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Abstrakt

Rejekce je vyznamnou komplikaci po transplantaci a také za jeden z hlavnich davodi ztraty
funkce $tépu. Je vyvolana odpoveédi imunitniho systému piijemce organu na zaklad¢é setkani
s neshodnymi HLA (Human Leukocyte Antigen) a non HLA antigeny darce. Na tomto procesu se
podili vSechny slozky imunitniho systému a podle pfevahy jednotlivych reakci lze rejekce
rozdélit na T-buiikami zprostfedkovanou rejekci (T cell-mediated rejection, TCMR) a
protilatkami zprostfedkovanou rejekci (antibody-mediated rejection, AMR). Rejekce se muze
vyvinout bezprostiedné po transplantaci v akutni formé, ¢i jako chronickd forma v pribéhu
nekolika, n¢kdy az desitek, let po transplantaci. Diagnostika rejekce se urcuje dle klinického
obrazu, laboratornich vySetfeni (vcetné detekce donor specifickych protilaitek, DSA) a
histologického nalezu v biopsiich. Nové jsou vyuzivany znalosti validovanych genovych expresi
z molekularniho mikroskopu (MMDX) a dalsi diagnostické testy. Jednotlivé fenotypy rejekce

jsou hodnoceny a revidovany dle mezinarodni patologické klasifikace.

Tato priace byla zaméfena na analyzu imunologickych faktori ve vztahu k T-buiikami a
protilatkami zprostfedkované rejekcei po transplantaci organti. Zabyva stanovenim DSA v relaci
k predikci, diagnostice a 1é¢bé rejekce u pacientll po transplantaci srdce. Dle ziskanych dat
pfitomnost DSA pied transplantaci srdce dokaZe stratifikovat pacienty, ktefi mohou byt po
transplantaci ohroZzeni AMR. Bylo prokazano, ze rezistentni formu AMR lze uspéSné 1écit

preparatem Bortezomib, ktery efektivné snizuje hladiny DSA.

Z pohledu T-bunkami zprostfedkované rejekce se prace zaméiuje na sledovani frekvence T-
efektorovych/ pamétovych Interferon gama (IFN gama) produkujicich bun€k u pacientl pred
transplantaci ledvin od Zijicich darct. Prace nepotvrdila pfimou souvislost mezi pocty IFN gama
produkujicich bun¢k a vysSim rizikem TCMR ¢1 AMR, nicméné byla zjiSténa korelace se
gama hraje dulezitou roli v indukci jak TCMR, tak AMR. V poslednim oddile se prace dotyka
studia genovych transkripti u pacienti s histologickou diagn6zou hodnocenou terminem
“hrani¢ni zmény”. Na vySetfovaném souboru bylo zji§téno, ze tato diagnoza indikovana ve dvou
riznych obdobich po transplantaci (do 2 tydnd a 3 mésice) vykazuje nejen rozdilné klinické
projevy, ale i rozdily v genové expresi. ZhorSeni rendlni funkce u ¢asnych biopsich souviselo
s vyS8i expresi imunitnich a prozanétlivych genti, narozdil od protokoldrnich biopsiich se stejnou

diagndzou, kde byla zaznamenana vyssi exprese genil pro fibrinogen.



Abstract

Rejection is a significant complication after transplantation and one of the main reasons for loss
of graft function. It is triggered by the response of the organ recipient's immune system based on
the recognition of mismatched HLA (Human Leukocyte Antigens) and non-HLA antigens of the
donor. All components of the immune system participate in this process, and according to the
predominance of individual reactions, rejection can be divided into T cell-mediated rejection
(TCMR) and antibody-mediated rejection (AMR). Rejection can develop immediately after
transplantation in an acute form, or as a chronic form during several to tens of years after
transplantation. The diagnosis of rejection is determined according to the clinical status,
laboratory tests (including the detection of donor-specific antibodies, DSA) and histological
findings in biopsies. The knowledge of validated gene expressions from the molecular
microscope (MMDX) and other diagnostic tests has been recently applied. Individual phenotypes

of rejection are evaluated and revised according to the international pathological classification.

This work focuses on the analysis of immunological factors in relation to T-cell and antibody-
mediated rejection after organ transplantation. The thesis deals with the determination of DSA in
relation to the prediction, diagnosis, and treatment of rejection in heart transplant recipients.
According to collected data, the presence of DSA before heart transplantation can stratify patients
who may be at risk of AMR after transplantation. The resistant form of AMR can be successfully
treated with Bortezomib, which effectively reduces DSA levels, as is demonstrated in this thesis.
From the point of view of T cell-mediated rejection, the work focuses on monitoring the
frequency of T-effector / memory Interferon gamma-producing cells (IFN gamma) in patients
before kidney transplantation from living donors. The work did not confirm a direct connection
between the number of IFN gamma-producing cells and a higher risk of TCMR or AMR.
However, a correlation with a more severe course of TCRM was found. According to the new
knowledge of the gene transcripts, [IFN gamma appears to play an important role in the induction
of both TCMR and AMR. In the last section, the work studies gene transcripts in patients with a
histological diagnosis evaluated by the term "borderline changes". In the studied patient cohort, it
was found that this diagnosis, defined at two different time-points after transplantation (up to 2
weeks and 3 months), shows not only different clinical manifestations, but also differences in
gene expression. Subsequent deterioration of kidney graft function in early biopsies was
associated with higher expression of immune and inflammatory genes, in contrast to protocol

biopsies with the same diagnosis, where higher expression of the fibrinogen gene was observed.
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Seznam zKkratek

ADCC — Antibody-Dependent Cellular cytotoxicity — cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach
ADAMDECI - ADAM Like Decysin 1

AMR — Antibody-Mediated Rejection — protilatkami zprostiedkovana rejekce
ANKRD?22 - Ankyrin Repeat Domain 22

APC — Antigen Presenting Cell — antigen prezentujici bunka

ATIR — Angiotenzin Il type 1 Receptor — angiotenzinovy receptor typu 1

BOS — Bronchiolitis Obliterans Syndrome

BTLA - B- and T-lymphocyte associated (CD272)

CAV- Cardiac Allograft Vasculopathy — koronarni nemoc §tépu

CCLA4 - C-C Motif Chemokine Ligand 4

CDAL — Chronic Lung Allograft Dysfunction — chronicka dysfunkce plicniho $tépu
CDR — Complementarity Defining Region of antibodies — vazebné misto protilatky
cfDNA —cell-free Deoxyribonucleic Acid — volné cirkulujici deoxyribonukleova kyselina
CLECS5A — C-type lectin domain containing 54 — C lektinovy receptor

CREG — Cross-Reactive Group — kiizové reagujici skupina

CTLA4 — Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4 (CD152)

CXCL- Chemokine (C-X-C motif) Ligand

DSA — Donor Specific Antibodies — darcovsky specifické protilatky

DUSP2- Dual Specificity Phosphatase 2

ETAR — Endothelin Type A Receptor — endotelinovy receptor typu A

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ELISPOT - Enzyme-Linked ImmunoSpot

FCGRI1 - Fc gamma receptor Ib (CD34)

FCXM — Flow Cytometry Crossmatch —kiizovéa zkouska detekovana pritokovou cytometrii
FGF-2 — Fibroblast Growth Factor 2 — rustovy faktor fibroblastl

FLT3 - Fms-like Tyrosine kinase-3

HGF — Hepatocyte Growth Factor — ristovy faktor hepatocyt

HLA — Human Leukocyte Antigen — Hlavni histokompatibilni systém

HSP — Heat Shock Protein — protein tepelného Soku



ICAM 1- Intercellular Adhesion Molecule 1 (CD54)
ICOS - Inducible T Cell Costimulator (CD278)

IDO — Indoleamine- 2,3 - dioxygenase

IFN — Interferon

IHWS — International Histocompatibility Workshops — Mezinarodni workshop imunogenetické
spolecnosti

IKEM — Institute Clinical and Exprerimental Medicine — Institut Klinické a Experimentalni
Mediciny

IL — Interleukin
ILT — Ig-like transcript

ISHLT —International Society for Heart and Lung Transplantation — Odbornad spolecnost pro
transplantace srdce a plic

ITAC — Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant

KIR — Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor — receptor NK bunék

KLRDI1 - Killer Cell Lectin Like Receptor DI (CD94)

LAGS3 - Lymphocyte Activating 3 (CD 223)

LCP2 - Lymphocyte Cytosolic Protein 2

LFA1 - Lymphocyte Function-associated Antigen 1

LLPC — Long-Lived Plasma Cell — dlouhozijici plazmatické bunky

MAC — Membrane Attack Complex — terminalni produkt komplementové kaskady
MFI — Mean Fluorescent Intensity — sttedni hodnota intenzity fluorescence

MHC — Major Histocompatibility Complex — Hlavni komplex tkanové slucitelnosti
MICA — MHC class I-related chain A

Mig — Monokine Induced by Interferon gamma

MMDx — Molecular Microscope Diagnostic system — Molekularni mikroskop
NGS — Next Generation Sequencing — sekvenovani druhé generace

NK — Natural Killer Cells — Ptirozeni zabijeci

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells — perifermi mononuklearni bunky
PCR — Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce

PLATA - Phospholipase A1 Member A

ROBO4 - Roundabout Guidance Receptor 4



SAB - Single Antigen Beads — analyza¢ni kulicky metody Luminex vazajici vzdy jen jeden
antigen

SIRPG - Signal Regulatory Protein Gamma

SSOP — Sequence-Specific Oligonucleotide Probes — sekvencné specifické olinonukleotidové
sondy

SSP — Sequence-Specific Primer — sekvencné specifické primery

SLAMEFS - SLAM Family Member 8 (CD 353)

PIRCHE — Predicted Indirectly Recognizable HLA Epitopes

PRA — Panel Reactive Antibodies — panel reaktivni protilatky

RT-PCR — Real Time PCR — Polymerazova tfetézové reakce v redlném case
TCMR — T Cell-Mediated Rejection — T-bunikami zprosttedkovana rejekce
Tth — T Follicular Helper Lymphocyte — T folikularni pomocné lymfocyty
Tfr —T Follicular Regulatory Lymphocyte — T folikularni regulacni lymfocyty
TGF — Tumor Growth Factor — tumor rustovy faktor

TNF — Tumor Necrosis Factor — tumor nekrotizujici faktor

VAD — Ventricular-Assist Device — mechanicka srdecni podpora

VCAM-1 — Vascular Cell Adhesion Molecule 1— endotelidlni adhezivni molekula

VEDF — Vascular endothelial growth factor — endotelialni riistovy faktor
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1. Uvod - rejekce

Jak adaptivni, tak pfirozeny imunitni systém piijemce reaguji po setkéni s neshodnymi antigeny
darce, které se vyskytuji na transplantovaném organu. Kromé erytrocytarnich antigeni maji
vysokou miru exprese antigeny Hlavniho Histokompatibilniho Komplexu (HLA — Human
Leukocyte Antigen). Recentni studie vSak v poslednich letech poukazuji na pfitomnost a velkou
genovou diversitu rovnéz non HLA antigenli. Mezi tyto antigeny lze zatadit i tzv. ,,minor*
antigeny, coz jsou polymorfni peptidy kodované mimo oblast HLA, které¢ dokdzi stimulovat
aloreaktivni T lymfocyty a vyvolat imunitni odpovéd’ (1-3). Vii¢i antigenim, které imunitni
systém pifijemce rozpozna jako cizi, vznika imunitni odpovéd’ (rejekce) ¢i naopak ve

vyjimecnych pfipadech mize nastat imunitni tolerance (4).

Rejekce se mize vyskytnout bezprostiedné po transplantaci, kdy k nevratnému posSkozeni
dochazi béhem nékolika hodin, dokonce i minut (accelerated antibody-mediated rejection —
AMR, neboli hyperacute rejection) anebo nasledn¢ v fadu dnd az tydnl (delayed accelerated
acute AMR). S hyperakutni rejekci se dnes v klinické praxi setkdvame zcela vyjimecné diky
preemptivni diagnostice imunologického rizika (vySettovani preformovanych HLA specifickych
protilatek u pacientl pied transplantaci), cytotoxickému crossmatch testu (kiizova zkouska)
s buitkami darce bezprostiedné pred transplantaci a v neposledni fadé respektovani kompatibility
krevnich skupin. Akutni rejekce vyskytujici se béhem prvnich tfi mésicti po transplantaci vSak
stale pfedstavuje velké riziko pro pacienty, ve smyslu poSkozeni St€pu a omezeni dlouhodobého
hovotime o chronické formé rejekce, coz je v soucasné dobé¢ hlavni problém dlouhodobého

pfeZivani Stépu s nejasnou terapeutickou indikaci.

Jak bylo uvedeno vySe, na imunitni odpovédi vii¢i transplantovanému $tépu se podili slozky jak
adaptivni, tak i pfirozené imunity. Reakce zac¢ind vlastnim rozpoznanim ciziho antigenu, regulaci
imunitni odpovédi pomoci kostimulac¢nich signdlii a vhodného cytokinového prostiedi
s naslednou efektorovou fazi, ktera se mize projevit jak bunéénou cytotoxickou odpovédi, tak

protilatkovou reakct, jejichz vysledkem je poskozeni stépu.

Morfologické zmény zpusobené rejekci se v biopsich hodnoti dle patologické klasifikace, u
ledvinych $tépt dle tzv. Banffské klasifikace (5), kterd je vychozi 1 pro ostatni organové
transplantace. Podle této mezinarodni klasifikace se rejekce déli na dva zékladni typy, T buitkami

zprostifedkovana rejekce (TCMR — T cell - mediated rejection) a protilatkami zprosttedkovana
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rejekce (AMR — antibody -mediated rejection). Jak ukazuji zkuSenosti z poslednich let
dichotomické déleni je neuplné, a proto neustile dochédzi k rozsifeni a specifikaci novych
diagnostickych kritérii (5-7). Hlavnimi diivody jsou nedostate¢na definice vSech typt klinicky se
projevujicich rejekci a rychle se vyvijejici diagnostické laboratorni metody, které piindsi dalsi

informace o mechanizmech a patogenezi rejekce.

Diagnostika rejekce se urcuje podle klinickych ptiznakt (1isi se v zavislosti na transplantovaném
organu), laboratornich vysetfeni a histologickém nalezu v biopsii. Od roku 2022 se v nékterych
transplantacnich centrech, véetné IKEM, diagndza opird i o nové znalosti genovych expresi
v transplantovaném organu, nalezy v tzv. molekularnim mikroskopu (MMDx - Molecular
Microscope Diagnostic system), které vykazuji velmi dobrou specificitu i senzitivitu a poméahaji

diagnostikovat klinicky komplikované ptipady.

Vzhledem ke komplexnosti a vzdjemnému propojeni riznych slozek imunitniho systému je
pfesnd diagnostika rejekce, optimalizace prediktivnich markerti a novych terapeutickych ptistupli
predmétem mnoha multicentrickych studii (CTS Collaborative Transplant Study, TRANSFORM,
BENEFIT, RITUX-ERAH, CISTCERT, STAR atd.).
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2. Imunitni mechanismy rejekce

2.1 HLA systém

Antigeny hlavniho histokompatibilniho syst¢ému (MHC — Major Histocompatibility Complex), u

lidi nazyvané HLA antigeny (Human Leukocyte Antigens), iniciuji nejsilnéjsi imunitni odpovéd

vzhledem k vysoké bunécné expresi a vysokému polymorfismu.

2.1.1 Historie a souc¢asnost HLA

HLA antigeny byly poprvé popsany v padesatych letech minulého stoleti prakticky soucasné
Jeanem Daussetem (Francie) (8), Jon van Roodem (Nizozemi) (9) a Rose Payne (USA) (10).
Dausset testoval séra pacientl po opakovanych transfuzich, tato séra vykazovala sloZitou
aglutinacni reaktivitu s testovanymi leukocyty nckterych darci krve, coz bylo nasledné
vysvétleno pritomnosti anti HLA protilatek. Pomoci aglutinac¢nich testii Dausset definoval prvni
HLA antigen A2 (ptivodné nazvan MAC). Tento objev umoznil dal$i rozvoj nejen transplanta¢ni
mediciny a byl ocenén Nobelovou cenou v roce 1980. Nutno dodat, Ze o objev HLA systému se
vyrazné zaslouzili i Ceskoslovensti védci — mezi nimi Pavol a Dagmar Ivanyi, kteii pracovali
v laboratoti J. Dausseta v 60. letech v Patizi, jejichz zasluhy bohuzel nebyly nikdy dostate¢né
ocenény (11). Objev dalsSich HLA antigenli nasledoval a byl ve velké casti podminén
mezilaboratorni spolupraci (IHWS-International Histocompatibility Workshops) za Ucelem
sjednoceni metodik detekce HLA antigenii a vytvofenim HLA nomenklatury. V 60. letech
zéasluhou hlavné Paula Terasakiho komplement dependentni cytotoxicky test se stal standardni
technikou jak na serologickou typizaci HLA, tak na detekci protilatek prott HLA (12). S
optimalizaci (mikro)serologické metodiky v 70.-80. let minulého stoleti a s rozvojem
molekularné biologickych metod vyuZivajicich PCR (polymerdzovou fetézovou reakci), doslo

k objasnéni struktury HLA komplexu (13, 14).
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2.1.2 Genetika HLA systému

HLA geny jsou lokalizované na kratkém raménku Sestého chromozému (15) a jsou velmi
polymorfni, existuje vice nez 37000 alel dle IMG/HLA Database 2023 (16) a jejich pocet
neustale roste. HLA geny se dédi jako sada a geny jsou v tzv. vazebné nerovnovaze, coz
znamena, ze urCité kombinace gent (alel), tzv. haplotypy, se dédi ¢asto spole¢né¢ a maji mezi
sebou nizkou frekvenci rekombinace. Alely se exprimuji kodominantné, tzn. kazdy jedinec
exprimuje dva HLA antigeny v kazdém lokusu. Geny v prvnim a druhém regionu kéduji HLA
antigeny I. a IL. tfidy, zatimco geny ve tfetim regionu koduji nékteré slozky komplementu (C2,
C4, Faktor B), ,heat shock® proteiny (Hsp 70), tumor nekrotizujici faktor (TNF-alfa),
podjednotky proteazomu atd., které nesouvisi funkéné s HLA (17) .

2.1.2.1 HLA antigeny I. tFidy

HLA-A, B, C jsou exprimovany na jadernych buiikach, jejich exprese se ale v riznych tkanich
vyrazng li§i. Molekuly antigent HLA 1. tfidy jsou sloZeny z a fetézce, ktery je asociovan s
podjednotkou B2 mikroglobulinu. Podjednotka o je sloZzena ze tfi domén, pficemz al a o2
doména tvorici vazebnou jamku pro antigen je kodovana exonem 2 a 3, tfeti doména je kodovana
exonem 4, exon 5 koduje transmembranovou oblast a exony 6 a 7 kdduji cytoplazmatickou cast.
Ve vazebné jamce jsou ukotveny peptidy o délce 8-11 aminokyselin (v zavislosti na restrikci
HLA a imunodominanci). Hlavni funkci molekul HLA 1. tfidy je prezentace vlastnich
endogennich peptidovych fragmentl a také virovych peptidd a intracelularnich proteint, které
oznacuji poskozeni buiky. Tyto antigeny jsou rozeznavany CD8" T lymfocyty, oviem nékteré
HLA antigeny I. tfidy funguji jako ligandy pro receptory NK bunék (tzv. KIR receptory - Killer

Immunoglobuline-like Receptors).

2.1.2.2 HLA antigeny II. tridy

HLA-DR, DQ, DP se vyskytuji na buitkdch prezentujici antigen (APC — Antigen Presenting Cell)
- dendritické bunky, B lymfocyty, aktivované T lymfocyty, monocyty/makrofagy, epitelidlni
bunky thymu atd. Za urcitych podminek se HLA antigeny II. tfidy mohou exprimovat i na
buiik4ch, na kterych se za normélnich podminek nevyskytuji, napt vlivem produkce Interferonu

gama mohou byt DR antigeny exprimovany i na tubularnich bunkach ledvinového Stépu, anebo
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na endotelidlnich buiikach. Molekuly HLA antigenti II. tfidy jsou heterodimery slozené z
polymorfnich a a B podjednotek spojené nekovalentni vazbou. U DQ a DP antigenti je vysoky
polymorfismus v a a B podjednotce, ale u DR antigent je polymorfismus a podjednotky velmi
omezeny. Mezi lokusy DP a DQ existuje slaba vazebna nerovnovaha (recombination hotspot), a
proto je velmi Castd neshoda v DP lokusu, ackoliv v ostatnich HLA lokusech mohou byt pacient
s darcem organu shodni (18). Vazebnou jamku tvofi N-termindlni domény obou podjednotek,
které jsou na svych koncich vice oteviené a umoziuji tak vazbu peptidi o delsi aminokyselinové
sekvenci (az 35 aminokyselin). Hlavni funkci HLA antigen II. tfidy je prezentace exogennich

peptidi pro CD4" T lymfocyty (19).

