a CD257-PE. Suspenze bun¢k byla s monoklonalnimi protilatkami inkubovana dvacet minut
a poté zastavena roztokem CellWash (BD Biosciences, San Diego, CA). Vzorky byly méfeny
na pritokovém cytometru Cyan ADP 9C a hodnoceny systémem Kaluza (Beckman Coulter,
Brea, CA).
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Obr. 11: Izolace bunék na zakladé hustotniho gradientu (upraveno dle Anonym, 2013)

6.3 Priitokova cytometrie

Pro analyzu jednotlivych subpopulaci B lymfocytd byl vyuzit priutokovy cytometr
Cyan ADP 9C (3 lasery, 9 barev).
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Obr. 12: Princip priitokové cytometrie (Pfevzato z K. Soucek a R. Fedr, Biofyzikalni Gstav AV CR, Masarykova
Univerzita, FNUSA-ICRC, Priitokova cytometrie a sorting)
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Jednd se o standardni metodu, kterd slouzi k analyze bun¢k v suspenzi. Bunécna
suspenze se znati pomoci monoklonalnich protilatek s navazanou fluorescenéni znackou
(fluorochromem). Molekuly protilatek se specificky vaZzou na antigeny uvniti ¢i na povrchu
bunék. Suspenze znacenych bunék je v pritokovém cytometru pretlakem stiikéna skrz trysku.
Vytvoii se tenky proud suspenze, v némz jsou bunky fazeny za sebou (fluidni systém). Tento
proud bun€k nasledné prochazi optickym systémem, kde je protinan laserovym paprskem.
Z boéniho odrazu svétla posuzujeme granularitu bunék (SS, side scatter). Cim vice dochazi
k odrazu svétla od buiky, tim obsahuje vice granuli. Z ptfimého rozptylu (lomu) svétla
urCujeme velikost buniky (FS, forward scatter). VEtsi bunky rozptyluji svétlo vice. Pokud
doslo k navazani fluorescencni znacky, dojde diky pouzitému laseru k excitaci svétla. Paprsky
excitovaného svétla jsou vedeny na detektory. Elektronicky systém pak prevadi opticky signal
z detektort na elektricky a zaroveil ho ptevede do podoby pro pocitacovou analyzu

(Barttinkova, 2005).
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6.3.1 Gatovaci strategie pro stanoveni lidskych perifernich B lymfocyti
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d)

‘ [B lymfocyty] CD38-APC-AF750 / CD24-APC [B lymfocyty] CD38-APC-AF750 / IgM-FITC
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Obr. 13: Gatovaci strategie pro stanoveni lidskych perifernich B lymfocyt

a) Definice B lymfocytii pomoci znaku CD45/FS/SS/CD19 b) Stanoveni maturovanych naivnich bungk (IgM*
IgD" CD27") ¢) Pamétové buiiky jsou definovany pomoci exprese IgM CD27" Dale byly rozdéleny subpopulace
B lymfocytii na IgM'CD21" nebo IGM'CD27" (switchované pamétové B buiiky) a IgM*CD27" nebo IgM™
CD21" (neswitchované B buiiky) d) transientni B buiiky jsou uréeny jako CD24""CD38"%" tato subpopulace
koresponduje se subpopulaci IgM"™CD38"Mplasmablasty Plazmablasty jsou oviem IgM'CD38"™ B buiiky
nebo CD24 CD38"9" B buiiky (Svachovi et al., 2016)

transientni| neswitchované|switchované | pamét'ové | plazmatické

IgM +++ +++ - - -

1gD + + +++ - -
CD21 - +++ + + -
CD24 +++ +++ - ++ -
CD27 - + - + +++
CD38 +++ - + + ++++
CD45 +++ +++ +++ +++ +++
CD19 +++ +++ +++ +++ +

Tabulka 3: Definice jednotlivych subpopulaci B lymfocyt
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6.4 Statistické zpracovani dat

Pfti statistickém vyhodnoceni byly vysledky zpracovany v programu Graphpad Instat 5.