2.1.2.3 Neklasické HLA antigeny

Mezi HLA antigeny fadime jeSté tzv. neklasické HLA antigeny (HLA-E, F, G), které jsou
strukturng podobné s antigeny HLA 1. tfidy, ale jsou méné polymorfni (napi. HLA — G mé pouze
88 alel). Jejich vyznam je zejména imunomodulac¢ni, dokazi navodit toleranci ve vztahu matka —
plod (HLA-G exprimovany na povrchu trofoblastu), jejich role byla potvrzena i u autoimunitnich
a nadorovych reakci a uvazuje se i o jejich mozném potencidlu v transplanta¢ni imunologii.
Naptiklad HLA-G vykazuje inhibi¢ni G¢inek na proliferaci a diferenciaci bunck, coZ by mohlo

piispét k piijeti St€pu po transplantaci (20).

V periferni krvi HLA-G lze detekovat na riznych imunitnich bunkéach (monocyty/makrofagy,
regulacni T-bunky, CD4+ T-buniky, CD8+ cytotoxické T-bunky a dendritické buiiky) a jejich
receptory (ILT — Ig-like transkript, KIR — Killer cell Immunoglobulin-like Receptor, CDS8 atd.) na
imunitnich bunkéach dochazi k inhibici proliferace, diferenciace, produkce cytokinli a inhibici

dal$ich mechanisml, coZ naznacuje jejich moznou roli v navozeni transplanta¢ni tolerance.

Exprese HLA-E antigent je indukovdna IFN gama. Ackoliv se u lidi vyskytuje pouze v 9
alelickych forméch, nejcastéjsi varianty jsou dvé, HLA-E*0101 a HLA-E*0103. HLA-E antigeny
jsou rozeznavany inhibi¢nimi receptory NK bun¢k (NKG2A). Uvazuje se, Ze zvySena exprese
HLA-E molekul by mohla pfispét k navozeni imunologické tolerance Sté€pu, coZ naznacuji

xenotransplantace u experimentalnich prasec¢ich modeli (21-23).

HLA-F antigeny nejsou dosud dostate¢né probadany ve vztahu k organovym transplantacim.
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2.1.3 HLA typizace

Definice variant HLA genti, neboli alel, se dnes vyluéné¢ provadi pomoci molekuldrné
biologickych metod vyuzivajici polymerazorou fetézovou reakci, jako je PCR-SSP (Sequence-
Specific Primer), PCR-SSOP (Sequence-Specific Oligonucleotide Probes), RT-PCR (Real Time) a
NGS (Next Generation Sequencing). Podrobné&jsi charakteristika metodik HLA typizace je
snadno dostupna v literatufe a neni pfedmétem tohoto kratkého piehledu. V poslednich letech se
HLA geny urCuji zcela bézn¢€ na Grovni vysokého rozliseni, tzv. high resolution, jednak kvuli
pfesnéjSimu ureni miry shody mezi darcem a piijemcem, jednak pro dikladnou definici
specificity donor-specifickych protilatek (DSA — Donor Specific Antibodies). Mira HLA shody
mezi antigeny piijemce a darce je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujici nésledné imunologické

komplikace po transplantaci (24-28).

Presné urceni variant HLA genl ve vysokém rozliSeni umoziuje charakterizaci epitopt HLA
antigeni. Kazdy HLA antigen mé jedine¢nou kombinaci epitopl, pficemz jednotlivé epitopy
mohou byt spolecné pro vice antigenid. Zatimco soucasné antigenni neshoda je omezena popisem
dvou molekul HLA jako shodnych nebo neshodnych, epitopova analyza umoziuje podrobnéjsi
posouzeni stupné odliSnosti mezi darcem a ptijemcem. Ukazuje se, ze nékteré antigenni epitopy
jsou vice imunogenni a ze imunitni systém dokadze reagovat vic¢i vice neshodnym epitoptim
vyskytujicim se na jediné molekule HLA (29, 30). Substituce aminokyselin u prezentovanych
peptidii, mohou také vyvolat imunitni odpovéd’ proti novym konformacnim epitoptim (2). Tyto
nové poznatky umoznily vyvoj programi jako HLA Matchmaker (31), PIRCHE algoritmus
(Predicted Indirectly Recognizable HLA Epitopes) (32) a taky usnadnily zavedeni postupu, tzv.
virtudlni crossmatch, ktery se ted’ vyuziva v alokaci organii v Eurotransplantu, USA, CR (IKEM)

a dalSich statech.

2.1.4 Role HLA molekul v transplantac¢nich reakcich

Jak jiz bylo uvedeno, biologickou funkci HLA molekul je prezentace antigenii imunitnimu
systému. Neshodné HLA molekuly jsou rozeznavany imunitnim systémem tfemi riznymi
zpusoby (Obr.1): ptimou cestou (direct pathway), neptimou cestou (indirect pathway) a semi-

direct pathway, coZ je varianta pfimé cesty rozpoznavani.
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Pti ptfimé cesté dochazi k rekognici neshodného HLA antigenu na darcovskych APC (Antigen
Presenting Cell), jejichz aktivace je po transplantaci stimulovana prozanétlivymi cytokiny
uvolnénymi vlivem ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Diky polyklonalni aktivaci prekurzort
aloreaktivnich T lymfocytd (1-10 % vSech cirkulujicich T lymfocytii, coz je velmi vysoka
frekvence) je tento typ rozpoznavani pri¢inou ¢asné akutni celularni reakci (33, 34). Tento typ
rozpoznavani se uplatituje zejména v prvnich dnech po transplantaci, protoze nasledné¢ dochazi

k ptirozené eliminaci APC darce.

Nepiimé rozpoznavani antigenu se nelisSi od rozpoznani jakéhokoli extracelularniho antigenu,
pretrvava celou dobu po transplantaci a je to taky jeden z hlavnich divodu rozvoje chronické
imunologické rejekce. APC piijemce nejprve zpracovavaji a nasledné prezentuji neshodné
darcovské HLA antigeny na vlastnich HLA molekulach II. tfidy v podobé peptidovych
fragmentl. K prezentaci HLA antigenti dochazi v sekundarnich lymfoidnich orgénech (uzlina,
slezina), poptipadé¢ APC pfijemce mohou migrovat piimo do $tépu. Z bunéné membrany
endotelialnich bunék se mohou také uvolnit extracelularni vacky, které obsahuji tadu
membranovych autoantigenti (non HLA antigeny) a které také mohou stimulovat imunitni

odpovéd’ neptimou cestou (35).

K dalSimu zplsobu rozpoznéavani, tzv. semi-direct pathway, neshodnych antigenti dochazi, pokud
ptijemcovy APC pohlti extracelularni vesikuly obsahujici celou darcovskou HLA molekulu I. 1 I1.
tiidy a prezentuji ji pak na svém povrchu (36) anebo pomoci trogocytozy, na zakladé bunécného
kontaktu, dojde k pfenosu €asti membrany obsahujici HLA molekuly darce na APC piijemce

(MHC cross-dressing) (37-39).
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Obr 1: Zpisoby rozeznavani darcovského antigenu imunitnim systémem prijemce: piima
cesta (T lymfocyty pfijemce rozeznavaji neshodné antigeny na darcovskych bunkach), nepiima
cesta (T lymfocyty pifijemce rozeznavaji neshodné antigeny na prezentované na vlastnich APC) a
polopiimy zplsob rozeznavani (T lymfocyty pfijemce rozpoznavaji cizi antigeny prezentované
na darcovskych HLA molekulach vyskytujici se na vlastnich APC).

Ptevzato z Nakayama et al., 2021(39)
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2.2 Non HLA antigeny a non HLA protilatky

Na vyznam non HLA antigenti, respektive protilatek proti non HLA, zacaly poukazovat prvni
studie jiz v 90. letech minulého stoleti (40-43), kdy byly zaznamenany piipady u pfijemct
s plnou HLA shodou s darcem (tzv. full house), anebo pacientli bez prokdzanych anti HLA
specifickych protilatek, u kterych probéhla akcelerovana protilatkami zprostfedkovana rejekce s
naslednou ztratou funkce Stépu. Multicentrické studie HLA identickych pfijemcii a darct pak
potvrdily, Ze na rozvoj rejekce a ztratu funkce Stépu pti dlouhodobém sledovani (10let) maji vliv i

protilatky pravdépodobné nenamitené proti HLA antigenim (44, 45).

Non HLA antigeny se vyskytuji na raznych buiikdch (endotelidlni buiiky, tubularni epitelidlni
buiiky, podocyty atd.) (35). Mohou to byt polymorfni antigeny s podobnou strukturou jako HLA
antigeny (napt. MICA - MHC class I-related chain A, MICB) anebo tkanové specifické
autoantigeny (napt. AT 1R — Angiotenzin II type I Receptor, ETAR — Endothelin Type A Receptor,
skupina kolagend, myosin). Krom extracelularnich antigenti byly prokdzany i intracelularni
(cytosolické) proteiny (naptf. Vimentin, Tubulin, Apolipoprotein L2, Glutathion S-transferaza
theta 1(46)), k jejichz expozici na povrch builky mize dojit na zédkladé poskozeni bunck (47).
Také apoptotické bunky, vznikajici béhem poskozeni §tépu, mohou exprimovat na svém povrchu
intracelularni antigeny, které iniciuji protilatkovou odpové€d (tvorbu non HLA protilatek).
Uvolnéni autoantigenti mliZze byt vyvolano 1 protilatkami proti HLA, které zpiisobily poskozeni

endotelu.

Non HLA protilaitky mohou reagovat viici nepolymorfnim antigentim, které jsou stejné u
pfijemce a darce organu (autoprotilatky), anebo se vazat na polymorfni neshodné antigeny darce
(napt. MICA). V klinice je velmi obtizné rozlisit, zda protilatky namifené proti receptoru AT1R,
vimentinu, kolagenu... atd., kter¢ byly opakovan¢ zaznamenany v cirkulaci pfijemct
transplantatu, jsou namifeny proti polymorfnim ¢astem téchto proteint (aloprotilatky), nebo jsou
spiSe vysledkem poruchy vlastni tolerance (autoprotilatky) (3). Kli€ovou roli v tvorbé
autoprotilatek hraje fenomén sdilenych epitopt, ztrata tolerance vic¢i vlastnim antigenim a

zktizena reaktivita protilatek (35).

Pfesny mechanismus patogeneze neni dosud dostatecné vyjasnény, stejné jako vzdjemné
pusobeni HLA a non HLA protilatek (48, 49) (Obr.2). Jako jedny z nejvyznamnéjSich non HLA
antigenl miZeme povazovat antigeny, které jsou exprimované na endotelu cév (receptory

spfazené s G proteiny - ATIR, ETAR, LG3; a MICA). Jiz béhem mozkové smrti a procesu
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odebirani organu dochazi k aktivaci endotelu, coz se projevi zvySenim exprese téchto antigent.
Procesy spojené s endotelidlni dysfunkei pokracuji béhem ischemie a reperfuzniho poskozeni a
mohou byt posileny také zakladnimi imunosupresivy (napf. inhibitory kalcineurinu). Opakovana
mikrovaskularni poranéni endotelu a pokusy o jeho opravu vedou ke zhorSeni dodavky kysliku,
aktivaci riznych vazoaktivnich systémti a nakonec k fibroze Stépu (50). SpoleCnym znakem
pusobeni non HLA protilatek je mikrovaskularni zanétliva reakce anebo nespecifické chronické
poskozeni $tépu s vyrazné¢ mensSim podilem C4d depozit (49). Mensi zastoupeni C4d depozit
poukazuje, ze non HLA protilatky mohou byt aktivatory komplementu, coz potvrdily naptiklad
studie MICA protilatek, u pacientii po transplantaci ledvin i srdce (51-54). Nicméng¢, ne ve vSech
ptipadech musi byt cytotoxicky efekt non HLA protilatek zavisly na aktivaci komplementu, jak
dokazuji studie pfi kterych byl komplement deaktivovan pomoci antirejekéni terapie (Eculizumab
— monoklondlni protilaitka proti C5 slozky komplementu) (55, 56). Predpoklada se, Zze
svym aktivacnim receptorem NKG2D vazi pravé MICA antigeny (57). Rovnéz se uvazuje o
imunomodula¢nich u¢incich non HLA protilatek, napt. zvysSeni exprese adhezivnich molekul u
endotelidlnich bunék, ovliviiovani produkce prozanétlivych cytokint (IL-1beta, TNF-alfa) atd.
(49, 58). Mechanismus plsobeni téchto protilatek tedy zahrnuje Siroké spektrum procesi, které
jsou ziejmée spojeny i s dalSimi patologickymi dé&ji.

Dnes lze detekovat pres 60 riznych non HLA protildtek pomoci metod pevné faze (Luminex.
ELISA), pfipadné pomoci pritokové cytometrie (XM-ONE test), viz. Pfiloha 1. Nejvice
informaci v literatufe mame dosud o protilditkich MICA a ATIR, u nichz byla ve vztahu
k organovym transplantacim prokézana asociace s protilatkami zprostiedkovanou rejekei. Dalsi
non HLA antigeny, resp. protilatky, jsou pfedmétem intenzivnich studii a staly se 1 jednim z témat
IHWS (International Histocompatibility Workshops ) v roce 2022. Odborna pracovni skupina
STAR Tambur et al. (49), hodnotila prace zabyvajici analyzou non HLA protilatek
publikovanymi mezi lety 2010-2022. Tato studie upozornuje na rozdilné pfistupy k analyze
jednotlivych studii. Zarovenn bylo potvrzeno synergické ptisobeni non HLA a HLA protilatek,
stejn€ jako na vzajemné pisobeni non HLA protilatek (napf. AT1R a ETAR). Nicméné stale vSak
neni jasné, co je pfiinou tvorby téchto protilatek (infekce, ischemické poskozeni nebo de
novo/rekurentni onemocnéni atd.) a jak pfesné tyto protilatky pfispivaji k poskozeni a rejekci

Stépu.

21



NAN )

Inflammation
Exosome O LG3 Ischemia i mJ;JrV
Mechanic stress
o . =
CalagenV kal- " AR DSA or T cells
tubulin Vimentin '

Donor cell

Obr 2: Non HLA Antigeny a reakce non HLA protilatek: Poskozeni bunék Stepu (zanétlivou
reakcei, ischemii, stresem, pisobenim HLA DSA protilatek nebo T lymfocyty) vyvola zvySenou
expresi non HLA antigeni (napt. AT1R) nebo uvolnéni intraceluldrnich antigent (napft. kolageny,
tubulin, vimentin atd.) coZ vede k produkci non HLA protilatek. Ty mohou opét pfispivat k
dal§imu bunéénému poskozeni.

Ptevzato z Zhang et al., 2020 (59)

Seznam detekovatelnych non HLA protildtek pomoci metody Luminex je uveden v Priloze 1.
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2.2.1 MICA - MHC class I-related chain A

Nejvice informaci o non HLA antigenech mame dosud o MICA antigenech, respektive anti
MICA protilatkach. Ackoliv tyto antigeny maji podobnou trojrozmérnou strukturu jako antigeny
HLA 1. tfidy, nejsou asociovany s B2mikroglobulinem a jejich biologicka funkce je odli$na, tzn.
ze neprezentuji peptidy. MICA antigeny vykazuji vysoky polymorfismus, pfesto v porovnani
v antigeny HLA 1. tfidy je diversita MICA antigent vyrazn¢ mensi (400 alel MICA versus 8000
alel HLA-B - dle databaze https://hla.alleles.org/). MICA se vyskytuji jak na endotelialnich, tak
na epitelidlnich buiikéch, fibroblastech ¢i monocytech. Jejich exprese je ovlivnéna cytokinovym

prostiedim, obecné Ize fici, Ze jejich exprese se na bunikach zvysuje ve stresovych podminkéch.

Prvni prace byly zaméfeny na vyznam MICA protilatek ve vztahu k potransplantacnimu pribéhu,
kdy byl prokazan vliv MICA protilatek na ¢asnou akutni vaskularni rejekei i chronickou rejekci

(60-63). Ve vztahu k dlouhodobému preziti Stépu se vSak ndzory na ptsobeni MICA protilatek
neshoduji (64). Dle nagich dat (diplomova prace Véalhova S., 2013) pacienti s MICA protilatkami

vvvvvv

vvvvvv

pozorujeme u retransplantovanych a u vysoce senzitizovanych pacientd. MICA protilatky se
Casto vyskytuji v kombinaci s HLA protilatkami, jsou polyreaktivni a ve vyjime¢nych piipadech
mohou fixovat 1 aktivovat komplement (54). Nicméné se piedpoklada, Zze patologicky efekt
téchto protilatek nastava po vazbé aktivacniho NKG2D receptoru NK bun¢k a nékterych typi T
lymfocyti (NKT lymfocyty, CD8" afT lymfocyty, CD4" lymfocyty, yd T lymfocyty), jak jiz bylo
zminéno (65). Jelikoz MICA antigeny nejsou exprimovany na lymfocytech, nelze zachytit
pritomnost protilatek proti MICA antigeniim klasickym microcytotoxickym testem, ale jejich
detekce je mozna pomoci metod pevné faze (Luminex). Dnes jiz vime, Ze i samotnid shoda
v MICA antigenech je dal§im z faktordi ovliviiyjici imunitni odpoveéd’ po transplantaci, nicméné
typizace MICA antigenti neni dosud zatazena do zadného aloka¢niho programu a také samotné
urceni specificity MICA protilatek vici darcovskym MICA antigeniim neni rutinné provadéno
(65). V praci Sapék et al. (66) bylo ukdzano, ze tvorba MICA protilatek nemusi byt jen donor
specificka, ale Ze nemala ¢ast pacientl (59%) po transplantaci ledvin Casto tvoii MICA protilatky
1 proti jinym specificitim MICA antigenli a 1 proti vlastnim autoantigenim MICA (36%
pacientll), coZ naznacuje, 7e¢ k indukci protilatek MICA nedochazi pouze v disledku vlastni

alogenni stimulace, ale také v dusledku dalSich dosud nejasnych faktord.
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2.2.2 ATIR — Angiotenzin II Type I Receptor

Jedna se o transmembranovy G protein, vysoce exprimovany endotelovymi buiitkami a buitkami
hladkého svalstva rendlniho cévniho fecisté, mezangialnimi bunikami, podocyty, proximalnimi
tubularnimi epitelidlnimi buiikami a intersticidlnimi butikami z vnitfniho pruhu zevni diené (35)

(Obr 3).

Protilatky proti tomu receptoru byly poprvé popsany Dragun et al. v roce 2005 (67) ve vztahu k
maligni hypertenzi, steroid-refrakterni vaskularni rejekci a snizené funkci Stépu. Na zakladé této
prace bylo dal§imi studiemi prokazano, ze pfitomnost téchto protilaitek, a to jak pred
transplantaci, tak po ni, je spojena s rozvojem riznych fenotypt rejekce a také s negativnim
dopadem na funkci a pteziti rendlniho Stépu (68). Pfitomnost téchto protilatek byla zaznamenana

taky u transplantovanych srdci (69) a u pacientii, ktefi dostali mechanickou srde¢ni podporu (70).

ATIR protilatky jsou povazovany za autoprotilatky, maji schopnost fixovat komplement
(podttida IgG1 a IgG3), nicméné se predpoklada, ze jejich patologicky ucinek je spiSe nezavisly
na komplementu piimo piisobi na endotelidlni buniky (50). Uvolnénim endotelidlniho ristového
faktoru se aktivuje koagula¢ni kaskada a dochéazi k vzniku trombt. Stimulaci AT1R pfitomného
na povrchu zanétlivych bun¢k, zejména polymorfonukleari, monocyti a B a T lymfocytt,
dochéazi k zesileni mikrovaskularni zanétlivé odpovédi, coZ mulZe vést k dalSimu poSkozeni

endotelu (35).

ATI1R protilatky se stanovuji metodou ELISA (Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay) a nejsou

dosud pfedmétem rutinniho vySetieni pacientli pfed transplantaci.

2.2.3 ETAR — Endothelin Type A Receptor

Patti také do skupiny G - proteinovych receptort, které vazi proteiny endoteliny, jejichZ primarni
hlavni funkci je vasokonstrikce cév (Obr. 3.). Proto se receptory ETAR nachazi predevSim v
bunkach, které jsou schopné kontrakce (buiiky hladkého svalstva cév, mezangialni buriky,
pericyty bunék sestupnych svazkl vasa recta) a také v ledvinnych tubulech. Pearl et al. (71)
prokdzali, ze protilatky anti-ETAR jsou Casto spojeny s piitomnosti protilatek anti-AT1R. Tato
kombinace vede k vzajemnému ovliviiovani patologickych uc¢ink téchto protilatek a vyskyt obou
typli proteini je spojen se zvySenymi hladinami IL-8, arteritidou, a sniZenou funkci

transplantované ledviny.
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Protilatky anti-ETAR jsou podtiidy IgG1 se schopnosti vazat komplement, ale jejich hlavni
patologické plisobeni spociva v tom, ze po vazb¢ na receptor dochazi k aktivaci signalnich drah,
jejichz vysledkem je silnd vazokonstrikce cév. Prodlouzena aktivace receptorii vyvolava migraci
fibroblastii, coz vede k modifikaci v arteridlnich sténéch, s naslednym ztzeni lumen cév a snizeni
organoveé perfuze (72). Ve vztahu k hodnoceni rejekce byl prokazan vliv protilatek ETAR u
ledvinnych i srde¢nich §tépti (73-75).

2.2.4 LG3 - Perlecan

Dalsi ze skupiny G proteinii je bioaktivni C-koncovy fragment perlekanu (oznacovany jako
LG3). Tento antigen je prostorové odlisSny od pfedchozich proteintl, je obsaZzen v endotelidlni
bazalni membrané a miize tak pasobit jako neoantigen (Obr.3.). VétSina studii se vSak shoduje, ze
tento antigen nemuze sam vyvolat poskozeni endotelu, ale ze protilatky proti tomuto antigenu se
objevuji v kontextu s jinymi non HLA protilatkami. Protilatky anti LG3 jsou tiidy IgG1 a IgG3 a

jejich plisobeni je pravdépodobné zavislé na komplementu.

FLT3

ligand & ICAM4

AT,R ETAR

Extracellular
(blood side)

4 ¥ il !

H I} il ‘ |

> LJ
Intracellular Q) Endoglin
a-actinin

Extracellular 'A‘

(media side) LG3

t Cleavage

Perlecan

Obr 3: Non HLA antigeny sprazené s G proteiny exprimované na povrchu endotelidlnich
bunék: AT1R — angiotenzinovy receptor, ETAR — endotelinovy receptor, LG3 — fragment
Perlecanu. Dalsi endotelialni molekuly FLT3 — ligand receptoru aktivujici tyrozin kinazy,
ICAM4 — adhezivni molekula, Endoglin — koreceptor pro rodinu ligandii TGF beta

Ptevzato z Dragun et al., 2016 (50)
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2.2.5 Kolageny

Kolagen typu IV a fibronektin jsou dulezitymi sloZkami glomerularni bazalni membrany, ale v
piipadé poskozeni tkdn€ se stdvaji autoantigeny. Angaswamy et al. (76) ukazal ve své studii, ze u
pacienti po transplantaci ledvin, ktefi produkovali protilatky proti kolagenu typu IV a
fibronektinu doslo k vyznamné aktivaci specifickych T lymfocytt a k produkei IFN-y a IL-17 a
zaroven k vyznamnému poklesu T lymfocyti produkujicich IL-10. Tento nalez demonstruje
imunitni odpoveéd’ proti vlastnim antigenlim a ztratu periferni tolerance. V nedavné studii Park et
al. (77) navic bylo prokazéano, ze také protilatky proti kolagenu typu I a typu III jsou vyznamné
vyS$$i u pacientl s AMR a ze pfitomnost téchto protilatek byla spojena i se zvySenym rizikem

selhani ledvinného Stépu.

U kolagent byla prokazana také zvySena exprese na alveolarnich epitelidlnich buiikach plic a
naslednd asociace s AMR u pacientli po transplantaci plic, u nichz se vyvinul BOS (Bronchiolitis
Obliterans Syndrome). U pacientii po transplantaci plic je produkce non HLA protilatek velmi
Casta (az 70%) a lze je detekovat nejen v séru, ale i v bronchoalveolarni lavazi (78). Ve studii Rae
et al. (79) bylo ukazano, Ze pacienti tvoii autoprotilatky proti kolagenu typu V jiz pted
transplantaci a ze po transplantaci jen mald ¢ast téchto protilatek (26%) vymizi vlivem
imunosupresivni terapie. Navic pfitomnost autoprotilatek ptedchéazela vzniku de novo DSA po
transplantaci, coz znaci interakci mezi alo- a autoimunitou. U téchto pacientii byla sledovana i
produkce autoprotilatek proti K-al tubulinu. Protilatky K-alT pfimo ovliviiuji vznik obliterace
dychacich cest tim, Ze indukuji zvySeni exprese fibrogennich riistovych faktort a fibroproliferaci

(80).

2.2.6 Vimentin

Jedna se o intraceludrni protein, ktery je soucasti cytoskeletu a podili se na bunécné signalizaci a
proliferaci. Tyto proteiny mohou byt exprimovany i extraceluarné¢ anebo mohou byt sekretovany
makrofagy, endotelidlnimi buiikami, neutrofily ¢&i apoptotickymi T lymfocyty (59).
Autoprotilatky proti tomuto antigenu mohou byt asociovany s AMR, coz bylo ukézano u pacient
po transplantaci ledvin i srdce (81, 82). Ve studii See et al. (82) u pacienti po transplantaci srdce
byly zaznamenany ve vztahu k AMR a selhani funkce $tépu i dalsi non HLA protilatky (beta-
tubulin, lamin A/C, apolipoprotein L2), coz opét dokazuje na variabilitu non HLA protilatek a na

obtiznou interpretaci dat pii analyze non HLA protilatek.
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Rejekce

Rejekce je odpoveéd’ imunitniho systému piijemce vznikajici na zaklad¢ kontaktu s antigeny darce
(rozeznani cizich molekul). Na tomto patologickém procesu se podili vSechny slozky imunitniho
systému a podle ptevahy jednotlivych slozek Ize rejekei rozdélit na T-buiikami zprostfedkovanou
(TCMR), protilatkami zprostiedkovanou (AMR) a rejekci smiSenou. U terminu smiSena rejekce
nepanuje jednotny nazor, zda se jednd o dva nezavislé imunologick¢ mechanismy probihajici
soucasn¢ ¢i o dusledek ptisobeni jednoho imunologického procesu, ktery ovliviiuje druhy (6).
Bunky pfirozené imunity nejsou stimulovany pifimo antigeny darce, jejich aktivace je
nespecificka, vyvolana tkanovym poskozenim ¢i infekénim agens, a Casto piedchazi ¢i doprovazi

rejekei zanétlivou reakei (83).

Endotelialni bunky transplantovaného organu jsou prvnim mistem, kde se imunitni systém
piijemce setkdva s antigeny darce a kam mifi svou primarni odpovéd. Endotelidlni bunky
exprimuji na svém povrchu HLA antigeny I. tfidy, ale vlivem stresovych podminek, nebo pfi
poskozeni dochdzi k zvySené expresi HLA antigent II. tfidy, non HLA antigent (napt. MICA) a
k uvolnéni intraceluldrnich molekul. Aktivaci prozanétlivymi cytokiny (TNF-alfa, IL-1beta) se na
povrchu endotelidlnich bun¢k zvySuje exprese adhezivnich molekul (napt. P- selektin, [CAM-1,
VCAM-1), které zpomaluji pohyb cirkulujicich bun€k imunitniho systému piijemce, umozni

naslednou interakci s endotelem a diapedézu (84).

Dtlezitou roli zde hraji i chemokiny, které jsou v prvni fazi po transplantaci produkované prave
endotelidlnimi bunkami a jsou nezbytné pro migraci leukocyti do Stépu (85). Chemokiny
produkované v ¢asné fazi po transplantaci (napf. CXCL1, CXCL2, CXCLS - l1ze detekovat jiz 3
hodiny po transplantaci) atrahuji neutrofily, makrofagy, NK buniky a T lymfocyty. Pozdé&ji vlivem
lokalni produkce IFN gama, chemokiny (napt. Mig, I-TAC) fidi ptisun alospecifickych T
lymfocytl. ZvySené hladiny chemokini jsou pozorovany také v pozdnich fazich rejekce (u
aterosklerdzy nebo pii fibroze), coZ naznacuje na moznost vyuziti chemokinil jako biomarkert

rejekcniho procesu (napt. CXCL10) (86-88).
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2.3 T bunkami zprostredkovana rejekce
(TCMR - T cell - mediated rejection)

T buiikami zprostfedkovana rejekce zahrnuje bunky rozeznavajici antigen, bunky regulujici
imunitni odpovéd’ a buiiky efektorové/pamét'ové. Velké multicentrické studie ukazaly, jak pocet
antigennich neshod (v HLA i non HLA antigenech) ma signifikantni vliv na rozvoj rejekce a
preziti Stépu (27, 45, 89). Neshodné epitopy HLA antigenii jsou rozpoznavany T lymfocyty
pifjemce pomoci TCR receptort (HLA I. tiidy jsou rozeznavany CD8" T lymfocyty, HLA II. tiidy
jsou rozeznavany CD4" T lymfocyty). Mira TCR signalizace je ovlivnéna piedevsim afinitou
TCR k HLA antigenu, délkou interakce TCR-HLA a dalSimi faktory. Je dobfe znamo, Zze k
pevnosti vazby TCR- HLA piispiva 1 interakce adhezivnich molekul (napt. ICAM-1 na DC a
LFA-1 na T lymfocytech). K plné aktivaci T lymfocytli po rozeznani antigenu je potieba,
kostimula¢nich signalti (interakci CD28 a CD80/86, CD40 a CD154) a vhodné cytokinové
prostfedi, které definuje ptevazujici specifickou odpovéd’ (Th1/Th2/Th17/Treg). Dulezita je
zejména produkce cytokinii IL-2, IFN gama, TNF alfa, IL-15, které aktivuji buné€nou proliferaci.

Po rozeznani darcovského antigenu jsou efektorové T buiky aktivovany v sekundarnich
lymfoidnich tkanich a dochazi k jejich klonalni expanzi. Aktivované efektorové T lymfocyty pak
migruji zpatky do Sté€pu, opousteéji mikrocirkulaci a vstupuji do intersticia. Dulezitou roli hraji
CD4" T lymfocyty, které nejen déle interaguji s B lymfocyty, ale jsou i vyznamnymi producenty
IFN gama, ¢imz stimuluji aktivaci cytotoxické reakce CD8" T lymfocytl. Mechanismus této
reakce spociva v uvolnéni perforinu z granul, ktery ptisobi poskozeni bunééné membrany a vstup

enzymu (granzym A,B). Nasleduje aktivace kaspdz, fragmentace DNA a apoptdza buiiky (90).

Intenzivné zkoumand je v posledni dobé role NK bunck, které svymi KIR receptory mohou
rozeznavat specifické ligandy (napft. epitopy na HLA Cw a epitop Bw4) anebo ptipadné chybé&jici
vlastni HLA molekuly 1. ttidy, tzv. missing self hypothesis (91). Dal§$im mechanismem jejich
aktivace je vazba pfes FcyR receptor (FcyRIII- CD16a), ktery vaze Fc fragment protilatek (anti
HLA) a spousti cytotoxickou reakci zévislou na protilatkdch (ADCC — Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity). NK buiiky exprimuji i receptory pro nekteré slozky komplementu. Po
jejich aktivaci dochazi k bunécné apoptoze, sekreci IFN gama, TNF alfa a tim k aktivaci dalSich

imunokompetentnich bun¢k (92, 93) (Obr.4).

Ukazuje se, ze praveé produkce IFN gama hraje dulezitou roli pifi vytvafeni typického fenotypu

TCMR, protoze indukuje expresi riznych genti, véetné¢ chemokinti, jako jsou CCLS5, CXCL9,
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CXCL10, CXCLI11, coz vysvétluje infiltraci dalSich bunék pfirozené imunity jako
monocyty/makrofagy, eosinofily nebo zirné bunky a jejich spoluiast na zanétlivé reakci

doprovazejici rejekéni proces (94).

Transkripty, které ptispivaji k profilu TCMR, se vétSinou tykaji efektorovych T bun¢k (CTLA4,
ICOS, BTLA, CD96, LAG3, SIRPG, LCP2, DUSP2, CD8A), makrofagi (CD84, SLAMFS,
ADAMDECI), B bun¢k (CD274, BTLA) a transkripti souvisejicich s IFNy (ANKRD22,
FCGR1B, SLAMFS) (95).

Zvlastni skupinu, ktera je ovSem predmeétem intenzivnich studii, tvoii pamétové bunky, jejichz
dlouhodobé¢ piezivani je umoznéno schopnosti exprese anti-apoptotickych proteint (Bcl-2, Bcl-
XL) (96, 97). Mtize se jednat o darcovsky specifické T lymfocyty, které v ptipadé retransplantaci
mohou reagovat s opakovanym neshodnym HLA antigenem, anebo zkiizenou reaktivitou mezi
patogen-specifickymi buitkami a aloantigeny $tépu (tzv. heterologni imunita).

Donor specifické protilatky (DSA) pochazeji ze dvou zdroji pamétovych B bun¢k: z klidovych
pamétovych B bun¢k a z dlouho Zijicich plazmatickych bun¢k (LLPC - Long-Lived Plasma
Cell). Dosavadni znalosti ze zvifecich modelt ukazuji, ze mechanismus ptisobeni téchto bun¢k je
odlisny, aproto jejich aktivace pted a po transplantaci mize mit rozdilny dopad na funkci Stépu.
Klidova pamétova B buiika se rychle reaktivuje pii opétovné expozici aloantigenu, napiiklad pfi
retransplantaci, a po pfeméné na plazmatickou bunku odpovida za tvorbu de novo DSA. Naopak
LLPC dlouhodobé (i roky) ptezivaji v kostni dieni, odkud produkuji cirkulujici DSA, ale
nemobilizuji se pii opétovném setkani s aloantigenem. Pfedpokladd se, Ze repertoar DSA
pamétovych B bun€k ma zpoc€atku nizsi afinitu, ale zachové si schopnost podléhat afinitnimu
zrani a vytvaret nové typy LLPC s vyrazné vyssi afinitou. Naopak repertodr DSA LLPC je
staticky a ma vyssi afinitu (98). V souvislosti s transplantaci by variabilita typt pamétovych B
bunék u senzibilizovaného pacienta mohla urcovat kinetiku a/nebo velikost de novo DSA pfi
nasledné transplantaci. Alternativné miiZze variabilita typu generovanych pamétovych B bunék
prispivat k dynamice chronické rejekce. Soucasnd imunosuprese nedokaze potlacit produkci DSA
u LLPC. Ptitomnost pamétovych bunék Ize detekovat jeste pied samotnou produkci DSA a
projevem AMR (6), ale vySetfovani kompartmentu pamétovych B lymfocyti je technicky

naroc¢né a neni dosud zatazeno do klinické diagnostiky.
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Obr 4: Role NK bunék piti TCMR a AMR: Pii AMR (A) rozpoznavaji NK bunky pomoci
FcyRIII receptoru Fc fragment protilatky. Aktivace Fc receptoru spusti uvolnéni IFN gama a
ADCC reakci. K dalsi interakci mezi NK bunikami a endotelem muize dojit prostfednictvim
receptori komplementu exprimovanych NK buitkami. V TCMR (B) pronikaji efektorové T-
buiiky do endotelu a interaguji s DC a makrofagy. Aktivace T bun€k zahajuje zanétlivou odpoveéd
zavislou na interakci mezi efektorovymi T buiikami a APC (napf. uvoliiovani IFN gama).
Exprese inhibi¢nich kontrolnich bodd (napf. interakce mezi ligandy CTLA4, CD80 a PDI
ligandil) naznacuje, ze ve tkani funguje negativni kontrola T bun¢k.

Ptevzato z Halloran et al., 2023 (90).
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24 Protilatkami zprostredkovana rejekce
(AMR - Antibody Mediated Rejection)

O patologickém piisobeni preformovanych donor specifickych protilditek (DSA) na
transplantovanou ledvinu se védélo jiz v 60. letech minulého stoleti (99), avSak plivodné
pievazoval nazor, ze jen preformované protilatky mohou poskodit stép (hyperakutni rejekce) a ze
k produkci de novo DSA po transplantaci nedochazi v disledku uzivani imunosuprese.
Predpokladalo se, Ze naprostd vétSina rejekci je zprostiedkovand T bunkami, a proto 1écba
rejekénich komplikaci byla cilena na inhibici T lymfocyti (ATG — antithymocytarni globulin,
kortikoidy atd.).

Po objeveni patologické role HLA specifickych protilatek produkovanych po transplantaci (100)
a spolu s nalezem C4d deposit v peritubularnich kapilarach transplantovanych organti bylo
potvrzeno, ze protilatkami zprostfedkovand rejekce je specifickym typem imunitni reakce
odliSujicim se od TCMR. (101). C4d je $tépny produkt komplementové kaskady a nepiimo
poukazuje na aktivaci komplementu klasickou cestou. C4d depozity jsou kovalentné vazany ve
tkani a Ize je detekovat imunofluorescencné (v nativni zmrazené¢ tkani), anebo
imunohistochemickym barvenim (v parafinovych fezech). Nélez C4d depozit signifikantné
souvisi se zhorSenym pfezitim §tépu (102) a také koreluje s pfitomnosti donor specifickych

protilatek (DSA) (103).

Dnes ptevlada nazor, ze C4d nemusi byt vzdy specifickym markerem AMR. Také v ptipade
pusobeni non HLA protilatek se C4d komponenta vyskytuje ve vyrazné¢ mensi mife v porovnani
s pusobenim HLA protilatek, jak bylo uvedeno vySe (56). Navic u transplantaci ABO
inkompatibilnich jedinct (neshoda v krevni skuping), se v biopsiich bézné detekuji difuzni C4d
depozity bez rozvoje mikrovaskuldrniho zanétu a znamek akutni AMR (104). Pacienti maji
protilatky proti erytrocytdrnim antigenim (ABO) darce, ale funkce S$tépu neni negativné

ovlivnéna. Tento stav byva v klinice nazyvan akomodace.
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2.4.1 AMR u organovych transplantaci

Nejpodrobnéji je prostudovana patogeneze AMR u transplantaci ledvin. To je dano vétSim
poctem transplantaci, moznosti darovani ledviny zivymi dérci a také délkou transplantacniho

programu v porovnani s ostatnimi organy (mezinarodni srovnani dle databaze www.irodat.org,

www.transplant-observatory.org). Spolecnym znakem AMR je pfitomnost donor specifickych
protilatek (ve St€pu a v séru pacientll), nicmén¢ kazdy z t€chto orgdnti ma i tkanové specifické
non HLA antigeny, proti kterym mohou pacienti vytvaiet protilaitkovou odpoveéd’ (82, 105-107).
Aktivace komplementu je, jak uz bylo feceno, hodnocena dle C4d depozit a navic, s diagnézou

v posledni dobé pomaha stanoveni specifickych genovych expresi v transplantovaném stépu.

Incidence AMR po transplantaci ledvin je 5-7 % u nesenzitizovanych pacientti, 40-90 % u
sensitizovanych pacientl (data IKEM). Vyskyt AMR u transplantovanych ledvin je tedy relativné
vzacnou komplikaci, Casto ale s fatalnimi dusledky pro $tép. Nejcastéjsim klinickym projevem
akutni rejekce je zvySeni sérového kreatininu, chronicka forma rejekce se projevi postupnym
poklesem glomerularni filtrace, progresi proteinurie a zhorSenim hypertenze. Dle Banffské
klasifikace se rozliSuji jednotlivé fenotypy rejekce v transplantované ledving. Diagnéza se opira o
histologicky prukaz poskozeni tkdn¢ (mikrovaskuldrni zanét, tromboticka mikroangiopatie,
tubularni poskozeni), pritkaz C4d v peritubularnich kapildrach a sérologicky prikaz DSA. Od
roku 2022 je diagndza doplnéna i o znalosti validovanych genovych transkript (108-110).