U obou experimenti byla data analyzovana pomoci Mann-Whitneyova testu (vék, BAFF
cytokin a pocet neshod v HLA antigenech), y2- testu a (pohlavi, pfitomnost PRA a DSA,
pocet transplantaci, indukéni a udrzovaci imunosuprese). V piipadé mensiho poctu hodnot
byla pouzita y2-test s Yatesovou korekci. Vysledky jsou uvedené jako primér + smérodatna
odchylka nebo procento. Rozdily mezi daty jsou statisticky vyznamné, pokud p hodnota <
0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001).
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7 Vysledky

7.1 Stabilita solubilniho cytokinu BAFF

Proteiny pii nevhodném skladovani mohou degradovat. Proto jsme povedli zkousku
zjistit stabilitu BAFF cytokinu za rtiznych podminek. Byly pouzity vzorky od tii pacientl
pred transplantaci a koncentrace BAFF ihned po odbéru a po skladovani pti 4°C, -20°C a
-80°C byly uréeny metodou Luminex. Vysledky jsou prezentovany v Tabulce ¢. 4 a obrazku

14.

BAFF (ng/ml)
Pacient Cerstvé -80°C -80°C -20°C -20°C 4°C 4°C
sérum 1. mésic 2.mésic | 1.mésic | 2.mésic | 1.mesic | 2.mésic
1 2,930 3,105 3,115 3,005 3,100 2,230 1,749
2 2,040 2,055 2,200 2,101 2,182 1,548 0,848
3 3,049 3,111 3,274 3,204 3,258 2,349 1,568

Tabulka 4: Stabilita BAFF cytokinu

Koncentrace BAFF pfi -80°C a -20°C byly téméf totozné s Cerstvym sérem (NS). Vyrazny
pokles koncentrace BAFF byl pozorovan pii uchovani v lednici pfi teploté -4°C uz v prvnim

mésici, tento pokles byl statisticky vyznamny (Mann-Whitney test (* p < 0,05)).

NS .

[ | E—

Obr. 14: Vyvoj stability BAFF pti ruznych teplotach v ¢ase
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7.2 Experiment 1 — solubilni BAFF (SBAFF)

Z celkového poctu 92 pacientit v prvni skupiné, 13 pacienti mélo akutni humoralni
rejekci, 18 pacientd bylo diagnostikovano s akutni celularni rejekci a 4 pacienti vyvinuli
soucasné akutni humoralni a celularni rejekci. U jednoho pacienta byla diagnostikovana
chronickd humoralni rejekce. U zbyvajicich 60 pacientd, zadna rejekce nebyla
diagnostikovana. Do studie byli zafazeni dva pacienti s ledvinou od zivého darce, zbylych 90
pacienti ziskalo ledvinu od zemielého darce. Antithymocytarni globulin (ATG)
a kortikosteroidy byly pouzity jako indukéni imunosuprese U 13 pacientl, Tabulka 5.
Udrzovaci 1écba (takrolimus, mykofenolat mofetil, kortikoidy) byla aplikovana vSem

pacientim.

7.2.1 Demografické idaje a klinicka data prijemcu ledviny a vyskyt akutni

humoralni rejekce

Primérny v&k skupiny s akutni humoralni rejekci byl 52+12 let, pacienti bez rejekce
méli pramérny vék 54411 let (NS). Do této skupiny byli i zafazeni 4 pacienti, u kterych byla
diagnostikovana souc¢asné AMR + ACR. Opakovana transplantace probéhla u 4 pacientt.
Induk¢ni imunosuprese byla aplikovana u 5 pacientt, i pies to, vSichni tito pacienti méli
diagnostikovanou akutni humoralni rejekci v pribéhu po transplantaci. Nebyl prokazan
signifikantni rozdil mezi pohlavim, v€kem, typem dérce a dalSimi demografickymi parametry
U pacienti s rejekei a bez rejekce (Tabulka 5). Ke ztraté funkce $tépu z imunologickych pficin

doslo u 6 pacientli s akutni humoralni rejekci.

Bez rejekce AMR P
hodnota
n=60 | Interval/[%] | n=13 | Interval/[%]
VK 57012 | (1976) | 52¢12 | (33-66) | O
Pohlavi piijemce NS
Muz (n=44) 39 89% 5 11%
Zena (n=29) 21 73% 8 27% NS
Darce Zivy (1) 1 100% 0 0% NS
Zemiely (72) 59 82% 13 18% NS
Transplantace Prvni (n=69) 57 83% 12 7% | S
Retransplantace NS
(n=4) 3 75% 1 25%
Indukéni 1n-1unosu1?rese ano (n=13) 8 62% 5 38% NS
(ATG, kortikosteroidy) ne (n=60) 52 87% 8 13% NS
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Tabulka 5: Demografické udaje u pacientt s akutni humoralni rejekci a bez rejekce. AMR-akutni humoralni

rejekce, ATG-Antithymocytarni globulin

7.2.2 Vybrané rizikové faktory ve vztahu k akutni humoralni rejekci

Pocet HLA neshod se pohyboval od 0 po maximéln€¢ 6 neshod (v lokusech A, B
a DR) a signifkantné¢ se neliSil u pacientd srejekci a bezrejekce. Koncentrace panel

reaktivnich protilatek rovnéz nebyla zvysena u pacienti s AMR (Tabulka 6).