U transplantaci srdce se AMR manifestuje jako selhani mechanické funkce myokardu, chronicka
forma postihuje predevS§im véncité tepny a je soucasti syndromu koronarni nemoc Stépu,
respektive vaskulopatie stépu (CAV - Cardiac Allograft Vasculopathy) (111). Koronarni nemoc
srdec¢niho $tépu je hlavni pfi¢inou pozdni morbidity a mortality pacientii po transplantaci srdce a
vyrazné zkracuje jejich dlouhodobé pieZiti. Je pro ni typicka difuzni koncentricka intimalni
hyperplazie, kterd se manifestuje ve formé ¢asného stenotického postizeni koronarnich tepen
(112). Hodnoceni jednotlivych subtypl rejekci u transplantace srdce a plic vychazi z Banffské
klasifikace a je revidovano Mezinarodni spole€nosti pro transplantace srdce a plic (ISHLT- The
International Society for Heart and Lung Transplantation). Prvni patologicka kritéria byla
definovana v roce 2005, dnes se diagndza opira o pritkkaz C4d, doplnéného o detekci DSA a stejné

jako u ledvin, o nové znalosti molekularnich transkriptt (90, 108, 113).

U transplantaci plic se AMR projevuje jako Bronchiolitis Obliterans Syndrome (BOS) a
chronicka dysfunkce plicniho alostépu (CDAL — Chronic Lung Allograt Dysfunction) a pomérné
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tézko se diagnostikuje. Teprve v roce 2016 byla publikovana mezinarodni definice AMR u plic,
kterda vychazi také ze znalosti u transplantovanych ledvin (114, 115). Diagnoza se opird o
sérologicky prikaz DSA, dysfunkce plicniho $tépu (pokles ve spirometrii s rozvijejici dusnosti) a
histolologické znamky poskozeni Stépu (kapilaritida a difuzni aleolarni poskozeni), nalez C4d
depozit je u plic pomérné¢ vzacny (108). DSA ve $té€pu plic jsou asociovany s vaznéjsi formou
AMR, navic ptitomnost de novo DSA poukazuje na zrychleny pribéh BOS a také je asociovana
s vyS$$i mortalitou pacientd vlivem BOS (116, 117). U pacientli po transplantaci plic jsou také
velmi Casté autoprotilatky namifené proti non HLA antigentim (napt. kolageny, Kal - tubulin)

(78).

U jater ma AMR komplexni klinickou manifestaci, kterd se miize zaménit s obliteraci zluc¢ovych
cest zjiného (napf. chirurgického) divodu, akutnim selhdnim jaterniho $tépu atd (118, 119).
Jelikoz hepatocyty maji velkou regeneracni schopnost a vyrazné mensi expresi HLA antigenti
Ltfidy, tak se pivodné piedpokladalo, ze riziko rejekce neni tak vysoké, jako u ostatnich organt.
U jater se setkdvame s pojmem rejekce bohatd na plazmocyty, stav, kdy dochazi k autoimunitni
hepatitidé de novo. Diagn6za AMR je u jater také postavena na prukazu C4d v biopsii a prikaz

DSA v séru (108).

2.4.2 Mechanismus patologického vlivu protilatek

Pfesny mechanismus patologického vlivu HLA specifickych protilatek je predmétem
intenzivniho zkoumdani a neni dosud dostate¢né vysvétlen. Anti HLA protilatky se vazou na
epitopy HLA antigenii, pfiCemZ tyto epitopy mohou byt sdileny mezi vice HLA antigeny.
Z tohoto divodu protilatky mohou reagovat proti nékolika HLA antigeniim soucasné, tzv. kiizova
reaktivita protilatek. HLA antigeny, které maji spolecné epitopy jsou zahrnuté v ,,Cross-Reactive
Groups “ neboli CREG. Vazebné misto protilatek (paratop) mize byt také namifeno pouze proti
jedné z domén HLA antigend, napiiklad o podjednotka u DQ antigenu, kterd je sdilena vice
alelickymi formami (120). Interakce antigenniho epitopu a paratopu protildtek je ovlivnéna
velikosti, tvarem a elektrochemickymi vlastnostmi aminokyselin na povrchu antigenu a protilatky
(121). Eplety predstavuji centralni ¢ast epitopu, kterd je sloZena ze shlukii nékolika aminokyselin
umisténych blizko sebe (3-3,5 angstromu [0,3-0,35 nm]) nachézejicich se na HLA molekule, na
misté pfistupném protilatce. Predstavuji nejmensi funkéni jednotku vazebného mista mezi
protilatkou a antigenem a urcuji specifitu protilatky prostfednictvim interakce s centralni oblasti

paratopu protilatky definujici komplementaritu. Epitop, ktery pokryvd celé rozhrani

33



antigen/protilatka, ma velikost 15 angstromu (1,5 nm) a zahrnuje nejen aminokyseliny, které
uréuji specifinost vazby (funk¢ni epitop), ale také dalsi (polymorfni nebo nepolymorfni)

aminokyselinové zbytky, které urcuji afinitu (silu vazby), ale nikoli specifi¢nost interakce

antigen/protilatka (strukturni epitop) (33). Obr 5.

Complementarity-defining region
of antibody (CDR)

Accessible amino acid residue on
molecular surface; structural
epitope interacting with CDR of
antibody; non-polymorphic = self

Polymorphic non-self residue =
functional epitope (HLA eplet,
amino acid substitution in
transmembrane protein, LoF variant)

op oormonaEd prnonon

e o -

Non-self HLA Polymorphism in “Loss of function” variant
molecule transmembrane protein not expressed in recipient
(Class | and class I1) in the allograft but in allograft

Obr 5: Interakce protilatky s antigenem: (A) Vazebné misto protilaitky (CDR -
Complementarity Defining Region) interaguje s epitopem antigenu, ktery zahrnuje oblast urcujici
specificitu vazby (napf. eplet, aminokyselinova substituce v transmembranovém proteinu,
varianta ztraty funkce nesouci nesamostatny epitop) a oblast definujici afinitu vazby. B) HLA
DSA se vazou na cizi HLA antigeny darce, non HLA DSA se vaZou na polymorfni
transmembranové molekuly $tépu anebo nefunkéni varianty antigent (tj. pfijemce ma uplnou
ztratu genové exprese specificke alely, ale darce nese alespoii jednu funk¢ni kopii).

Ptevzato z Reindl-Schwaighofer et al., 2020 (33)
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Anti HLA protilatky po vazbé na neshodné antigeny Stépu mohou poskozovat Stép piimou
aktivaci klasické cesty komplementové kaskddy (vazbou Clq slozky) anebo stimulaci
cytotoxické bunééné reakce (ADCC — Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity). Casna
protilatkova odpovéd’ je vzdy polyklonalni, zahrnuje nejdiive IgM a nasledné vSechny podttidy
IgG. NejsilnéjSimi aktivatory komplementu jsou protilatky podtiidy IgG3 a IgG1(122, 123),
ovSem svou roli hraje i glykosylace a afinita protilatek (84). IgG protildtky maji schopnost
formovat se do hexameru, pomoci nekovalentni vazby Fc fragmentt, ktery nésledné vaze Clq

slozku komplementu (124).

Po aktivaci komplementové kaskady dochéazi k uvolnéni chemokinii C3a a CS5a, coz vede
k dal$imu atrahovéani imunokompetentnich bun¢k. Po vzniku MAC (Membrane Attack Complex)
komplexu, dochazi k poskozeni bunééné membrany a lyze bunék, coz mize vést k odlouceni
endotelidlnich bun€k od bazdlni membrany (histologicky znak AMR). Fragmenty komplementu
deponované na endotelovych bunikdich mohou dale aktivovat fagocytdrni buiiky. Kromé
cytotoxického efektu, iniciuje se produkce prozanétlivych medidtorit a koagulaéni kaskady, u
akcelerované AMR dochazi k agregaci trombocyti vedouci k trombotické mikroangiopatii

a nekroze stépu (110, 125, 126).

Protilatky, které neaktivuji komplement, jsou po vazbé na HLA antigeny rozeznavany FcyR
receptory monocyti/makrofagi, NK bunck, ydT lymfocyti a dalSich bunécnych elementu.
Nasledné dochazi bud’ k degranulaci NK bunék anebo k fagocytdze (antibody-dependent cell
phagocytosis) (Obr. 4.A), coz vyvolava dalsi poSkozeni endotelu. V ptipadé, ze protilatky nejsou

vazéany témito receptory, dochazi k imunomodulaénim mechanizmim a poSkozeni Stépu.

2.4.3 Preformované protilatky

Dtvodem tvorby protilatek proti HLA pfed transplantaci jsou opakované krevni transfuze,
téhotenstvi, pfipadné predchozi transplantace. Nicméné podani transflize po transplantaci
produkci anti HLA protilaitek pfimo neovliviluje, coz je zpusobeno pravdépodobné
imunosupresivni terapii indikovanou po transplantaci (127). Implantace mechanické srdecni
podpory (VAD- Ventricular Assist Device) u pacienti ¢ekajici na transplantaci srdce je dalSim z
faktorii senzitizace, coz potvrzuji studie jak u dospé€lych (128-131), tak u détskych pacientt (132,
133). U pacienti s VAD byla prok4zéna také pfitomnost non HLA protilatek, napt. proti
angiotenzinovému receptoru (AT1R) - studie IKEM (70).
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Procentudlni zastoupeni anti HLA protilatek je u 20% zdravé populace, u 30% cekatelli na
transplantaci (84); v ¢ekaci listiné IKEM (n=792pacientl) je 28% pozitivnich, z ¢ehoz 2,6% je
vysoce senzitizovanych (PRA nad 80%). Pacienti, ktefi jsou zafazovani na ¢ekaci listinu na
transplantaci, se vySetiuji Ctyfikrat roén€ na ptitomnost protilatek proti HLA, tzv. Panel reaktivni
protilatky (PRA). PRA se stanovuji pomoci komplement dependentniho cytotoxického testu, kdy
sérum pacienta je postupné testovano s panelem zdravych darcti, ktefi predstavuji frekvenci
zastoupeni HLA antigent v ¢eské populaci. Specificita protilatek je u cekatelll na transplantaci

stanovena metodou Luminex.

Preformované donor specifické protilatky piredstavuji riziko hyperakutni rejekce (tzv.
komplement aktivujici donor specifické protilatky namifené proti HLA antigenim, ale i1
protilatky proti erytrocytarnim (ABO) antigenim, pokud by doslo k transplantaci pies neshodnou
krevni skupinu bez ptedchozi ptipravy pacienta. V posledni dobé¢ je hodné diskutovana role non
HLA protilatek, které mohou ve vyjimecnych piipadech zptisobit nevratné poskozeni stépu i bez
aktivace komplementu (53, 55). S hyperakutni rejekei se dnes v klinické praxi setkavame zcela
vyjimecné, jelikoz vSichni pacienti jsou pred transplantaci vySetfeni na pfitomnost
preformovanych donor specifickych protilatek. Na mnoha studiich bylo prokézéano, Ze pacienti s
preformovanymi protilatkami proti HLA maji vysSi riziko rozvoje AMR po transplantaci a
zhorSenou prognoézu rozvoje AMR, stejné jako dlouhodobou funkci §tépu (134). Vzhledem k
uzkému propojeni riiznych slozek imunitniho systému se akutni AMR ¢asto vyskytuje soucasné

s TCMR.

2.4.4 De novo protilatky

Protilatky, které jsou tvofeny po transplantaci de novo se Casto vyskytuji béhem c¢asného
potransplanta¢niho obdobi (do 3 mésict po transplantaci) a byvaji asociovany s rozvojem akutni
AMR (61, 123). Nicméné jejich produkce miize byt 1 v delSim horizontu (roky po transplantaci) a
tim padem se podili na rozvoji chronické formy AMR (135, 136). De novo protilatky mohou byt
darcovsky specifické, tzv. de novo DSA, nebo jsou namifeny proti jinym antigeniim, které mohou
byt strukturné podobné s darcovskou molekulou (tzv. CREG - Cross-Reactive Group). Recentni

epitopové analyzy ukazuji, Ze mira neshody v epitopech HLA antigeni miZe ovlivnit produkci de
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novo protilatek po transplantaci a jak jiz bylo feceno, ze nckteré antigenni epitopy jsou vice
imunogenni nez jiné (29, 137-139). Navic se ukazuje, Ze se mize vyvolat tvorba protilatek i1 proti

nékolika neshodnym epitopiim i na jediné molekule HLA (30).

De novo DSA namifené proti antigenim HLA II. tfidy jsou ¢asto asociovany s horsi progndzou
Stépu, coz naznacuji studie po transplantaci ledvin (30), srdce (140), plic (141) i jater (119).
Pokud ma pacient neshodu v epitopech u DR i DQ antigenti zaroven, je produkce de novo DSA
vyznamné vyssi (30, 142). Paradoxem je, ze zatimco protilatky proti antigenim HLA 1. tfidy jsou
historicky povazovany za hlavni pfi¢inu hyperakutni rejekce a ¢asné AMR u senzibilizovanych
pacientl, u pacientd, u nichz se objevuje rejekce pozdé€ji po transplantaci, pievazuje produkce
protilatek proti antigenim HLA 1L tfidy. Divodem mutze byt rozdilna regulace protilatkovych
odpovédi, zvySend exprese antigeni HLA II. tfidy pfimo ve tkanich potenciovanad jak

cytokinovym prostiedim, tak TCMR ¢i infekénim agens (136, 141).

Ackoli mechanismus vzniku de novo DSA, a de novo non DSA, neni dostatecné vysvétlen,
pravdépodobnost rozpoznani specifickymi klony B bun¢k se zvysSuje s rostoucim poctem HLA

neshod, stejné jako pravdépodobnost pritomnosti imunodominantniho epitopu.

Krom¢ samotného rozeznani antigenniho epitopu, je dilezitd i1 kooperace jednotlivych bunék
imunitniho systému a regula¢ni mechanismy imunity. Uvazuje se o roli folikularnich T lymfocytt
(Tth — T follicular helper, Tfr - T follicular regulatory), kdy Tth bunky pravdépodobné hraji roli
v pocatecni fazi senzibilizace a ovliviiyji 1 dlouhodobou produkci de novo DSA. U ptijemct
ledvin byla prokdzéna korelace cirkulujicich Tth s preformovanymi i de novo DSA (143).
Naopak tloha Tfr bunék je zfejm¢ autoregulacni, a po transplantaci tyto buiiky pravdépodobné
kontroluji autoreaktivni protilatkovou odpovéd’ plisobenim pies inhibi¢ni kostimula¢ni molekuly
(CTLA-4) a inhibici produkce prozanétlivych cytokind, ¢imz brani autoimunitni reakci (144,

145).

Nutno dodat, Ze za vznikem de novo protilatek mlze byt i snizeni davky imunosuprese ¢i
samovolné vysazeni imunosuprese pacientem, coz vede k stimulaci imunitni odpovédi a Casto 1

k nevratnému odhojeni transplantatu.
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2.4.5 Chronicka rejekce

Chronicka forma rejekce je hlavnim nevyfeSenym problémem, ktery omezuje dlouhodobé preziti
a funkci transplantovanych organt. Uplatnuji se zde bunécné, humoralni a dalsi neimunologické
mechanismy (farmakologické posSkozeni, ischemie, infekce atd.) (146). Vyznamnou roli zde hraji

de novo DSA a také absolvovani akutni AMR.

Neékteré bunécné typy maji schopnost regenerace (endotelové bunky, tubuldrni bunky,
hepatocyty), naopak poskozeni svalovych bun€k (myocytl) je prakticky nevratné. Dlouhodoby
zanét zpusobuje postupnou remodelaci tkané Stépu, vlivem cytokint (napt. IL-17, TGF-beta) a
chemokini jsou do mista zanétu atrahovéany fibroblasty, zptsobujici fibrotizaci (VEDF, HGF
faktory) a ztradtu funkéniho parenchymu, postupné ztlusténi cévnich stén a naslednou ischemii
organu. Konkrétni histopatologicky obraz zavisi na druhu transplantovaného organu. U ledvin se
setkavame s fibrézou a transplantacni glomerulopatii, u srdce dochazi k vaskulopatii
(akcelerovanou aterosklerézou koronarnich tepen), u plic se projevuje chronickou dysfunkei a u

jater se setkame s terminem mizejicich zlucovoda (108).

Predmétem studii je aktudlné role NK bunék (91, 93), M2 makrofagh (147, 148) non HLA
protilatek a také zirnych bunck (94). Pravé zirné bunky by mohly zplsobovat fibrozu tim, ze
dokazi uvolnit medidtory, jako je histamin, fibroblastovy ristovy faktor-2 (FGF-2), TGF-beta,
chymdaza a katepsin G. Jejich role je vSak kontroverzni, jelikoz se pfedpoklada, ze diky své

interrakci s Treg lymfocyty by Zirné buiikky mély byt soucasti periferni tolerance.

Je nutno také zminit, Ze chronické poskozeni mulZe zpulsobit i toxicita imunosupresiv (napf.

kalcineurinové inhibitory).

2.4.6 Diagnostika donor specifickych protilatek

Mikrolymfocytotoxicky test (CDC, complement-dependent cytotoxicity) optimalizovany P.
Terasakim umoznil efektivni detekci komplement aktivujicich donor specifickych protilatek.
Tento test je vyzivan v rutinnim provozu jiz n€kolik desetileti, ovSem v posledni dob¢ néktera
centra od této metodiky ustupuji a nahrazuji ji metodami vyuzivajici prutokové cytometrie ¢i
pevné faze (ELISA, LUMINEX). V metodach pevné faze jsou HLA antigeny rekombinantni
molekuly nebo HLA antigeny izolované z bunéénych linii, které jsou navazany na pevnou fazi

(ELISA desticky ¢i polystyrenové kulicky), coZz umoziuje velmi piesnou a rychlou detekci a
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charakterizaci protilatek 1 ve velmi nizkych koncentracich. Na druhou stranu se musime pfi
hodnoceni vyrovnat s falesné pozitivnimi reakcemi, pii kterych dochazi k expozici neoepitopi a
vazbé protilatek na mista, kam by se za normalnich podminek nenavéazala. K faleSné negativnim
hodnotam dochazi pti fenoménu prozony, interferenci s komplementem anebo pokud dojede ke
sdileni epitopii mezi vice antigenti. Kiizovou reaktivitou protilatek Ize vysvétlit detekci protilatek
proti antigentim, které se v populaci vyskytuji velmi vzacné. Asociaci s komplementem pak
muzeme urcit specidlnimi soupravami, vyuzivajici vazbu Clq slozky nebo C3d slozky
komplementu. Pfi klinickém hodnoceni patogenicity téchto protilatek se vsak studie rozchazi,

v o we

meta-analyzy studii vSak poukazuji na vliv vzniku rejekce a dlouhodobého preziti stépu (149).

Rozvoj a rozsifeni novych detekénich metod protilatek a zpfesnéni typizace HLA antigenii na
vysoké rozliseni umoznily zavedeni novych postupt urceni kalkulovanych PRA (cPRA), kdy se
stanoveny protildtkovy profil pacienta porovnava s databdzi darci se znamou typizaci. Dalsi
moznost vyuziti je pfi virtudlnim crossmatch testu v alokacnich programech (150) a v programu

parovych vymén ledvin (151).

Krom detekce anti HLA protilatek, jsou dnes dostupné i soupravy umoziujici detekci non HLA
protilatek. Ty pracuji na principu ELISA (detekce ATIR protilatek) anebo Luminex (detekce
MICA, a dalSich non HLA protilatek — viz Ptilohal.), ptipadné pomoci pritokové cytometrie 1ze
urcit piitomnost protilatek proti prekurzorim endotelidlnich bun¢k (tzv. XM ONE test) (152).
V rutinnim provozu se dnes bézn¢ stanovuji MICA protilatky u pacientl pted i1 po transplantaci,
nicméné typizace MICA antigend, ani dalSich non HLA antigeni se dosud v klinické praxi bézné

neprovadi.

2.4.7 Diagnostické problémy odhojeni transplantatu

Diagnostika AMR je casto komplikovana a prakticky vzdy vyzaduje spolupraci specialistti z
riznych obort (imunologt, patologti, molekularnich genetikli atd.). Problémy v diagnostice AMR
vznikaji napfiklad, kdyz neni mozné detekovat DSA v periferii. Byly popsany ptipady
mikrovaskularniho zanétu bez ptitomnosti protilatek (153-155) anebo naopak, Ze ne vSechny

donor specifické protilatky v séru interaguji s cévnim endotelem (6).

Nemoznost detekovat DSA v séru muze byt vysvétlena produkei protilatek pifimo ve Stépu,

popfipad¢ vychytavani (absorpci) protilatek Stépem. Kvili své velikosti protilatky sice nejsou
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schopny prostoupit pfes endotel, nicméné mohou byt fixovany na antigenni epitopy endotelu a
v periferii se tak u mnoha pacientll neobjevuji. Jakmile se vSak endotel nasyti, vyplavi se do
cirkulace (63). Pti studiu ledvinovych §tépti po grafektomii (selhanych vlivem rejekce) byla
potvrzena ptitomnost anti HLA protilatek pfimo ve $tépu (156), stejné tak ve Stépu plic (116).
Hladiny DSA v séru jsou prokazateln¢ odlisné od hodnot DSA ve §tépu, coz mize byt dano
jednak vlastni analyzou DSA (mnozstvi vstupniho materidlu, metodika testovani), ale maze se
jednat také o redukci DSA ve stépu tkanovymi makrofagy, které vazou protilatky pomoci svého
Fc-y receptoru. Specificity protilatek ve Stépu jsou namifeny proti epitopim darcovskym

antigentim a shoduji se specificitami v séru (157).

Dalsi moznosti vysvétleni je ptisobeni non HLA protilatek, jejichz tvorba nemusi byt zavisla na
pritomnosti anti HLA protilatek a mechanismus patogeneze miize byt odliSny mezi jednotlivymi

typy protilatek (48, 158-160).

Velké nadéje v diagnostice rejekce se v posledni dobé vkladaji do hodnoceni genovych expresi
metodikou Molekularniho mikroskopu (MMDx — Molecular Microscope Diagnostic system) (90,
161, 162). Tato metoda umoziuje analyzu z velmi malého kousku tkéané€, v porovnani s klasickou
histologii dokaze zachytit probihajici rejekci nebo poskozeni, nezavisle na poctu glomerull a
tepen v bioptované ledviné (163). Kazdy typ rejekce vykazuje specifickou genovou expresi
odliSnou od ostatnich typll odhojeni. Definované tkanové transkripty nam tak umoznuji
klasifikovat AMR 1 u piipadi, kdy je C4d komponenta v biopsii negativni anebo neni prikaz
DSA na periferii, a presto je klinické podezieni na AMR. U AMR, kdy je histologicky potvrzena
zanétliva reakce v mikrocirkulaci, pozorujeme 3 typy transkriptl, které poukazuji na aktivaci NK
bunék (napt. granzymB GZMB, KLRD1, CCL4), endotelialnich bunc¢k (napi. ROBO4) a geny
spojené s produkci IFN gama (napt. PLATA, CXCLI11) (90). Tyto transkripty byly zatfazeny do
hodnoceni Banffské klasifikace v roce 2015 pro AMR a v roce 2019 ve vztahu v TCMR — viz.
Kapitola TCMR (95).

Dalsi novy zptisob napoméhajici diagnostice rejekce je stanoveni a kvantifikace volné cirkulujici
DNA darce (cfDNA - cell free DNA), ktera se uvolnuje jak z apoptotickych bunék, tak z bun€k
zivych, a jejiz zvySeny vyskyt poukazuje na poskozeni bun€k Stépu. Bezprostiedné po
transplantaci mizeme detekovat velmi vysokou hladinu cfDNA, coZ souvisi pravdépodobné s
bunéénym posSkozenim vlivem ischemie a chirurgickym stresem S$té€pu. Nasledné dochdzi k
poklesu hodnot a v piipad¢ rejekce lze detekovat signifikantni zvySeni cfDNA, Casto pred
klinickymi projevy (resp. bioptickym prikazem) (164-167). Hodnoty cfDNA se liS§i u
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jednotlivych orgdni a stanoveni hladin ¢fDNA je v souCasné dobé piredmétem velkych
srovnavacich studii (Evaluation of Patient Outcomes From the Kidney Allograft Outcomes

AlloSure Registry — KOAR https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03326076).

2.5 Imunosupresivni terapie

Pacienti, u nichz je prokazana ptitomnost HLA specifickych protilatek pied transplantaci ve
vysokych hladinéch a proti velkému mnozstvi HLA antigent, jsou imunologicky rizikovi, a asto
musi podstoupit tzv. desenzitizacni pfipravu, kterou se protilatky v séru odstranuji —
plazmaferéza, imunoadsorpce. U vysoce senzitizovanych pacientd lze protilatky docasné
eliminovat podanim Imlifidasy, ktera $tépi vSechny podtiidy IgG na Fc fragment a F(ab')2 ¢ast.
Dle in vitro studii IdeS §té€pi i BCR receptory B lymfocytl a tim inhibuje antigenné¢ specifickou
odpovéd (168-171).

Indukéni terapie mifi na blokaci a depleci T lymfocytl: antithymocytarni globulin (ATG),
Basiliximab (anti CD25- receptor IL-2) a plsobi také proti B lymfocytim: Rituximab (anti
CD20). Je indikovana bezprostfedné po transplantaci, aby pusobila profylakticky a zabranila

rozvoji imunitni odpovédi v asném obdobi po transplantaci.

Po transplantaci je vétSinou indikovdna udrZzovaci imunosupresivni 1éCba, nejcastéji
trojkombinace kalcineurinovych inhibitorit (takrolimus, cyklosporin A), kortikosteroidy a
mykofenolové kyseliny. Casto je 1é¢ba doplnéna o mTOR inhibitory (sirolismus, everolimus),
které ovliviiuji bunécnou proliferaci. Kombinace imunosupresiv ovliviiuje riizné Grovné imunitni
odpovédi (inhibici syntézy IL-2, blokaci proliferace T 1 B bunégk, inhibici produkce cytokinli
atd.), davkovani je pfizplisobeno aktudlnimu stavu pacienta vzhledem k moznym vedlejSim

ucinkiim imunosuprese (108, 172).

Pokud dojde k akutni humoralni rejekci, 1é€ba AMR cili v prvnim kroku k eliminaci protilatek
pomoci plazmaferéz (PF) nebo imunoadsorpce (IA), doplnénou o podani intravenoznich

imunoglobulind (IVIG) s blokujicim u¢inkem (173).

Kromé¢ eliminace protilatek z periferie dalSim terapeutickym krokem je deplece T a B lymfocytt
(ATG. Rituximab), inhibice plazmatickych bunék (Bortezomib — inhibitor proteazomu,
indikovano u rezistentnich forem AMR), suprese kostimula¢nich signalti (CTLA-4 - Belatacept),

pfipadné inhibice komplementu (Eculizumab — anti C5). Terapeutické postupy se indikuji
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v zavislosti na zavaznosti rejekce a stavu pacientit (174-176). U chronické rejekce neni dosud
jednotny postup v terapii, lécba je komplikovand a casto konci selhanim funkce Stépu.

Terapeutické cile jsou znazornény na Obr.6.
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Obr 6: MozZnosti imunosupresivni terapie

Ptevzato z Bohmig et al., 2019 (176)
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo studium role HLA specifickych protilatek a non HLA protilatek ve vztahu k
T bunkami a protilatkami zprostiedkované rejekci po transplantaci organl. Zabyvali jsme se
stanovenim protilatek pied transplantaci srdce za ucelem definovat imunologické riziko a
progndzu piezivani pacienti a transplantovanych srdci. Profil protilatek byl také sledovan u

pacientl po transplantaci pii 1€cb¢ rezistentni protilatkami zprostiedkované rejekce.

Dalsim cilem prace byla charakterizace bunécné imunitni odpovédi u pacientli pred transplantaci

ey

ledvin od zijicich darcti. Analyzovali jsme aktivaci lymfocytli ve smisenych lymfocytarnich
kulturach a detekovali frekvence IFN gama produkujicich pamétovych / efektorovych bunék

s cilem predikce rejekénich epizod po transplantaci.

V poslednim oddile prace méla za cil studium genovych transkriptli u pacientti s histologickou
diagnézou hodnocenou terminem “hrani¢ni zmény”. Analyzovali jsme dvé skupiny pacientl
indikované ¢asné po transplantaci a tfi mésice po transplantaci, u kterych pod stejnou diagnézou

byly riizné klinické projevy. Hodnoceni bylo vztazeno k predikci rejekce.

Shrnuto, cile prace byly:

1. Analyzovat roli a prediktivni hodnotu HLA protilatek u pacient pted a po transplantaci
srdce.

2. Vyhodnotit efektivitu 1écby prepardtem Bortezomib u zavazné (rezistentni) formy AMR
po transplantaci srdce.

3. Analyzovat frekvence IFN gama produkujicich bunék jako prediktivni ukazatel rejekce u
pacientt pied transplantaci ledviny

4. Studovat specifické genové exprese u pacientli s diagnézou hrani¢nich zmén v biopsiich

transplantovanych ledvin.
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Zminéné prace jsou soucasti Ptilohy 3.
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5. Vysledky a komentare k publikacim

5.1 Novel insights into pretransplant allosensitization in heart transplant recipients in the
contemporary era of immunosuppression and rejection surveillance.

Svobodova E., Gazdic T., Kubanek M., Vymetalova J, Voska L., Kment M., Lanska V., Kolesar
L., Urban M., Netuka 1., Pirk J., Melenovsky V., Kautzner J., Slavcev A, Malek 1. Transplant
international. 2016, 29(1), 63-72. IF 3,079

Cilem studie bylo retrospektivné stanovit imunologické riziko pacientd, ktefi podstoupili
transplantaci srdce v IKEM v letech 2005-2012. U pacientd (n = 264) jsme stanovili protilatky
proti HLA a MICA antigenim pomoci metody pevné faze (Luminex), nasledné urcili jejich
schopnost vazat komplement pomoci Clq testu. Vysledky jsme porovnali s cytotoxickou
metodou stanoveni HLA protilatek pted transplantaci, tj. PRA testem (Panel reaktivni protilatky)
a s potransplanta¢nim pribéhem — typ rejekce (ACR, AMR) a selhani funkce $tépu. Doba

sledovani byla 39 mésicu.

Rejekéni zmény byly hodnoceny na endomyokardialnich biopsiich (EMB hodnoceno dle ISHLT
klasifikace 2011, n = 3270). AMR byla prokazana u 19 (7 %) pacientti, z ¢ehoz 8 (42 %) pacientl
vyvinulo ¢asnou AMR (do 100 dnll po transplantaci) a u 9 (47 %) pacientii doslo k srdecnimu

selhani béhem AMR.

DSA pied transplantaci jsme detekovali u 57 (22 %) pacienttl, de novo protilatky se vytvoftili u 28
(11 %) pacientl. Pretransplantacni senzitizace HLA protildtkami byla ovlivnéna pohlavim
(Cast&jsi u zen) a piedchozimi chirurgickymi vykony. U pacienti s VAD (ventricular assist
device) jsme detekovali vysSi hladinu anti HLA protildtek v porovnani s pacienty, ktefi
podstoupili jinou srde¢ni operaci (P > 0,001) a také v porovnani s ostatnimi pacienty (P > 0,001).
Nicméné implantace VAD neovlivnila nasledny potransplantacni pribéh, u pacienti jsme

nezaznamenali vys§i riziko rejekce (AMR nebo ACR) ani selhéni §tépu.

Zavér:

NejsilnéjSim prediktorem AMR (zejména Casné AMR) byla pfitomnost DSA pied transplantaci
v kombinaci s historicky vys§simi PRA (PRA > 10%) (P = 0,015). Vyssi pocet DSA proti
darcovskym antigenlim spolu s vysokymi hodnotami MFI (mean fluorescence intensity) byly vice
rizikové. Test Clq, prokazujici schopnost protilatek vazat komplement, nemél prediktivni

hodnotu k AMR, stejné jako pritomnost MICA protilatek pfed transplantaci.
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Prace na publikaci: sbér serologického materidlu, experimentdlni cast (analyza protilatek

metodou Luminex, analyza PRA metoudou CDC, typizace HLA), analyza dat, ptiprava ¢lanku
Podpis Skolitele:

Doc. MUDr. Antonij Slavcev, CSc.
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5.2 Bortezomib-containing regimen for primary treatment of early antibody-mediated

cardiac allograft rejection: a case report.

Gazdic T., Svobodova E., Kubanek M., Kment M., Pagacova L., Viklicky O., Malek 1., Kautzner
J. Progress in transplantation. 2015, 25(2), 147-152. ISSN 1526-9248. IF 0,971

V této praci jsme shrnuli prvni zkuSenosti pouziti Bortezomibu na Iécbu ¢asné AMR u pacienta
po transplantaci srdce. Bortezomib pisobi na zralé plazmatické bunky a také na pamétové B
buiiky, inhibuje aktivitu NF-«kB, tlumi bunécnou proliferaci a zptisobuje apoptézu. Snizuje také
expresi HLA antigent I. tfidy. U pacientli po transplantaci ledvin byva aplikovan u rezistentnich

forem AMR (poprvé pouzit v 1¢cbé AMR 2008 (177), v IKEM indikace od roku 2012).

Pacient byla 21leta Zena, ktera prodélala v détstvi opakované operace srdce, pifi zafazeni na
¢ekaci listinu byla hodnocena nizkym imunologickym rizikem (0 % PRA). Na ¢ekaci listin¢ byla
3 mésice, poté podstoupila transplantaci srdce (shoda v krevni skuping, 1 shoda v HLA systému).
Crossmatch test pied transplantaci byl negativni, retrospektivné jsme zjistili FCXM (Flow
Cytometry Crossmatch) T buiikky negativni, B bunky pozitivni. Pacientka dostala standardni
induk¢ni terapii ATG, nasledovala trojkombinace FK506, mykofenolova kyselina, kortikoidy.

9. den po transplantaci bylo diagnostikovano bilateralni srdecni selhani. V endomyokardidlni
biopsii byla ur¢ena AMR, detekovali jsme pfitomnost cytotoxickych protilatek (CDC test
pozitivni, FCXM pozitivni T 1 B bunky). Donor specifické protilatky byly retrospektivné
stanoveny pied transplantaci (protilatky HLA 1. 1 II. tfidy), v potransplantacnim séru jsme navic

zaznamenali de novo protilatky (anti A68), hodnota nad 10.000MFI.

Lécba rejekce zahrnovala imunoadsorpci, methylprednison, rituximab, bortezomib a IVIG dle
protokolu Walsh et.al. (178). Po 2 cyklech terapie (62. den po transplantaci) jsme zaznamenali
signifikantni sniZzeni DSA v L. 1 II. tfid¢€ a remisi rejekce v histologickém nélezu. Kvili prevenci
opakovaného vyskytu AMR pacientka podstoupila navic 3 cykly imunoadsorpce a aplikaci IVIG.
Rok po transplantaci méla pacientka normdlni klinicky néalez (hodnoceno dle koronarni

angiografie), bez zndmek rejekce (dle biopsie).
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Zavér:

Pouziti Bortezomibu velmi radikéln¢€ inhibuje produkci DSA, jejichz monitorovani pomoci
serologickych metodik je pro pacienta méné invazivni nez endomyokardialni biopsie. Lécba
AMR je ekonomicky ndkladnd a mlZe ohrozit pacienty svou toxicitou a zvysSenym rizikem

infek¢nich komplikaci (pacientka méla cytomegalovirovou infekci 7. mésic po Tx).

Prace na publikaci: experimentdlni cast (analyza protilatek metodou Luminex, typizace HLA

darce a ptijemce), monitorace 1€cby, ptiprava clanku
Podpis Skolitele:

Doc. MUDr. Antonij Slavcev, CSc.
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5.3 Pre-transplant donor-specific Interferon-gamma-producing cells and acute rejection

of the kidney allograft.

Slavcev A., Rybakova K., Svobodova E., Slatinska J., Honsova E., Skibova J., Viklicky O., Striz
I. Transplant immunology. 2015, 33(2), 63-68. IF 1,317.

V této studii jsme hodnotili bunéénou imunitni odpovéd’ pacienti, ktefi podstoupili transplantaci
ledvin od Zzijicich darct v IKEM v obdobi 2010-2012 (n = 47). U téchto pacientli byly nejprve
stimulovany periferni mononukledrni lymfocyty (PBMC) ve smiSenych lymfocytarnich kulturach
(MLC) bunkami darce. Nésledn¢ pomoci metody ELISPOT (Enzyme-linked ImmunoSpot) byly
mefeny  frekvence  IFN  gama  produkujicich  donor-specifickych T lymfocyt
(efektorovych/pamétovych). Cilem prace bylo ovéfit, zda zvySeni poctu IFN gama produkujicich
T lymfocyti stimulovanych déarcovskymi antigeny mtize ovlivnit rozvoj imunitni reakce
namifené proti neshodnym darcovskym antigenim. Vysledky jsme porovnali s incidenci rejekce
(TCMR 1 AMR), poctem HLA neshod a produkci donor specifickych protilatek a dalS§imi faktory.

Doba sledovani sledovani pacienti byl 1 rok po transplantaci.

Zavér:

Neshoda v HLA syst¢tmu (HLA missmatch), konkrétné v antigenech HLA ILtfidy, byla
asociovana s rozvojem ¢asné TCMR po transplantaci. Pocet neshodnych HLA antigent souvisel
s v&tsi stimulaci IFN gama produkujicich bun¢k, nicméné frekvence IFN gama produkujicich
bunck pfimo nesouvisela s incidenci rejekce po transplantaci. Vaznéjsi formy TCMR mély vyssi
pocet IFN gama produkujicich bung¢k.

Rizikovym faktorem pro vznik ¢asné rejekce po transplantaci (TCMR i AMR) byla produkce
protilatek detekovanad pomoci pritokové cytometrie (donor specifické protilatky proti antigeniim

HLA Il.tfidy). U pacientd, ktefi vyvinuli AMR byla ptedtransplanta¢ni aktivace IFN gama
produkujicich bun€k vyssi v porovnani s pacienty s TCMR.

Prace na publikaci: experimentalni prace (izolace a kultivace bunék, smiSené¢ lymfocytarni

kultury, ELISPOT, protilatkova analyza), ptiprava ¢lanku
Podpis Skolitele:

Doc. MUDr. Antonij Slavcev, CSc.
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5.4 Molecular diagnostics identifies risks for graft dysfunction despite borderline
histologic changes
Hruba P., Brabcova 1., Gueler F., Krejcik Z., Stranecky V., Svobodova E., Maluskova J., Gwinner

W., Honsova E., Lodererova A., Oberbauer R., Zachoval R., Viklicky O. Kidney international.
2015, 88(4), 785-795. ISSN 0085-2538. e-ISSN 1523-1755. IF 7,683.

Banffskéd klasifikace biopsii Stépu zahrnuje termin Hraniéni zmény, které jsou u
transplantovanych ledvin hodnoceny jako minimélni zanétlivd reakce v intersticiu s vyskytem
tubulitidy. Tento nalez se objevuje jak u pacient se stabilni funkci Stépu v tzv. protokolarni
biopsii (standartn¢ provadéné v naSem centru ve 3 mésicich po transplantaci), tak u pacientl, u
nichz je biopsie indikovana kvili zhorSeni funkce transplantované ledviny (podezieni na rozvoj

rejekce). Prognoza tohoto nalezu je nejasnd a neni konsensus o piistupu k terapii.

Studie byla zaméfena na porovndni expresnich profili biopsii s ndlezem hrani¢nich zmén
v indikacéni biopsii ¢asné€ po transplantaci (do 2 tydnili po transplantaci, n = 41) a v protokolarni
biopsii (3 mésice po transplantaci, n = 21). Na zaklad¢ genové exprese v biopsiich s hrani¢nimi
zménami bylo predikovano nasledné zhorSeni rendlni funkce o vice nez 25 % v obdobi 3 mésicti

az 2 let po transplantaci.