Bez rejekce AMR P hodnota
N=60 | Interval/[%] | "=13 | Interval/[%]

Neshody vHLA | A, B 3+1,2 (0-4) 3+0,7 (0-4) NS
DR 1+0,7 (0-2) 1+0,8 (0-1) NS

A, B, DR<4 (n=45) | 42 94% 3 6%
A, B,DR>4(n=27) | 18 67% 9 33% NS

PRA <10 % (n=61) 53 87% 8 13%
>10 % (n=12) 7 58% 5 42% NS

<50% (n=67) 56 82% 11 17%
NS

>50% (n=6) 4 67% 2 33%

Tabulka 6: Vybrané rizikové faktory ve vztahu k akutni humoralni rejekci, PRA-Panel reaktivni protilatky,
AMR-akutni humoralni rejekce
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7.2.3 Demografické udaje a Kklinicka data prijemci ledviny a vyskyt
soubézné celularni a protilatkami-zprostiredkované rejekce

Ctyii pacienti s AMR (2 muzi a 3 Zeny) méli diagnostikovanou soudasné probihajici
akutni celularni rejekci (ACR). Jeden pacient mél pied transplantaci induk¢ni imunosupresi,
udrzovaci imunosuprese byla podavana vSem pacientim. Nebyl nalezen signifikatni rozdil
mezi vékem, pohlavim pfijemce, typem darce, poctem transplantaci ani typem imunosuprese

u pacienti S AMR + ACR a pacienty bez rejekce (Tabulka 7).

Bez rejekce AMR + ACR P hodnota
n=4
n=60 | Interval/[%] Interval/[%)]
Vek 57012 | (19-76) | 48+8 | (42-66) NS
Pohlavi piijemce Mu (n=41) 39 95% 5 59 NS
Zena (n=23) 21 91% 2 9% NS
Dirce Zivy (1) 1 100% 0 0% NS
Zemiely (63) 59 94% 4 6% NS
Transplantace Prvni (n=61) 57 93% 4 7% NS
Retransplantace(n=3) 3 100% 0 0% NS
Indukéni imunosuprese ano (n=9) 8 88% 1 11% NS
(ATG, Kkortikosteroidy) ne (n=55) - 94% 3 6% NS

Tabulka 7: Demografické udaje a klinicka data ptijemct ledviny a vyskyt kombinované ACR a AMR. AMR-

akutni humoralni rejekce, ACR-akutni celularni rejekce, ATG- Antithymocytarni globulin
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7.2.4 Vybrané rizikové faktory ve vztahu Kk soucasné probihajici ACR
a AMR

Nepozorovali jsme zadny rozdil u pacienti s ACR+AMR oproti pacientim bez rejekce
a s ojedinélou AMR. Nebyla prokazana souvislost mezi panel reaktivnimi protilatkami

diagnostikovanymi pted transplantaci a rozvojem sou¢asné ACR+AMR (Tabulka 8).

Bez rejekce AMR + ACR AMR P
hodnot
a
n=60 '”tef‘;a'/ % | n=4 | terval/i%] | N=9 | Interval/[%] | NS
Neshody v A B 3£1,2 (0-4) 3+0,8 (2-4) 3+0,9 (2-4) NS
HLA DR 10,7 | (0-2) 141 (02) |1:06| (0-2) NS
REEE ] a 94% 0 0% 4 100% NS
(n=46)
A/ B,DR24
(n=27) 18 67% 4 15% 5 19% NS
<10 % (n=60) 53 87% 4 7% 3 50
PRA 210 % (n=13) 7 53% 0 0% 6 46% NS
<50% (n=67) 56 82% 4 6% 7 10%
250% (n=6) 4 67% 0 0% 2 33% NS

Tabulka 8: Vybrané rizikové faktory ve vztahu k ACR+AMR, PRA-Panel reaktivni protilatky, AMR-Akutni

humoralni rejekce, ACR-akutni celularni rejekce
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7.2.5 Demografické udaje a vyskyt ACR

Mezi pacienty s ACR jeden piijemce ziskal ledvinu od Zivého darce, ostatni ledviny
byly od zemielych darci. Vsichni pacienti s ACR podstoupili prvni transplantaci. Ke ztraté
funkce stépu doslo ve trech pfipadech. 11 pacienti bylo 1é¢eno ATG a kortikosteroidy

(indukéni imunosuprese) (Tabulka 9).