Zavér:

V biopsiich s hraniénimi zménami diagnostikovanymi ¢asné po transplantaci jsme zaznamenali
zvySenou expresi genli asociovanych se zanétlivou reakci a imunitni odpovédi v porovnani
s hraniénimi zménami diagnostikovanymi v tfimésicnich protokolarnich biopsiich, tzn. Ze u
stejného histologického nalezu s rznymi klinickymi projevy jsme potvrdili rozdily v genové

expresi.

V cCasnych biopsiich s hrani¢nimi zménami, starSi v€k darce a exprese makrofagového receptoru
CLECSA (C type lectin domain containing 54) predikovaly nasledné zhorSeni funkce ledvinného
St€épu. ZhorSeni renalni funkce po casnych hrani¢nich zménach, souviselo s vySsi expresi
imunitnich a prozanétlivych genl. Naproti tomu, zhorSovani funkce ledviny po protokolarnich
biopsiich s hraniénimi zménami, bylo predikovano vyssi expresi genu pro fibrinogen. Nejcastéjsi
pfi¢inou zhorSovani funkce byla chronickd rejekce. Pacienti se neliSili v zdkladnich
demografickych charakteristikach, ani v pfitomnosti donor specifickych protilatek. VySetteni

transkriptomu muze vyznamné pomoci s identifikaci pacientii s hrani¢nimi zménami v riziku
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progrese. Od roku 2022 uz jsou biopsie s hranicnimi zménami standardné vySetfovany metodou

microarray a pacienti jsou 1é¢eni dle vysledkli molekuldrniho vysetfeni.

Prace na publikaci: experimentdlni prace (analyza protilatek metodou Luminex, PRA, HLA

typizace)
Podpis Skolitele:

Doc. MUDr. Antonij Slavcev, CSc.
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6. Diskuze

Imunitni odpovéd’ ptijemce organu je dana v prvni fad¢ vlastnim nastavenim imunitniho systému
v dob¢ transplantace a jeho naslednou reakci na zdklad¢ rozeznani neshodnych antigent darce.
Vliv antigenni shody v HLA systému na pribéh po transplantaci byl ovéfen v mnoha studiich
(25-28, 89) a je také zakladem dnesSnich aloka¢nich algoritml. Nicméné ackoliv je shoda,
respektive neshoda, v HLA antigenech urCena typizaci na vysoké rozliSeni, je dnes ziejmé, ze

imunogenicita antigenu se odviji od rozeznani konkrétnich antigennich epitopu (29, 120).

Vtéto praci jsem se zabyvala vprvni c¢asti stavem imunitniho systému pacienti pired
transplantaci a to zpohledu jejich protilaitkové senzitizace. V prvni studii (179) bylo
retrospektivné stanoveno imunologické riziko u pacientl pted transplantaci srdce. Protilatkovy
screening pifed transplantaci byl sledovan od doby zafazeni na Cekaci listinu, az po okamzik
bezprostiedn¢ ptred transplantaci. Urceni protilatkového profilu bylo u kazdého pacienta
provedeno na zakladé metod zalozenych na mikrolymfocytotoxickém testu (stanoveni PRA, CDC
pted transplantaci) a také pomoci solid phase metod (Luminex — stanoveni HLA, MICA, Clq
protilatky). Ob¢é metody se principidlné liSi, PRA vyuziva zivé buiiky, antigeny prezentované na
bunikach jsou v nativni podob¢. Timto testem se da odhalit pfitomnost cytotoxickych protilatek
pied transplantaci a predikovat riziko hyperakutni rejekce. Naopak pomoci metody Luminex je
mozn¢ stanovit konkrétni specificity protilatek. Nevyhodou je, Ze antigeny navazané na kulickach
jsou rekombinantni proteiny a pifi hodnoceni je potieba eliminovat faleSné pozitivni reakce.
V dnesni dob€ se objevuje vice diagnostickych souprav, které se 1i§i jednak v jednotlivém
zastoupeni a mnoZstvi antigenti navazanych na kuli¢kach a rozdilné jsou také detek¢ni protilatky.
Stanoveni protilatek pomoci této metody je nutno brat jako semikvantitativni a pfi porovnani
jednotlivych studii v literatufe je nutné data vztdhnout ke konkrétnim metodikam stanoveni
protilatkového profilu pacienti (180-182).

v

Data prezentovana v této praci (179) ukazuji, Ze nejspolehlivéj§im prediktorem protildtkami
zprostiedkované rejekce (AMR), a to zejména Casné AMR, pred transplantaci srdce, je
pfitomnost preformovanych DSA pted transplantaci. Imunologické riziko stoupa se zvySujicim se
mnozstvim DSA a rovnéz s vy$§imi hodnotami fluorescence DSA (MFI - Mean Fluorescent
Intensity). Tato zjiSténi koreluji se studiemi z jinych center, které potvrzuji vliv preformovanych

DSA na vyvoj AMR a dlouhodobou funkei srde¢niho Stépu (62, 111, 183).

52



Hodnoty PRA, se ukazaly byt dalSim dopliujicim faktorem hodnoceni senzitizace. Urceni PRA
neni tak senzitivni jako stanoveni protilatek metodou Luminex, nicmén¢ v ptipad¢ diskrepantnich
vysledkli mize poukdzat na ptitomnost non HLA protilatek, které nejsou soucésti detekénich
souprav Luminex (krom& MICA). V klinické praxi jako rizikovi jsou hodnoceni pacienti s PRA >
10%, nicméné nékteré multicentrické studie poukazuji, Ze az od hodnot PRA > 25% ma test lepsi
prediktivni hodnotu k rozvoji rejekce a na preziti srde¢niho Stépu (184, 185). U téchto pacientt je
proto doporucovéna desenzibilizacni priprava pied transplantaci. Rozdily mezi centry mohou byt
dany jednak metodikou testovani (PRA versus cPRA), sloZzenim testovaného panelu a taky dobou

odbéru vzorku (historické maximalni PRA versus aktualni PRA pted transplantaci).

Vétsina dosud publikovanych studii se shoduje na nutnosti testovani protilatek ptred transplantaci
u vSech organt a tyto poznatky jsou dnes soucasti doporuc¢eni odbornych spole¢nosti (49, 184,
186, 187). Je vhodné monitorovat hladiny protilatek jiz béhem cekani na transplantaci, protoze
mnoho pacientll je senzitizovano, nejen vlivem té€hotenstvi (188), ale zvlasté u pacientli Cekajici
na transplantaci srdce jsou Casté klinické situace vyzadujici krevni transfuze, zejména po
implantaci mechanickych srde¢nich podpor (VAD — Ventricular Assist Device) (128-133, 189-
192). Je nutné si ovSem uvédomit, ze k senzibiliza¢nim uddlostem, které vedly k tvorbé HLA
protilatek, mohlo dojit 1 desitky let pted transplantaci, a proto rozsah a sila protilatek zjisténych
aktualn¢ v cirkulaci nemusi vzdy odrdzet rozsah a reaktivitu plazmatickych bunck nebo

pamétovych B bunék, které mohou byt po transplantaci reaktivovany (193).

U pacientli po implantaci VAD pozorujeme Casto narust PRA, které ovS§em mohou postupem casu
poklesnout a v dobé transplantace se normalizovat. S ohledem na potransplantacni prib&h se
vetsSina studii shoduje, Ze ackoliv implantace VAD docasné zvysi hodnoty PRA, tak VAD nema
kteti maji VAD, pii testovani metodikami pevné faze (Luminex ¢i ELISA) dochéazi Casto
k interferencim u negativnich kontrolnich vzorki, coZ mohou zplsobovat protilatky namifené
proti umelym materidliim, a tim 1 k chybné interpretaci testu (190). U téchto pacientii byla také
prokdzana latentni tvorba fibrinu, pravdépodobné vlivem uzivani antikoagulacni terapie
(Warfarin atd.), coZz muze b&hem analyzy zpisobit faleSné¢ pozitivni reakci, kdy fibrin
nespecificky pfilne k analyzaénim jamkam a nespecificky vaze IgG protilatky (194). Dalsi
pfi¢inou je zvySeni hladin polyreaktivnich ptirozenych IgG protilatek, které vznikaji na podkladé
nespecifické aktivace B lymfocyti apoptotickymi bunkami po implantaci VAD, a také kvuli

zanétlivé reakci, kterd mize cely proces doprovazet (131, 195). A v neposledni fad¢ zvySeni PRA
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muze byt zptsobeno i pfitomnosti non HLA protilatek, napt. proti AT1R, coz ukazuji 1 data
naseho centra ve studii Urban et al. (70). Na druhou stranu Oaks et al. (194) naznacuje, ze
samotné urceni protilatek proti ATIR miize poskytnout nespecifické vysledky a ze u pacientii

s VAD toto stanoveni nema dostatecnou prediktivni hodnotu.

Detekce DSA pomoci metod vyuzivajici vazbu Clq slozky komplementu je intenzivné
diskutovanym tématem a v literatufe na ni nepanuje jednoznaény nazor. Jak ukazuji data v této
praci (179), prikaz Clq pozitivnich DSA pted transplantaci srdce nemél dostate¢nou prediktivni
hodnotu k rozvoji rejekce po transplantaci. Toto zjiSténi je v rozporu se studii Zeevi et al (196),
kde ale byli studovéani pouze vysoce senzitizovani pacienti (hodnoceno dle cPRA > 50%). U
téchto pacientii byla prokdzana prediktivni hodnota Clq testu k rozvoji AMR po transplantaci.
Pravé u vysoce senzibilizovanych pacientti, u kterych se pfi analyze ¢asto potykdme s vysokou
reaktivitou séra vyZzadujici fedéni vzorki a u kterych je obtiznd interpretace vysledki, se
ptedpokladd, ze Clq test by mohl odhalit potencialné nebezpecné protilatky. Kazda molekula
Clq musi byt vazana Fc fragmentem 5-6 IgG protilatek, aby doslo k aktivaci, tudiz aktivace
komplementu vyzaduje skuteéné vysokou koncentraci protiladtek v séru (124, 197). Nicméné
uréeni miry patogenicity protilatek dle hodnot fluorescence (MFI - mean fluorescence intensity)
je diskutabilni. Nekteré studie ukazuji, zZe zvySené hodnoty MFI u Clq testu neznamenaji
zvySenou hladinu protilatek v séru a nekoreluji s klinickym obrazem pacienta (198). Naopak
napiiklad u détskych piijemct srdecnich $tépt se potvrdila asociace de novo Clq DSA k akutni
AMR, CAV (cardiac allograft vasculopathy) i ztraté Stépu (199). Nedavno publikovana prace
Tambur et al. (197) zabyvajici se srovnanim hodnot MFI pfti fedéni vysoce pozitivnich vzorki
testovanych ,klasickym* testem (Single Antigen Beads, SAB) a metodou Clq ukazuji, Ze
hodnoty MFI u konvenéniho testu SAB (IgG) se zvySuji linearn€ az do nasyceni, zatimco u testu
Clq se zvySuji logaritmicky, coZ opét ukazuje rozdilné mnozstvi protilatek, které je nutné pro
pozitivitu testu. Proto sériova fedéni a/nebo skute¢né stanoveni titru protilatek by mohly byt v
budoucnu soucasti standardnich protokold v klinickych studiich pro desenzibilizaci nebo 1écbu
AMR, aby bylo mozné piesn¢ a spolehlivé kvantifikovat HLA protilatky (200). Hodnoceni
protilatek pomoci Clq testu pfinasi zatim spiSe dopliujici informace k patologickému d¢&ji

v transplantovaném §tépu a neni dosud mezi jednotlivymi centry zcela standardizovano.

Poslednim nalezem byla pfitomnost predtransplantacnich non HLA protildtek MICA, které u
testovanych pacientli nebyly spojeny s nezddoucimi klinickymi komplikacemi po transplantaci.

Nutno podotknout, Ze v této studii (179) nebyla stanovena shoda v MICA antigenech mezi
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pacienty a darci, a tudiz ani urCeni specificity MICA protilatek. V dobé této studie také nebyly
dnes jiz dostupné detek¢ni soupravy umoziujici stanovit dalsi non HLA protilatky (napt. ETAR,

myozin, lamin...), aproto jsme byli omezeni na analyzu pouze MICA protilatek.

V literatuie jsou dostupné prace, které poukazuji na asociaci protilatek MICA v kombinaci s HLA
protilatkami ve vztahu k akutni i chronické vaskularni rejekci (62, 201, 202). Tyto studie
sledovaly potransplantacni protilatkovou produkei, kdy pfitomnost DSA casto predchazi vyskytu
MICA protilatek. Nelze tedy ptesné fici, zda za patologicky dé&j v transplantovaném srdci mohou
MICA protilatky a ¢i zda jejich ptisobeni neni jen disledkem reakce vyvolané HLA protilatkami.
Je pravdépodobné, ze vazba HLA-DSA zplsobuje poskozeni endotelidlnich bunék ve §tépu, coz
indukuje stresové signaly, které upreguluji expresi MICA a spousti rozvoj MICA-DSA.
Pritomnost MICA protilatek v kombinaci s HLA protildtkami jsme pozorovali 1 v na$i studijni
skupiné. Ve studii Pavlova et al. (203), byly MICA protilatky u pacient po transplantaci srdce
analyzovany nejen v kombinaci s HLA protilatkami, ale i v souvislosti s hladinami
hepatocytarniho rastového faktoru (HGF — Hepatocyte Growth Factor). Vyssi koncentrace HGF
v séru pacientd vyznamné korelovaly s tvorbou HLA protilatek pted transplantaci i po ni, ale
pfedtransplantacni produkce MICA protiladtek neméla pfimou souvislost s vyskytem AMR.
Naopak produkce MICA protilatek po transplantaci méla tendenci zvySeného rizika AMR (203).
Nedéavno byla publikovana kazuistika u détského pacienta (204), ktery podstoupil retransplantaci
srdce a ktery vyvinul po prvni transplantaci nejen HLA-DSA, ale i MICA protilatky v kombinaci
s protilatkami ATIR. Pfi druhé transplantaci mél pacient negativni HLA-DSA a ptesto tento
pacient vyvinul AMR vyzadujici silnou antirejekéni terapii. Tato pradce poukazuje nejen na

asociaci HLA a non HLA protilatek, ale i na vzédjemné ptisobeni non HLA protilatek.

Jak jiz bylo zminéno, monitorovani imunitni odpovédi ptfed transplantaci je dilezité pfi
hodnoceni potransplantacniho vyvoje a to zejména pro stanoveni de novo DSA. V piipadég, ze
pfijemci méli DSA pfed transplantaci, tak jejich pamét'ové buiiky mohou vytvofit de novo DSA 1
proti dalSim antigennim epitoplim po transplantaci krat§im Casovém intervalu (98, 183). U
transplantaci srdce se odhaduje, ze produkce de novo DSA se pohybuje u 15-20 % pacienta (186,
205).

Ackoliv v této praci (179) nebyla sledovana potransplantacni produkce protilatek, na naSe

vysledky navazala studie Pazdernik et al. (206), kde byli sledovani pacienti pfed a po

transplantaci srdce (v obdobi 1, 6, 12 mésici po transplantaci) ve vztahu k produkci HLA a

MICA protilatek a rozvoji AMR. Stav poskozeni myokardu byl hodnocen nejen dle
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endomyokardidlnich biopsii, ale i porovnanim cévnich zmén pomoci 3D optické tomografie,
kterd je citlivéjsi diagnostickd metoda v porovnani s konvencni koronarografii. V této studii
nebyla identifikovana pfima souvislost mezi pfitomnosti DSA a (nebo) MICA protilatkami a
progresi tloustky intimy v Casném obdobi po transplantaci. Nicméné se ukazal vztah DSA, de
novo DSA a protilatek proti HLA antigenim II.tfidy, produkovanych béhem prvniho roku po
transplantaci k progresi tloustky médie, coz mize naznacovat novy pohled na imunopatologicky
aspekt CAV (Cardiac Allograft Casculopathy). Ptedpoklada se, ze zesileni medidlni vrstvy a
zuzeni intimy je dilezitym ¢asnym indikatorem rozvoje CAV, ktery odrazi zvySenou mitotickou
aktivitu bun€k hladké svaloviny, ktera pfedchazi intimalni infiltraci a progresi intimalnich zmén

(206-208).

Potransplanta¢ni sledovani produkce protilatek je predmétem nasSi druhé prace Gazdi¢ et al.
(209), kde jsou uvedeny naSe zkuSenosti s 1écbou preparatem Bortezomib u zdvazné AMR. Lécba
AMR u transplantaci srdce vychdzi ze zkuSenosti terapeutickych postupti u pacientd po
transplantaci ledvin (177). Bortezomib se indikuje u tézkych rezistentnich forem AMR, kde
predchozi terapeutické postupy nemaji dostatecny pozadovany uc¢inek. Bortezomib pulsobi jako
inhibitor proteazomu plazmatickych bun¢k a B lymfocyti. Jednd se o malou molekulu, ktera se
navaze na B5podjednotku proteazomu a tim narusi jako proteolytickou aktivitu. Nasledn€ dochézi
k inhibici drahy NF-«xB, inhibuje se bunécna proliferace a nastava bunécna apoptdza. Kromé
zablokovani produkce protilatek jeho dal$im ptisobenim je snizeni exprese antigenti HLA L.tridy
(178, 210). Jak naznacuji v posledni dob¢ vysledky na zvifecich modelech, Bortezomib zmiriuje
proces AMR 1 plisobenim na diferenciaci Treg/Th17 lymfocytl, ve smyslu zvySeni poctu Treg

-----

IL-35, TGF- beta) (211).

V této kazuistice jsme zjistili, Ze po podani Bortezomibu v kombinaci s cykly plazmaferéz a
imunoadsorpci postupné dochazi k snizovani hladin DSA. Béhem 5 terapeutickych cykli doslo
k redukci DSA v HLA 1.tfidé, u DSA v HLA 1II. tfidé jsme pozorovali sniZzeni hladin DR
protilatek, u DQ protilatek byl pokles pozvolny a redukce nastala az 12 meésicti po transplantaci.
Bortezomib 1ze pouzit i pfed transplantaci v rdmci desenzibilizaéni pfipravy. Brinkley et al. (212)
poukazuje, ze pouziti Bortezomibu u vysoce senzitizovanych cekateli na transplantaci srdce
snizuje hladiny protilatek zeyména proti antigeniim HLA 1. tfidy, stejn¢ jako ve studii Philogene
et al. (213), kdy prob¢hla stejna analyza u HLA inkompatibilnich transplantaci ledvin. Snizeni
hladin protilatek (DSA) v HLA L. tfid¢ souvisi s potlacenim exprese HLA antigenii 1. t¥idy (o 23
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% ve studii Philogene et al. (213)), stejné jako sniZeni produkce intraceludrnich molekul HLA I.
ttidy (v priméru o 29 %). Ve studii Slatinska et al. (214) Bortezomib uspésné redukoval hladiny
donor specifickych protilatek i v HLA II. tfidé a to konkrétné protilatky proti DR antigentim.
Hladiny DQ protilatek vSak zistaly prakticky stejné, coz je v souladu napft. se studii Touzot et al.
(215). Davod perzistence DQ protilatek 1 pii 1écbé preparatem Bortezomib vSak ziistava zatim
neobjasnény. Jak jiz bylo feceno, mira shody v DQ antigenech mezi darcem a piijemcem organu
ovliviiuje dlouhodobé prezivani §té€pu. Pacienti majici neshodu v DQ antigenech maji ¢astéjsi
vyskyt AMR v prvnim roce po transplantaci, coz zifejmé souvisi s produkci de novo protilatek
(216, 217). K urceni miry patogenniho vlivu DQ protilatek by mohly eventualné prispét testy
definujici komplement- vazici protilatky, poptipadé jiné metodické postupy by mohly naznacit,

které protilatky lze odstranit plazmaferézou (197, 215).

Nutno dodat, Ze aplikace Bortezomibu sebou nese fadu nezddoucich ucinkt, plisobi neurotoxicky
a muze zpusobit hyperhydrataci, trombocytopenii a neutropenii. U pacientli miizeme zaznamenat

i infek¢ni komplikace (napt. CMV infekce), coz byl piipad i nasi pacientky.

Dalsi cast této prace je zaméfena na predikci bunééné imunitni odpovédi pied transplantaci. Tato
studie byla provedena na souboru pacientl, kteti podstoupili v nasem centru transplantaci ledvin
nam na druhou stranu umoziuje dikladnéjsi analyzu pacientd (i darcti) za ucelem definovat
imunologickeé riziko, popfipadé minimalizovat imunitni odpovéd’ pacienta pomoci desenzitizacni
pfipravy. Navic v pfipad¢ inkompatibility je pacientim v naSem centru umoZnén program
Parovych vymén, ktery byl zahdjen v roce 2012 na jehoZ algoritmu se naSe laboratot aktivné

podili.

Urceni protilatkové senzitizace bylo jiz diskutovano v predchozi Casti, k stanoveni bunécné
odpovédi byla v této studii pouzita metoda ELISPOT (Enzyme Linked Immunosorbent Spot
Assay). ELISPOT je velmi citlivd metoda, kterd umoznuje detekovat cytokinovou produkci na
urovni jednotlivych bunék (efektorovych/ pamétovych). Stimulace bunék ve smésnych
lymfocytarnich kulturach, kde je proliferace buné€k darce inhibovéana (napf. mitomycinem),
umoziiuje hodnoceni reakce bun€k pacienta s nativnimi antigeny konkrétniho déarce (218), tj.
charakterizace pfimého rozpoznavani antigenu. V diagnostice je snaha vyuZit tuto metodu
k hodnoceni rizika preformované bunééné odpovédi, stejné¢ jako de novo aloimunitni aktivace

lymfocytt. Ve vztahu k urceni aktivace T lymfocytl, je nejcastéji hodnocena produkce IFN gama.
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Je nutno podotknout, Zze vysledky metodiky ELISPOT mohou byt ovlivnény fadou zndmych a
n¢kdy 1 nezndmych faktord. Na stimulaci bunék ma vliv podani indukéni terapie pied
transplantaci (ATG — antithymocytarni globulin), jelikoz dochéazi k eliminaci ¢i snizeni poctu
efektorovych T lymfocytd (219, 220). Dalsim faktorem ovliviiujici vysledky, tj. frekvenci IFN
gama produkujicich bunék, je poCet neshod v HLA antigenech mezi piijemci a darci organt.
V naSem souboru jsme ukazali, Ze mira neshody v HLA antigenech II. tfidy byla asociovéna
srozvojem Casné TCMR po transplantaci. Pocet HLA neshod zfejmé poukazuje na vyssi
bunécnou stimulaci piimym rozpoznavanim neshodnych antigenti, jehoz disledkem je zvySena
produkce IFN gama. Stejny nalez byl publikovan ve studii Hricik et al. (221). V nedavno
publikované praci Bestard et al. (217), bylo ukazano, ze zejména neshoda v DQ antigenech na
urovni eplett, ovliviiuje reaktivaci T lymfocytt, a také produkci de novo DSA. Dilezitost shody
v DQ antigenech byla v této praci jiz mnohokrat zdiiraznéna a tento fakt byl prokdzan na

skupinach nasich pacientl po transplantaci ledvin i srdce.

V nasi studii jsme neprokazali vliv poctu IFN gama produkujicich bunék v souvislosti s rozvojem
akutni rejekce po transplantaci. Podobny nalez byl publikovan i v multicentrické studii Hricik et
al. (222), kde byl sledovan rozvoj rejekce u 176 pacientii v obdobi 6 mésicii a 1 rok po
transplantaci. Naopak ve studii Crespo et al. (223) bylo ukézéno, ze pozitivni hodnoty IFN gama
produkujicich bun¢k pifed transplantaci predikuji Casnou akutni rejekci (do 2 mésici po
transplantaci), nikoliv vSak rejekci do 1 roku po transplantaci. Dle poslednich dat, meta-analyza
hodnotici 32 publikovanych studii (v€etn€ naSi studie) zabyvajicich se aktivaci T lymfocyt
pomoci metody ELISPOT pted i po transplantaci (v obdobi 3, 6 a 12 mésicl po transplantaci)
poukazuje na to, Ze pacienti majici vyssi frekvenci IFN gama produkujicich bunék maji vyssi
riziko rozvoje ¢asné akutni celularni rejekce po transplantaci. Ve vztahu k AMR nebo produkei de
novo DSA, pifed ani potransplantaéni monitorovani nemélo dostate¢nou prediktivni hodnotu.
V této analyze byly hodnoceny i1 prace zabyvajici se stanovenim IL-17, IL-21 a IL-10 pomoci
metody ELISPOT, které ukazuji signifikantni rozdily u pacientli s a bez rejekce. U IL-10 byl

navic ukdzan i vyrazny rozdil v pted a potransplanta¢nim monitorovani (224).

Nutno dodat, Ze produkce IFN gama neni zavisla jen na aktivovanych T lymfocytech, ale i na NK
buiikach, které jsou v periferni krvi zastoupeny v 5-15 % a jejichz role je v posledni dobé hodné
diskutovana ve vztahu krejekci (TCMR 1 AMR). Nové znalosti molekuldrnich transkriptd
ukazuji, ze pravé IFN gama indukuje zvySeny prepis nckterych genli (napf. pro nékteré

chemokiny) a ze jeho role v transplanta¢nich reakcich je zcela zasadni (225).
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Dalsim fakt je, ze samotna stimulace T lymfocytti vedouci k produkci IFN gama navic nemusi
byt in vivo vyvoldna jen pfimym kontaktem s antigeny darce, ale mize byt i vyvoldna setkanim s
infek¢énim agens (CMV cytomegalovirus, BK virus), ¢ehoz lze vyuzit pti stanoveni produkce IFN

gama u CMV pozitivnich ptijemct ledvin.

Krom¢ hodnoceni aktivace T lymfocytl 1ze metodu ELISPOT pouzit i pfi hodnoceni B bunécné
odpovédi a protilatkové produkce. V dané studii (226) byla hodnocena produkce protilatek
pomoci serologickych metod a v kohorté pacientli byl prokdzan vztah DSA II. tfidy k rozvoji
AMR, coz pravdépodobné souvisi s poctem neshod v antigenech HLA II. tfidy, jak jiz bylo
diskutovano vyse. Nevyhodou B bunécného testu ELISPOT je, Ze kultivace B lymfocyta trva 6-
10 dni, coz Cini tyto testy méné praktickymi, pokud jsou pozadovany klinické vysledky v
kratkém casovém horizontu. Pfi téchto testech je diilezité mit na paméti, ze koncentrace HLA
protilatek v kultivaénim supernatantu nemusi nutné odpovidat frekvenci in vitro diferencovanych
pamétovych B bungk, protoze je mozné, ze kazda plazmaticka buiika vylucuje rizné mnozstvi
HLA protilatek (193, 227). Ve studii Luque et al. (228) byla sledovana pomoci metody ELISPOT
frekvence pamétovych B lymfocytt. Multivariaéni analyza ukézala, ze pied i potransplantacni
DSA a frekvence darcovskych reaktivnich pamétovych B bunék mohou byt nezavislymi
prediktory AMR. U vSech pacientil, u nichz byla prokdzana akutni AMR v kombinaci s DSA v
séru, mé¢li detekovatelné i HLA specifické pamétové B lymfocyty. Pficemz 21 z 29 pacientl s
chronickou AMR mélo v dobé diagnozy AMR negativni DSA, ale detekovatelné¢ darcovskeé
reaktivni pamétové B builky. Tato data naznacuji, Ze sledovani darcovsky reaktivnich
pamétovych B bunék mize byt uZite¢nym doplitkem stanoveni DSA za tc¢elem presné predikce

nebo diagnozy AMR po transplantaci (193).

Ptfes vSechna tato zjiSténi v literatufe zatim pifevladd nazor, ze stanoveni bunétné odpovédi
pomoci metody ELISPOT se dosud nejevi jako optimdlni metoda pro klinické pouziti, a Ze
technika vyzaduje dal§i dikladné mezilaboratorni porovnani a standardizaci. Konkrétné
stanoveni aktivace B lymfocytl pomoci metody ELISPOT vyZzaduje dalsi vyvoj rychlych,
spolehlivych a klinicky proveditelnych testt (193).

Posledni prace (229) byla zaméfena na sledovani genovych transkripti u pacientd po
transplantaci ledvin, u nichz byla histologicky hodnocena diagnéza Hrani¢nich zmén. Termin
,Hrani¢ni zmény* je zafazen do Banftské klasifikace od roku 1997 a je pouzivan v piipadé, kdy
je v biopsii ledvin pfitomen mirny intersticidlni zanét, s vyskytem tubulitidy mirného stupné a
kdy neni pfitomna arteritida. Z histologického obrazu neni zifejmé, zda se jednd o zacinajici
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rejekci, ktera vyzaduje upravu imunosupresivniho rezimu, ¢i zda se jedna o jiny druh poSkozeni.
Vyskyt tohoto nalezu je pomérné Casty (30-40 %), avsak dle dostupnych dat, u vétSiny pacientii
(72 %) nedojde k progresi rejekce (230).

Je dobfe znamo, ze biologicky proces rejekce je postupny, ktery pomalu nartista a postupné
vrcholi plnohodnotnou rejekci. Pokud je biopsie provedena velmi brzy béhem tohoto pritb¢hu,
patologické zmény jest€¢ nedosahnou prahu diagnézy rejekce. Proto je tieba standardizovat nejen
kritéria pro diagnozu a klasifikaci takovychto patologickych 1ézi, ale i klinické indikace a

nacasovani samotné biopsie.

Bylo popsano, ze hrani¢ni zmény v renalnich §tépech jsou v mnoha ptipadech ditkazem alogenni
imunologické aktivity, kterd je ovlivnitelna steroidni terapii. Na druhou stranu podobny zanétlivy
obraz muze byt vSak i disledkem nezaddoucich ucinkti nékterych 1¢ékti; napf. inhibitory

kalcineurinu mohou byt pfi¢inou mirné tubulitidy (230, 231).

K rozliSeni imunologickych udalosti v ledvinném S$tépu béhem rejekce od neimunologické
dysfunkce lze vyuzit naptiklad imunofenotypizaci bun¢k infiltrujicich $tép, distribuci a zvysenou
expresi adhezivnich molekul, zvySeni exprese HLA-DR antigenti podél tubularnich bazélnich
membran, stupenl apoptdzy ¢i expresi chemokinii a chemokinovych receptorti ve §tépu. Sledovani
genovych expresnich profilll pfimo v transplantovaném §tépu ndm umoziuje dalsi pohled na tuto
patologickou reakci, jelikoz dokaze zachytit zacinajici, probihajici anebo odeznivajici imunitni

procesy.

V nasi praci (229) jsme analyzovali 2 skupiny pacientli, u nichZ byla definovana stejna diagndza,
nalez hrani¢nich zmén, ale v rizném ¢asovém obdobi (¢asny vyskyt do 2 tydnu po transplantaci
versus protokolarni biopsie ve 3 mésicich po transplantaci). U téchto pacientii byl také rlzny
klinicky prabéeh, kvili kterému byla biopsie indikovana (mysleno casna biopsie). U téchto
pacientll byl sledovan expresni profil v bioptickém materidlu za Ufelem predikce zhorSeni
renalnich funkci. V biopsiich ledvin od pacientii s hrani¢énimi zménami diagnostikovanymi ¢asné
po transplantaci jsme zaznamenali zvySenou expresi genti asociovanych se zanétlivou reakci a
imunitni odpovédi v porovnani s tfimési€nimi protokolarnimi biopsiemi. Rozdilna byla 1 exprese
ve vztahu k predikci zhorSeni renalnich funkci. U ¢asnych biopsii byla zaznamenana zvySena
zejména exprese genll pro makrofagovy receptor CLECSA, naopak u protokolarnich vzorki byla
asociace se zvySenou expresi genl pro fibrinogen. Tyto vysledky ukazuji, Ze u stejného

histologického nalezu s riiznymi klinickymi projevy jsou rozdily v genové expresi a ze vySetieni
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transkriptomu mize vyznamné pomoci v diagnostice pacientll. V souvislosti s pritkazem DSA se
v tomto souboru neprokdzala zadna asociace u zddné ze skupin pacientd s diagnézou hranicnich

zmeén v biopsii.

Na tuto praci navazaly dalsi studie Hruba et al. (232, 233), které dale analyzovaly ¢asné biopsie
(z obdobi do 2 tydnii po transplantaci) se suspekci k T bunécné rejekci, u nichz byla histologicky
hodnocena tubulitida s anebo bez zanétlivé reakce v intersticiu. Vysledky byly porovnany pomoci
nového analyza¢niho systému molekuldrniho mikroskopu, MMDx. V téchto studiich byly
prokazany transkripty spojené s aktivaci signalnich drah zprostfedkovanych cytokiny, odpovédi
na IFN-gama, zanétlivou reakci a dalSimi faktory spojenymi s chemotaxi lymfocyt a produkci
cytokini. U biopsii s intersticidlnim zanétem byly navic na molekuldrni Grovni potvrzeny
zvySené transkripty NK bunék, CD8" a CD4" T bunék, nasledované dendritickymi butikami, B
buitkami a monocyty, coz naznacuje zapojeni vrozenych i adaptivnich imunitnich bun¢k do
zanétlivého procesu. Tyto nédlezy poukazuji na to, Ze izolovana tubulitida vyskytujici se Casné po
transplantaci ma méné zanétlivych signali a jednd se tak o benigni fenotyp, narozdil od
tubulitidy spojené s intersticialnim zanétem. Od roku 2019 je dle Banffské klasifikace izolovana
tubulitida bez intersticidlniho zanétu vyloucena z kategorie Hrani¢ni zmény (suspektni) pro

akutni TCMR (7).

Sledovani genovych expresi pfimo v transplantovaném S$tépu nam v soucasné dob&é pomaha
s diagnostikou nejen rejekcnich, ale i jinych procest a stalo se zdkladem tzv. molekularniho
mikroskopu (MMDx - Molecular Microscope Diagnostic System), v IKEM vyuzivan od roku
2022. Systém MMDx, navrzeny skupinou prof. Hallorana (225), vyuziva mikroCipy k méteni
genové exprese z biopsie a pomoci specialnich algoritmi interpretuje vysledky a porovnava
kazdou novou biopsii s velkym referenénim souborem dfivéjSich biopsii. Timto systémem lze
hodnotit TCMR, AMR 1 zanét vyvolany neddvnym poranénim, pfi¢emz se systém neustale "uci"
z novych biopsii. Nejvice informaci mame dosud z dat transplantovanych ledvin, nicméné dnes
se jiz MMDx vyuziva 1 k hodnoceni rejekénich zmén u dalSich organt (90). Velkou vyhodou toho
vySetfeni je, Ze lze analyzovat mnohem mensi vzorek tkané, ktery by jinak byl nevhodny pro
histologické vySetfeni (napf. nedostatek glomerulii a arterii v kiife, nebo vzorek dien¢ ledvin).
Studium genovych expresnich profili zacind odhalovat nové mechanismy patogeneze téchto
procest a identifikovat cile, kam zaméfit terapii. ZvySené nebo sniZené transkripty v biopsiich

s rejekci mohou naznacovat transkripéni zmény v rezidentnich bunikach (napf. v endotelu darce)
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nebo zmény v bunécnych populacich (napf. infiltrace makrofagh u TCMR, aktivace

intrakapilarnich NK bun¢k u AMR).

Halloran et al. (225) definoval v biopsich transplantovanych ledvin, Ze oba typy rejekci (AMR i
TCMR) jsou spojeny s geny ovlivitujici produkci IFN gama. Nejuniverzalnéjsi transkripty jsou
IFN gama indukované molekuly (napt. CXCLI11, IDO) nebo sdilené¢ efektorovymi T-lymfocyty
(ETC) a NK buiikami (napi. KLRD1, CCL4). Tyto nalezy ukazuji, ze zatimco u TCMR dominuje
intersticidlni prezentace antigenti T lymfocytiim, u AMR pievazuji procesy zprostfedkované NK-
bunikami v mikrocirkulaci. Tyto poznatky byly néasledné validovany i pro transplantované srdce

(113).

Standardizaci systému MMDx u transplantovanych srde¢nich $tépt bylo zjisténo, Zze u mnoha
endomyokardidlnich biopsii (EMB), které byly zprvu povazovany za "bez rejekce”, se objevily
mensi zmény podobné AMR se zvySenou pravdépodobnosti pozitivity DSA a jemného zanétu.
Kromé¢ toho syst¢ém MMDx pouziva soubory transkriptli souvisejicich s poranénim k posouzeni
stupné parenchymového poranéni a atrofie - fibrézy v kazdé biopsii a umoziuje studovat vliv
rejekce na parenchym. TCMR piimo poskozuje parenchym, ale u AMR obvykle dochazi vlivem
mikrocirkulaéni stresu k relativné malému pocatecnimu poskozeni parenchymu, které vsak ¢asem
muze piejit v parenchymovou atrofii - fibréozu. Tyto vysledky naznacuji, ze nizkd uroven
molekularniho stresu souvisejiciho s AMR miiZe mit v srde¢nich §t€pech mnohem vétsi vliv, nez

se dosud odhadovalo (90).

V nedavno publikované studii Schatchner et al. (234) byly porovnany vysledky z molekularniho
mikroskopu s histologickym hodnocenim dle aktualni Banffské klasifikace u 51 rendlnich biopsii,
pficemz u 18 piipadl byl potvrzen diskrepantni vysledek. Ukazuje se, Ze systtm MMDx nema
zatim dostatecnou specificitu klasifikatort pro TCMR, zejména pokud se jednd o zmény
vyvolané BKV nefropatii, kdy systém nedokdze rozlisit, zda se jednd o poskozeni zplsobené
virovou aktivitou nebo o zanétlivou reakci vyvolanou T lymfocyty (235). MMDx navic nemtize
poskytnout podrobny obraz v ptipadech, kdy histologie dale popisuje diagnostické¢ znaky s
potencialnim terapeutickym vyznamem, jako je toxicita inhibitorti kalcineurinu. Naopak pii
hodnoceni hrani¢nich rejekénich procesti vykazuje molekularni mikroskop lepsi vysledky
v porovnani s klasickym histologickym vySetfenim. ZvySend exprese specifickych transkript
nam umoziluje zachytit pocatek rejekce jesté predtim, nez je poskozeni viditelné na svételném
mikroskopu. Vzhledem k tomu, ze systtm MMDx je nezavisly na pfitomnosti DSA, mulze
objasnit nejednoznacné piipady AMR, pokud nejsou detekovatelné DSA (95). Kombinace
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molekularnich a konvencnich pfistupti, konkrétné klinickych a histologickych nalezti, naznacuje
nové moznosti diagnotiky AMR 1 TCMR a dalsi individualizaci terapeutickych

imunosupresivnich postupd.
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7. Z.avér

V soucasné¢ dobé je k dispozici velké mnozstvi novych diagnostickych metodik, které vSak
vyZzaduji shromazdovani a dlouhodobou prospektivni analyzu jejich klinické relevance
v horizontu min 5-10 let sledovani. Tato prace je retrospektivnim pohledem na diagnostiku donor
specifickych protilatek ve vztahu k predikci, diagnostice a 1é¢bé protilatkami zprostiedkované
rejekce u organovych transplantaci. Ukazuje moznosti studia HLA a non HLA protilatek a jejich
praktické vyuziti v klinické praxi. Hlavnim pfinosem mé prace je potvrzeni vyznamu vysetiovani
DSA, na jehoz zaklad¢ bylo umoznéno do klinické praxe zavést rutinni stanovovani DSA
metodou Luminex u vSech pacienti pfed transplantaci srdce. Vysledky stanovovani DSA
umoznily navic v TC IKEM rozvoj programu Parovych vymén u transplantaci ledvin od zijicich
darct a jsou také zakladem programu Virtualniho crossmatch testu. Prace se dotyka i predikce
bunécné imunitni odpovédi a sledovani genovych transkriptd v biopsiich, které naznacuji slibny

potencial v diagnostice rejekénich procest.
Hlavni poznatky této prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

e Pfitomnost DSA u pacientl pied transplantaci srdce poukazuje na vyssi riziko vyvoje AMR
po transplantaci. Pokud jsou v historii pacienta zaznamenany hodnoty PRA > 10%
v kombinaci s DSA pted transplantaci, se riziko ¢asné AMR jesté zvétSuje.

e V¢tsi pocet DSA proti darcovskym antigentim spolu s vysokymi hodnotami MFI jsou
aplikovatelné pro identifikaci rizikovych pacientd.

e Preformovan¢ MICA protilatky neovliviiuji imunologické riziko po transplantaci srdce.

e Implantace mechanické srde¢ni podpory muizZe docasné zvysit hladiny HLA protilatek, to
vSak neovlivituje potransplantacni prab¢h.

e [écba preparatem Bortezomib umoziuje redukci DSA pii AMR, ovSem mize byt spojena
s nezadoucimi infek¢nimi komplikacemi.

e Pocet neshod v HLA antigenech ILtfidy ovliviiuje frekvenci IFN gama produkujicich bunék,
poc¢ty IFN gama produkujicich bunék stanovenych metodou ELISPOT ovSem nesouvisi
v incidenci rejekce po transplantaci ledvin.

e U pacienti se stejnym histologickym nalezem hrani¢nich zmén, ale raznymi klinickymi
projevy, byly potvrzeny rozdily v genové expresi mezi pacienty indikovanymi ¢asn€ po

transplantaci a 3 mésice po transplantaci.