Bez rejekce ACR P hodnota
n=60 | Interval/[%] | n=18 | Interval/[%]

Vek 55 (19-76) 57 (a1-66) | O
Pohlavipfijemee | \\ ;152 39 75% 13 250 | NS
Zena (n=26) 21 81% 5 19% NS
Dirce Zivy (1) 1 100% 0 0% NS
Zemiely (77) 59 77% 18 23% NS
Transplantace Prvni (n=75) 57 76% 18 2a% | NS
Retransplantace (n=3) 3 100% 0 0% NS
Indukéni imunosuprese | ano (n=19) 8 42% 11 58% NS
(ATG, kortikosteroidy) ne (n=59) 52 88% ; 12% NS

Tabulka 9: Vybrané rizikové faktory ve vztahu s akutni humoralni rejekci, ACR-akutni celularni rejekce, ATG-

Antithymocytarni globulin
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7.2.6 Vybrané rizikové faktory ve vztahu k vyskytu ACR
Maximalni pocet neshod v HLA systému mezi darcem a pfijemcem byl 6 a signifkantné
se nelisil u pacientd s ACR a pacientii bez rejekce. Rovnéz koncentrace panel reaktivnich

protilatek nebyla rizikovym faktorem pro vyvoj ACR (Tabulka 10).

Bez rejekce ACR P hodnota
n=60 | Interval/[%] n=18 | Interval/[%]

Neshody vHLA | A,B 3+1,2 (0-4) 3+0,8 (2-4) NS

DR 10,7 (0-2) 1+0,6 (0-2) NS

A, B, DR<4 (n=55) | 42 76% 13 24% NS

A, B,DR>4(n=23) | 18 78% 5 22% NS
PRA <10 % (n=69) 53 7% 16 23%

>10 % (n=9) 7 78% 2 22% NS

<50% (n=67) 56 84% 18 84%

>50% (n=6) 4 10% 0 0% NS

Tabulka 10: Vybrané rizikové faktory ve vztahu k ACR, PRA-Panel reaktivni protilatky, ACR-akutni celularni

rejekce

7.2.7 Koncentrace sBAFF ve vztahu k AMR

AMR byla diagnostikovana u pacienti tyden az tfi mésice po transplantaci. Pacienti bez AMR
méli pied i po transplantaci stejné hladiny sBAFF (Obr. 15). RovnéZz pied transplantaci
pacienti s AMR nevykazovali vyznamné rozdily v hladinach sBAFF v porovnani s pacienty
bez rejekce. Po transplantaci ale pacienti s AMR méli signifikantni pokles sSBAFF, ktery byl
vyznamny i po cely Cas sledovani (jeden rok). Nejvétsi rozdil v koncentracich sBAFF byl
3 mésice po Tx (p <0,001) (Tabulka 11).

Bez rejekce AMR P hodnota
BAFF (ng/ml) | pfed Tx (n=69) | 3,4+14 | (0,6-6,8) | 2,4+1,3 | (0,6-5,3) | NS
3mpo Tx (n=69) | 3,5+1,5 | (0,7-7,6) | ***1,8+1,1 | (0,4-3,8) | <0,001
6m po Tx (n=69) | 3,6+1,4 | (1,4-7,1) | *2,34+1,2 | (0,6-4,7) | <0,05

rok po Tx (n=69) | 4,0+£1,5 | (1,4-7,2) | *2,8t1,3 | (1,4-5,6) | <0,05
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Tabulka 11: Koncetrace sSBAFF u pacientl bez rejekce a s AMR

Hodnoceno Mann-Whitneyav testem, *, ***vztazeno ke skuping bez rejekce

Bez rejekce AMR
NS *
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Obr. 15: Vyvoj koncentrace sSBAFF cytokinu v ¢ase u pacientli bez rejekce a s AMR

Hodnoceno Mann-Whitneyovym testem, (* p < 0,05)

Dva pacienti byli hodnoceni zvlast (mimo analyzovany soubor). U prvniho pacienta byla
po 14 mésicich diagnostikovana chronickd humoralni rejekce. UZ po 12 mésicich byl
pozorovan pokles koncentrace sBAFF. U druhého pacienta probéhla AMR 3 mésice
po transplantaci. | zde doslo k vyraznému poklesu koncentrace SBAFF. Pacient byl 1é¢en
monoklonalni protilatkou proti CD20 (Rituximab). Vyrazné zvySenou koncentraci BAFF

mizeme pozorovat 6 mésicu po transplantaci (divodem byla 1é¢ba touto monoklonalni

protilatkou, (Zahrkin et al., 2009), (Tabulka 12).

BAFF pfed Tx BAFF 3 mésice po Tx BAFF 6 mésicti po Tx BAFF rok po Tx
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Pacient ¢. 1 3,032 4,008 3,157 2,469
Pacient ¢. 2. 2,088 0,712 6,314 7,166

Tabulka 12: Koncentrace BAFF u pacientd, kteti byli hodnoceni mimo analyzovany soubor.
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7.2.8 Koncentrace sBAFF ve vztahu k soucasné probihajici ACR a AMR

Neshledali jsme zadny signifikatni rozdil v hladinach BAFF u pacientti s ACR+AMR

ve srovnanim s pacienty bez rejekce a pacienty jen s AMR (Tabulka 13) a (Obr.16).

Bez rejekce AMR AMR + CR P
hodnota
pied Tx (n=73) 3414 | (0,6-6.8) 2,5+1,5 (0.7-5,3) 2,2+0,9 (1,4-3,8) NS
BAFF _
3mpoTxX(n=73) | 35:1,5| (07.7,6) | 1412 | (0431 |22 | (1,148 | NS
(ng/ml)
6mpo T (N=73) | 36+1.4 | (14-71) |22¢1.1 | (06-4,0) | 208 | (1,939 | NS
rok po Tx (n=73) | 4,0+1,5 (1,4-7.2) 2,7+1,1 (14-47) | 32514 | (1,7-5,7) NS

Tabulka 13: Koncetrace s BAFF u pacienti s ACR+AMR

BAFF ngiml

AMR+CR

NS

F %
1

=]
1

SRS

Obr. 16: Vyvoj koncentrace SBAFF v ¢ase u pacientu se sou¢asné probihajici ACR a AMR

Hodnoceno Mann-Whitney testem, NS
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7.2.9 Koncentrace sSBAFF ve vztahu k ACR
Pacienti s ACR m¢li pied i po transplantaci signifikantné nizsi hladiny sBAFF neZ pacienti
bez rejekce (Tabulka 14).Na rozdil vsak od pacientd s AMR byly u pacientii s ACR hladiny

SBAFF v riznych intervalech po transplantaci i v dob¢ rejekce priblizné stejné (Obr.17).

Bez rejekce ACR P hodnota

BAFF (ng/ml) | pfed Tx (n=69) | 3,4+1,4 | (0,6-6,8) | 2,1+1,2 | (0,9-6,4) <0,05
3mpo Tx (n=69) | 3,5+1,5 | (0,7-7,6) | 1,8+1,6 | (0,2-6,8) <0,01
6m po Tx (n=69) | 3,6+1,4 | (1,4-7,1) | 1,9+1,3 | (0,4-6,8) <0,01
rok po Tx (n=69) | 4,0+1,5 | (1,4-7,2) | 2,8+1,3 | (0,4-4,1) | <0,05

Tabulka 14: Koncetrace s BAFF u pacienti s ACR.

ACR
N§

BAFF ngiml

Obr. 17: Vyvoj koncentrace sSBAFF cytokinu v ¢ase u pacientt s ACR

Hodnoceno Mann-Whitneyovym testem, NS

7.3 Experiment 2 — membranové vazany BAFF

V nasi studii jsme porovnavali hladiny solubilniho a membranové vazaného BAFF
na jednotlivych subpopulacich B lymfocyti. Do analyzy bylo zahrnuto 20 pacientd
ve vékovém rozmezi 23-70 let, u kterych probé&hla transplantace ledvin v roce 2016.

AMR méli 4 pacienti a 2 pacienti m¢li diagnostikovanou ACR (pro maly vzorek
pacientd nelze hodnotit). Za sledované obdobi (3 mésice) 14 pacientt bylo bez rejekce.
Nejcastéji pouzivanou indukéni 1é€bou bylo ATG a to v 9 piipadech, ve 3 ptipadech byly

aplikovany intraven6zni imunoglobuliny (IVIG) a jednou byla provedena plasmaferéza
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(odstranéni IgG z krve pacienta a jejich nahrazeni IVIG na dialyza¢nim oddéleni). Protilatka
proti IL-2 receptoru (Basiliximab) byla pouzita tfikrat a jednou byl aplikovan alemtuzumab
(protilatka proti antigenu CD52). U péti pacientd byla biopticky diagnostikovana
v transplantované ledviné akutni tubularni nekrédza, jeden z téchto 5 pacientd mél zaroven
AMR.

Koncentrace solubilniho BAFF byla u pacienti s AMR pied transplantaci 1,4 + 0,4
ng/ml, tyden po transplantaci klesla na 0,88 + 03 ng/ml a 3 mésice
po transplantaci se zvysila na 1,77 = 0,4 ng/ml. U pacienti, U kterych rejekce neprobéhla,
hladina SBAFF byla pted transplantaci 1,45 = 0,8 ng/ml, tyden po transplantaci 1,32 + 0,8

ng/ml a 3 mésice po transplantaci 1,7 = 1,6 ng/ml.
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Pacient s akutni humoralni rejekci

Na Obr. ¢. 18 je ukazano, ze v dobé rejekce u jednoho pacienta (40 dni po Tx)
dochdzi k vyznamnému nariistu membranové vazného BAFF na jednotlivych subpopulacich
B lymfocytii (naivni, neswitchované, switchovang, transientni a plasmatické).
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[] 25.2.2016

)
=
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10! 10% 10° 10*
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Obr. 18: Membranové vazany BAFF na jednotliych suppobulaci B lymfocytt u pacienta s AMR
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Pacient bez rejekce

Na Obr. €. 19 je uvedeno, Ze u pacienta, u kterého nebrobéhla rejekce, je koncentrace BAFF

navazaného na jednotlivych subpopulacich B lymfocytt v ¢ase stejna.
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Obr. 19: Membranové vazany BAFF na jednotlivych supbobulaci B lymfocyti u pacienta bez rejekce.
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7.3.1 Porovnani membranové viazaného BAFF u pacienti s AMR

a bez rejekce na jednotlivych subpopulacich B lymfocyti

Pted transplantaci byly koncentrace BAFF navazaného na membranu jednotlivych
subpopulaci B lymfocyti stejné u pacienti s AMR (X-Med: 5,76 £ 1,4) a u pacienti
bez rejekce (X-Med: 5,42 + 2.,8). U pacientid bez rejekce nedoslo k zadné vyrazné zméné
po celém obdobi sledovani (3 mésice). V dobé AMR ale doslo k signifkatnimu (p < 0,05)
narastu membranoveé vazaného BAFF na vSech populacich B lymfocyti ( X-Med: 13,19 +
5,4). Tento narist byl nejvice vyrazny na subpopulaci plasmatickych bunék (X-Med:19,64 +
7,63, p<0,01).
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Obr. 20: Srovnani membranové vazaného BAFF na jednotliych supbobulacich B lymfocyti u pacientii s AMR

a bez rejekce, Hodnoceno Mann-Whitney testem, (* p < 0,05, ** p < 0,01)
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8 Diskuze

Cilem této prace bylo porovnat hladiny SBAFF a vazaného BAFF na B lymfocytech
u pacienti s AMR, ACR a pacienta bez rejekce. M¢eieni bylo provadéno
pied a po transplantaci v danych Casovych intervalech. Zamérem bylo zjistit, zda by SBAFF
¢i vazany BAFF na B lymfocytech mohly slouzit jako markery rejekce u pacientt
po transplantaci ledviny.

Rejekce obecné je zévaznou pfi¢inou dlouhodobého poskozeni transplantované
ledviny a bez adekvatni 1é¢by vede ve vétsing ptipadu ke ztraté $tépu. Proto ma predikce této
komplikace zna¢ny klinicky vyznam a je objektem intenzivniho zkoumani v mnoha
imunologickych laboratofich. Hlavni diraz byl v této praci kladen na humoralni rejekci
a je hlavni (imunologickou) pfi¢inou selhani transplantovanych organt (Colvin, 2007).
Dilezitou funkci pti vyvoji AMR maji B lymfocyty jako producenti protilatek. Kromé toho
jsou B lymfocyty i antigen prezentujicimi bunkami a proto hraji roli i pfi vyvoji ACR
po transplantaci (aktivace T bungk).

Na zacatku experimentalni prace jsme provedli pokusy, abychom zjistili, zda stabilita
BAFF cytokinu, uchovaného dlouhodobé pii -20°C je vyhovujici. Provedenim tohoto
pfedbéZzného experimentu jsme se ujistili, Ze uchovani vzorkd sér pii -20°C nenaruSuje

stabilitu cytokinu a je pro ucely experimentalni prace v poradku.

Analyza demografickych dat a nékterych rizikovych faktord vyvoje rejekce
u pacientt, ktefi byli zafazeni do diplomové prace, neprokazaly jejich signifikantni vliv
na vyskyt jak AMR, tak ACR a kombinovan¢ ACR a AMR. To se zvast’ tykd poctu HLA
neshod a zvySenych panel-reaktivnich protilatek, které jsou jasnym rizikovym faktorem jak
ACR, tak AMR (Opelz, 2005). To, ze se nepodatilo prokazat vliv PRA na incidenci AMR,
bychom mohli vysvétlit pomérné nizkym poctem pacientd s touto komplikaci, proto nebylo

mozné dosdhnout statistické signifikance.

Jak bylo uvedeno v uvodu, literarni data o klinické relevanci méfeni SBAFF vzhledem
k predikci AMR se vyrazné 1isi. Na rozdil od naSich vysledku, ve dvou publikacich nebyla
potvrzena korelace koncentrace solubilniho BAFF s vyskytem akutni humoralni rejekce
(Snanoudj et al., 2014, Thibault-Espitia et al., 2012). V nasi studii jsme pozorovali statisticky

vyznamny pokles sBAFF vséru pacientl, u kterych doSlo k rozvoji AMR. Da se

63



proto ptedpokladat, Zze solubilni BAFF se vaze v dobé humoralni rejekce na své receptory,
které se objevuji na B lymfocytech. Tudiz nedochézi pravdépodobné v dobé rejekce k syntéze
solubilniho BAFF ,de novo“, ale kvyvazani SBAFF, ktery je jiz v krvi piitomen. Je
pravdépodobné, Ze k vyvazovani SBAFF bude kromé na B lymfocytech dochéazet také
na povrchu T lymfocyti (receptory BAFF-R a TACI), které se rovnéz ucastni humoralni
rejekce jako pomocné T lymfocyty (Ng et al., 2004). Prace skupiny z Cambridge uvadi,
ze zvySené koncentrace SBAFF by mohly byt prediktorem vyvoje AMR (Banham G et al.,
2013). Tato analyza ale byla provedena na kohorté pacientli, kteti byli transplantovani i
pfes pozitivitu v kiizové zkousSce (crossmatch test), to znamend, ze tito pacienti méli
preformované donor-specifické protilatky ptfed transplantaci. Nase vysledky méteni
koncentraci sBAFF jsou pfimo opacné témto publikovanym udajiim, vysvétleni by bylo to,
7e na§ soubor byl jiny, v CR se pacienti spreformovanymi cytotoxickymi protilatkami

transplantuji zcela vyjimecné (po odstranéni protilatek plazmaferézou a aplikaci IVIG).

Pokles solubilniho BAFF jsme zaznamenali i u pacienta, u néhoz byla zji$téna
chronickd humoralni rejekce. Rejekce byla provazena poklesem solubilniho BAFF,
coz nasveéd¢uje navazani solubilniho BAFF na receptory na povrchu bunék. Nase vysledky
jsou v souladu s praci Kreuzalera et al., ktefi zjistili, Zze koncentrace BAFF hlavné zavisi
na po¢tu B bungk, stejn¢ jako na expresi BAFF-R na B lymfocytech (Kreuzaler et al., 2012).
Nepiima korelace mezi poctem B lymfocytid a solubilnim BAFF byla prokazana i v praci
Zarkhina et al. V ni autofi uvadéji, Zze biologicka 1é¢ba anti-CD20 protilatkou vede k jejich
depleci, ¢imz zvysuje koncentraci solubilniho BAFF (plazmatické buiiky nemaji znak CD20
a nejsou proto depletovany) (Zarkhin et al., 2009). V nasem souboru, ktery zahrnoval
jednoho pacienta léCeného rituximab, byl pokles sBAFF v dobé rejekce nasledovan
vyznamnym narastem sBAFF po nasazeni biologické 1écby. Tyto vysledky naznacuji,
ze sBAFF je zkrve vyvazovan B lymfocyty, na kterych se po jejich aktivaci zvySuje
koncentrace receptorti pro BAFF. Zatim neni znamo, na kterych subpopulacich B lymfocyti

se objevuji které receptory.

Prace Xu et al. naznacuje, Ze exprese BAFF vazané¢ho na buinikach je u pacientd
s abnormalni funkci $tépu signifikantné vyssi ve srovnani s pacienty snormalni funkci
transplantované ledviny (Xu et al., 2009). Zaroven touto skupinou bylo uvedeno,
ze koncentrace vazaného BAFF by mohla korelovat s produkci HLA-specifickych protilatek
a mohla by souviset s rejekci a naslednou ztratou $tépu (Xu et al., 2009). Nase vysledky jsou

Vv souladu s timto zjisténim. Pacienti, u kterych se rozvinula humoralni nebo celularni rejekce,
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méli zvySenou expresi vazaného BAFF na B lymfocytech jako celku i na jednotlivych
subpopulacich (transientni, naivni, neswitchované, switchované, pamétové i plazmaticke).
Nejpatrn€j$i  nartist povrchového BAFF byl zjistény u plazmatickych  bunék.
Na plazmablastech dochazelo v obdobi rejekce az k trojnasobnému nartistu vazaného BAFF.
Je prokdzané, ze BAFF po vazb¢ na receptor BCMA hraje vyznamnou roli v kone¢nych
stadiich B bunééné aktivace a fidi preziti plazmablasti v kostni dfeni (O’Conor et al, 2004,
Thompson et al, 2000). Da se tedy piedpokladat, ze narust vazaného BAFF na povrchu
plazmatickych bunék hraje vyznamnou tlohu pii zvySeni syntézy protilatek. Vzhledem
k zjisténim Xu et al. to znamena i zvySenou syntézu donor-specifickych protilatek. Bohuzel,
z technickych divodi (nedostateény pocet detektor priitokového cytometru) nebylo mozno
zjistit, zda narista spolu s rostouci koncentraci vazaného BAFF i exprese receptoru BCMA na

plazmablastech. Toto je otazka, kterou je tfeba do budoucna zodpovédét.

Ostatni subpopulace B lymfocytii vykazovaly v dobé rejekce dvojndsobny narlst
povrchové exprese BAFF. | v téchto pfipadech by bylo velmi zajimavé zjistit, které receptory
pro BAFF se objevuji na povrchu sledovanych subpopulaci. Napiiklad, exprese TACI se
zvySuje na povrchu B lymfocytt, pokud jsou aktivovany pifes TLR. TACI hraje vyznamnou
roli pfi aktivaci B lymfocyti margindlni zény (neswitchované) (Groom et al., 2007,
Katsenelson et al, 2007). Naopak BAFF-R se objevuje na nezralych
B lymfocytech (transientnich burnikach), které musi projit diferenciaci (Mackay et al., 2003).
Pteziti druhého a tfetiho stadia transientnich bunék je zavislé pravé na signalizaci

mezi BAFF-R a BAFF (Mackay et al., 2009, Batten et al., 2000).
Shrnuti cilt do budoucna:

Jelikoz jsme potvrdili, Ze BAFF se vaZe na jednotlivé subpopulace B lymfocyt, bylo
by zajimavé se v budoucnu zaméfit na jednotlivé receptory (BAFF-R, BCMA,TACI), které
vazou BAFF, a jejich vyskyt na subpopulaci B lymfocyti. Dle literatury (Ng et al., 2004)
by se tyto receptory mély vyskytovat i na T lymfocytech. Jakd je souvislost mezi BAFF a
T lymfocyty je otazkou.

Zavérem lze fici, Ze solubilni 1 vazany BAFF na B lymfocytech se jevi jako uZitecny

marker humoralni rejekce. U vSech nami sledovanych pacientli dochazelo v pribéhu AMR
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ke snizeni solubilniho BAFF a ke zvyseni vazaného BAFF na subpopulacich B lymfocytt i
na B lymfocytech jako celku.

9 Zavéry

1. Hladiny solubilniho BAFF ani BAFF véazané¢ho na B lymfocytech pied transplantaci
se neliily u pacientt s diagnostikovanou akutni humoralni rejekci a bez rejekce.

2. Koncentrace solubilniho BAFF jsou signifikantné niz§i u pacientd s humoralni,
celularni i zaroven probihajici celularni a humoralni rejekci ve srovnani s pacienty
bez rejekce.

3. U pacientl v prib¢hu akutni protilatkami-zprosttedkované rejekce signifikatné klesla
hladina BAFF cytokinu v séru v pribéhu rejekce. U pacientti bez rejekce nebyl pokles
s BAFF v ¢ase zaznamenan.

4. U pacientl s akutni humoralni rejekci doslo k statisticky vyznamému nartistu BAFF
vazného na B lymfocytech v dobé rejekce. U pacientll bez rejekce nedoslo k Zadné
zméné& hladiny BAFF po celé sledované obdobi.

5. BAFF se vaze na receptory na vSech populacich B lymfocyti avSak nejvice
na plazmatickych bunkach.

6. Nase prace naznacuje, ze BAFF by mohl slouzit jako marker humorélni rejekce a to
jak poklesem hladiny solubilniho cytokinu, tak nartustem membranové vazaného

BAFF na B lymfocytech.
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