64



8. Publikacni Cinnost

8.1 Publikace s impact faktorem

2017

Viklicky, O., Hrub4, P., Tomiuk, S., Schmitz, S., Gerstmayer, B., Sawitzki, B., Miqueu, P.,
Mrazova, P., Tycova, 1., Svobodova, E., Honsova, E., Janssen, U., Volk, H., Reinke, P. Sequential
Targeting of CD52 and TNF Allows Early Minimization Therapy in Kidney Transplantation:
From a Biomarker to Targeting in a Proof-Of-Concept Trial. PLoS ONE [online]. 2017, 12(1),
art. no. €0169624. ISSN 1932-6203. IF 2,766. (236)

2016

Svobodova, E., Gazdi¢, T., Kubanek, M., Vymétalova, J., Voska, L., Kment, M., Lanska, V.,
Kolesar, L., Urban, M., Netuka, 1., Pirk, J., Melenovsky, V., Kautzner, J., Slavcev, A., Malek, 1.
Novel insights into pretransplant allosensitization in heart transplant recipients in the

contemporary era of immunosuppression and rejection surveillance. Transplant international.

2016, 29(1), 63-72. ISSN 0934-0874. e-ISSN 1432-2277. IF 3,079. (179)
2015

Gazdi¢, T., Svobodova, E., Kubanek, M., Kment, M., Pagacova, L., Viklicky, O., Malek, I.,
Kautzner, J. Bortezomib-containing regimen for primary treatment of early antibody-mediated
cardiac allograft rejection: a case report. Progress in transplantation. 2015, 25(2), 147-152. ISSN
1526-9248. 1F 0,971. (209)

Hrub4, P., Brabcova, 1., Gueler, F., Krejcik, Z., Stranecky, V., Svobodova, E., Maluskova, J.,
Gwinner, W., Honsova, E., Lodererova, A., Oberbauer, R., Zachoval, R., Viklicky, O. Molecular
diagnostics identifies risks for graft dysfunction despite borderline histologic changes. Kidney

international. 2015, 88(4), 785-795. ISSN 0085-2538. e-ISSN 1523-1755. IF 7,683. (229)

Slavcev, A., Rybakova, K., Svobodova, E., Slatinska, J., Honsova, E., Skibova, J., Viklicky, O.,
Stiiz, 1. Pre-transplant donor-specific Interferon-gamma-producing cells and acute rejection of the

kidney allograft. Transplant immunology. 2015, 33(2), 63-68. ISSN 0966-3274. IF 1,317. (226)

65



2012

Urban, M., Gazdi¢, T., Slimackova, E., Pirk, J., Szarszoi, O., Maly, J., Netuka, L
Alloimmunosensitization in Left Ventricular Assist Device Recipients and Impact on
Posttransplantation Outcome. ASAIO journal. 2012, 58(6), 554-561. ISSN 1058-2916. IF 1,491.
(189)

8.2 Publikace bez impact faktoru:

2020

Svobodova, E., Slavcev,A., Slatinska,J., Valhova, S., Honsova, E., Skibova, J., Striz, 1., Viklicky,
O. Long-term survival of the transplanted kidney and the clinical relevance of donor-specific

antibodies. Molecular and Experimental Biology in Medicine, 2020, 3(1): 17-22

2011

Hanzal, V., Viklicky, O., Slimackova, E. Prvni pouziti bortezomibu pfi 1é¢b¢ rezistentni akutni
rejekce zprostiedkované protilatkami. Postgradudlni nefrologie. 2011, 9(1), 15-16. ISSN 1214-
178X.

66



8.3 Abstrakta

Bohacova, P., Kolesar, L., Svobodova, E., Janatova, K., Slavéev, A., Viklicky, O., Slatinska, J., Frongk, J.,
Zamecnikova, R., Chromy, P. Kidney Paired Donation Program in the Czech Republic. 30th FEuropean
Immunogenetics and Histocompatibility Conference. Kos Island, GR, 11.05.2016 - 14.05.2016. HLA. 2016, 87(4),
253, abstr. no. P47. ISSN 2059-2302. e-ISSN 2059-2310.

Konatikova, A., Svobodova, E., Wohlfahrtova, M., Vrbova, M., Slatinska, J., Slav¢ev, A., Pokorna, E., Viklicky, O.
Luminex a alokace ledviny k transplantaci. 8. vyzkumné forum Pyramida. Jizerka, Horni Polubny, CZ. 09.01.2015 -
11.01.2015. Zorg. Transplantcentrum IKEM. In: 8. vyzkumné forum Pyramida. Praha: IKEM, 2015, s. 10.

Kubanek, M., Gazdi¢, T., Svebodova, E., Slavéev, A., Netuka, 1., Pirk, J., Malek, 1. Pathogenicity of pre-transplant
donor-specific anti-HLA antibodies in heart transplant recipients. 35th Annual Meeting and Scientific Sessions of the
International Society for Heart and Lung Transplantation. Nice, FR, 15.04.2015 - 18.04.2015. Zorg. International
Society for Heart and Lung Transplantation. Journal of heart and lung transplantation. 2015, 34(4, Suppl. S), S295-
S296. ISSN 1053-2498. e-ISSN 1557-3117.

Malek, 1., Kubanek, M., Gazdic¢, T., Hegarova, M., Svebodova, E., Slavéev, A., Voska, L., Pirk, J. Pretransplant anti-
HLA antibodies and clinical events after cardiac transplantation. Heart Failure 2015. 2nd World Congress on Acute
Heart Failure. Seville, ES, 23.05.2015 - 26.05.2015. Zorg. European Society of Cardiology. European journal of
heart failure. 2015, 17(Supplement 1), 202, abstr. no. P937. ISSN 1388-9842.

Slatinska, J., Svobodova, E., Honsova, E., Marada, T., Hanzal, V., Viklicky, O. Bortezomib in the treatment of
resistant acute antibody-mediated rejection: A single centre experience. 7th Congress of the European Society for
Organ Transplantation. Brussels, 13.09.2015 - 16.09.2015. Zorg. European Society for Organ Transplantation.
Transplant international. 2015, 28(Suplement 4), 207, abstr. no. BO228. ISSN 0934-0874. e-ISSN 1432-2277.

Slavcev, A., Rybakova, K., Brozova, J., Svobodova, E., Slatinska, J., Honsova, E., Stfiz, 1., Viklicky, O. Pre-
transplant interferon-gamma and IGG producing cells and acute rejection of the kidney allograft. European
Federation for Immunogenetics Conference. Geneva, CH, 26.04.2015 - 29.04.2015. Zorg. European Federation for
Immunogenetics. Tissue antigens. 2015, 85(5), 409, abstr. no. P219. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Slavev, A., Slima¢kova, E., Kubanek, M., Gazdi¢, T., Kolesar, L., Rodova, M., Malek, 1. Pre-transplant
allosensitization in heart transplant recipients and prediction of acute antibody-mediated rejection. European
Federation for Immunogenetics Conference. Geneva, CH, 26.04.2015 - 29.04.2015. Zorg. European Federation for
Immunogenetics. Tissue antigens. 2015, 85(5), 429, abstr. no. P275. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

67



Gazdi¢, T., Kubanek, M., Svobodova, E., Slavcev, A., Pirk, J., Malek, 1. Vztah pfedtransplanta¢nich anti-HLA
protilatek a klinického priibéhu po transplantaci srdce. XXII. vyrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti. Brno,
CZ. 04.05.2014 - 07.05.2014. Zorg. Ceska kardiologicka spole¢nost. In: XXII. vyrocni sjezd Ceské kardiologické

spolecnosti [online]. Brmo: Ceska kardiologicka spoleénost, 2014, s. &. abstr. 336.

Gazdi¢, T., Kubanek, M., Svobodova, E., Slavcev, A., Netuka, 1., Pirk, J., Malek, 1. Pre-transplant anti-HLA
antibodies and clinical events after heart transplantation. 34th Annual Meeting and Scientific Sessions of the
International-Society-for-Heart-and-Lung-Transplantation. San Diego, US, 10.04.2014 - 13.04.2014. Journal of
heart and lung transplantation. 2014, 33(4), S278-S278. ISSN 1053-2498. e-ISSN 1557-3117.

Hruba, P., Brabcova, 1., Krejcik, Z., Stranecky, V., Svobodova, E., Honsova, E., Viklicky, O. Hrani¢ni zmény
ledvinnych $tépti: molekularni fenotyp predikujici zhorseni funkce §tépu. 35. kongres Ceské nefiologické spolecnosti.
Praha, CZ, 25.06.2014 - 27.06.2014. Zorg. Ceska nefrologicka spoleénost. Aktuality v nefiologii. 2014, 20(suppl. 1),
20-21, ¢. abstr. O 16. ISSN 1210-955X.

Malek, 1., Pagacova, L., Gazdi¢, T., Kubanek, M., Voska, L., Svobodova, E., Pirk, J. Bezpecnost a ucinnost
imunoadsorbce u srdeéni transplantace. XXII. vyrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti. Brno, CZ. 04.05.2014 -
07.05.2014. Zorg. Ceska kardiologicka spole¢nost. In: XXII. vyrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti [online].
Brno: Ceska kardiologické spole¢nost, 2014, s. &. abstr. 338.

Malek, I., Pagacova, L., Gazdi¢, T., Kubanek, M., Svobodova, E., Voska, L., Pirk, J. Safety and effectiveness of
immunoadsorbtion in cardiac transplant patients. Heart Failure 2014. World Congress on Acute Heart Failure.
Athens, GR, 17.05.2014 - 20.05.2014. Zorg. European Society of Cardiology. European journal of heart failure.
2014, 16(suppl. 2), 58-58. ISSN 1388-9842.

Pagacova, L., Malek, 1., Gazdi¢, T., Kubanek, M., HoSkova, L., Svebodova, E., Voska, L., Pirk, J. Utinnost
imunoadsorp¢éni 1é¢by u pacientli s transplantaci srdce. Poster. V. cesko-slovensky transplantacni kongres. Olomouc,
CZ.02.10.2014 - 04.10.2014. Zorg. Ceska transplantaéni spole¢nost, Slovenské transplantologicka spoloénost’. In: ¥,
Cesko-slovensky transplantacni kongres: Program, Abstrakta. Praha: Ceska transplantaéni spole¢nost, 2014, s. 59, &.

abstr. P-17.

68



Slatinska, J., Svobodova, E., Honsova, E., Marada, T., Hanzal, V., Viklicky, O. Bortezomib in the treatment of
resistant acute antibody-mediated rejection: A single centre experience. World Transplant Congress. San Francisco,
US, 26.07.2014 - 31.07.2014. Zorg. American Society of Transplant Surgeons. Transplantation. 2014, 98(Suppl. 1),
435-436, abstr. no. A125. ISSN 0041-1337.

Slatinska, J., Svobodova, E., Honsova, E., Marada, T., Hanzal, V., Viklicky, O. Bortezomib in the treatment of
resistant acute antibody-mediated rejection: a single centre experience. World Transplant Congress. San Francisco,
US, 26.07.2014 - 31.07.2014. American journal of transplantation. 2014, 14(Supplement 3), 435-436, abstr. no.
A125. ISSN 1600-6135. e-ISSN 1600-6143.

Slatinska, J., Svobodova, E., Honsova, E., Hanzal, V., Viklicky, O. Bortezomib v 1é¢b¢ akutni protilatkami
zprostiedkované rejekci (AMR), zkuSenosti naseho centra. V. cesko-slovensky transplantacni kongres. Olomouc, CZ.
02.10.2014 - 04.10.2014. Zorg. Ceska transplantaéni spole¢nost, Slovenska transplantologicka spoloénost’. In: V.
Cesko-slovensky transplantacni kongres: Program, Abstrakta. Praha: Ceska transplantaéni spolegnost, 2014, s. 40, &.

abstr. O-33.

Slatinska, J., Svobodova, E., Honsova, E., Hanzal, V., Viklicky, O. Bortezomib v 1é¢bé rezistentni akutni
protilatkami zprostfediované rejekci (AMR), zkuSenosti naseho centra. 35. kongres Ceské nefrologické spolecnosti.
Praha, CZ, 25.06.2014 - 27.06.2014. Zorg. Ceska nefrologicka spolenost. Aktuality v nefrologii. 2014, 20(suppl. 1),
22, ¢. abstr. O 19. ISSN 1210-955X.

Slavéev, A., Valhova, S., Svebodova, E., Janatova, K., Bohagova, P., Slatinska, J., Viklicky, O. Donor-specifické
protilatky a dlouhodobé preziti transplantované ledviny. V. cesko-slovensky transplantacni kongres. Olomouc, CZ.
02.10.2014 - 04.10.2014. Zorg. Ceska transplanta¢ni spolecnost, Slovenska transplantologicka spolonost. In: V.
Cesko-slovensky transplantacni kongres: Program, Abstrakta. Praha: Ceska transplantaéni spole¢nost, 2014, s. 39, &.

abstr. O-31.

Slavéev, A., Svobodova, E., Valhova, S., Slatinska, J., Viklicky, O. Mica-specific antibodies may predict long-term
kidney graft survival. 28th EFI European Immunogenetics and Histocompatibility Conference. Stockholm, SE,
25.06.2014 - 28.06.2014. Tissue antigens. 2014, 84(1), 80-81. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Verflova, A., Slimackova, E., Slatinska, J., Slavcev, A., Vitko, S., Honsova, E., Viklicky, O. Antibody-mediated
rejection in kidney retransplantation and restricted antigens (pilot study). 7. vyzkumné forum Pyramida. Jizerka,
Horni Polubny, CZ. 10.01.2014 - 12.01.2014. Zorg. Transplantcentrum IKEM. In: 7. vyzkumné forum Pyramida.
Praha: IKEM, 2014, s. 19.

69



verflova, a., svobodova, e., vrbova, m., slavev, a., pokorna, e., slatinska, j., viklicky, o. Definice zakazanych
antigentl jako soucast alokacnich kriterii u retransplantace ledviny: analyza soucasného pfistupu. V. cesko-slovensky
transplantacni kongres. Olomouc, CZ. 02.10.2014 - 04.10.2014. Zorg. Ceska transplantaéni spoleénost, Slovenské
transplantologicka spolo¢nost. In: V. cesko-slovensky transplantacni kongres: Program, Abstrakta. Praha: Ceska

transplantacni spolecnost, 2014, s. 41-42, €. abstr. O-36.

Verflova, A., Svebodova, E., Slatinska, J., Slavcev, A., Pokornd, E., Viklicky, O. Restriction of previous donor HLA
antigens with current antibody production limits access to retransplantation but does not reduce the incidence of
antibody mediated rejection. 5/st Congress of the European-Renal-Association(ERA)/European-Dialysis-and-
Transplant-Associa tion (EDTA). Amsterdam, NL, 31.05.2014 - 03.06.2014. Nephrology Dialysis Transplantation.
2014, 29(Supplement 3), 307-308. ISSN 0931-0509.

Verflova, A., Svebodova, E., Viklicky, O., Slatinska, J., Slavcev, A., Pokorna, E. Definice zakdzanych antigent jako
soudast aloka¢nich kritérii u retransplantace ledviny: analyza soucasného piistupu. 35. kongres Ceské nefrologické
spolecnosti. Praha, CZ, 25.06.2014 - 27.06.2014. Zorg. Ceska nefrologicka spole¢nost. Aktuality v nefrologii. 2014,
20(suppl. 1), 22, ¢. abstr. O 20. ISSN 1210-955X.

Gazdi¢, T., Kubanek, M., Slimackova, E., Slavcev, A., Pirk, J., Malek, 1. Clinical Consequences of Preoperative
anti-HLA Antibodies and Panel Reactive Antibodies in Heart Transplantation. 33rd Annual Meeting and Scientific
Sessions of the International Society for Heart and Lung Transplantation. Montreal, CA, 24.04.2013 - 27.04.2013.
Zorg. International Society Heart and Lung Transplantation. Journal of heart and lung transplantation. 2013, 32(4 /
Supplement S), S203-S203. ISSN 1053-2498. e-ISSN 1557-3117.

Kubanek, M., Gazdi¢, T., Slimackova, E., Pagacova, L., Slavcev, A., Hoskova, L., Vrbska, J., Malek, 1., Pirk, J.
Vyznam monitorace donor-specifickych anti-HLA protilatek pro 1écbu humoralni rejekce po transplantaci srdce.
Poster. 21. vyrocni sjezd CKS. Brno, CZ. 04.05.2013 - 07.05.2013. Zorg. Ceska kardiologicka spole¢nost. In: XX7.
vyrocni sjezd CKS : Kniha abstrakt [online]. Praha: Ceska kardiologicka spole¢nost, 2013, s. 1.

Rybakova, K., Brozova, J., Slimackova, E., Slatinska, J., Viklicky, O., Stiiz, 1., Slavéev, A. Donor-specific
interferon-gamma producing cells and acute rejection after kidney transplantation. 2nd Meeting of Middle -
European Societies for Immunology and Allergology. Opatija, HR. 10.10.2013 - 13.10.2013. Zorg. Croatian
Immunological Society. In: 2nd Meeting of Middle - European Societies for Immunology and Allergology : Abstract

Book. Berlin: European Federation of Immunological Societies, 2013, s. 57, abstr. no. 21.

70



Slatinska, J., Honsova, E., Wohlfahrtova, M., Slimac¢kova, E., Rajnochova Bloudickova, S., Viklicky, O. Bortezomib
in the treatment of resistant acute antibody-mediated rejection: A single centre experience. 50th European Renal
Association - European Dialysis and Transplant Association Congress. Istanbul, TR, 18.05.2013 - 21.05.2013. Zorg.
ERA, EDTA. Nephrology Dialysis Transplantation. 2013, 28(suppl. 1), 511. ISSN 0931-0509.

Slatinska, J., Honsova, E., Wohlfahrtova, M., Slimac¢kova, E., Rajnochova Bloudickova, S., Viklicky, O. Bortezomib
in the treatment of resistant acute antibody - mediated rejection: A single centre experience. /6th Congress of the
European Society for Organ Transplantation. Vienna, AT, 08.09.2012 - 11.09.2012. Zorg. European Society for
Organ Transplantation. Transplant international. 2013, 26(suppl. 2), 136, abstr. no. BO258. ISSN 0934-0874. e-
ISSN 1432-2277.

Slimackova, E., Janatova, K., Verflova, A., Slatinska, J., Pokorna, E., Viklicky, O., Slavéev, A. Forbidden HLA
antigens in patients waiting for kideny re-transplantation - a single centre experience. 27th Annual EFI European
Immunogenetics and Histocompatibility Conference. Maastricht, 11.05.2013 - 14.05.2013. Tissue antigens. 2013,
81(5), 328-328. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Slimackova, E., Verflova, A., Slatinska, J., Pokorna, E., Slavéev, A., Viklicky, O. Forbidden HLA antigens in
patients waiting for kidney re-transplantation - a single centre experience. 16th Congress of the European Society for
Organ Transplantation. Vienna, AT, 08.09.2013 - 11.09.2013. Zorg. European Society for Organ Transplantation.
Transplant international. 2013, 26(Supplement 2), 248-248. ISSN 0934-0874. e-ISSN 1432-2277.

SLIMACKOVA, E., GAZDIC, T., KUBANEK, M., NETUKA, I, MALEK, L, SLAVCEV, A. Preoperative HLA-Specific
Antibodies Predict Antibody-Mediated Rejection In Heart Transplant Recipients. 27th Annual EFI European
Immunogenetics and Histocompatibility Conference. Maastricht, NL, 11.05.2013 - 14.05.2013. Tissue antigens.
2013, 81(5), 334-334. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Svobodova, E., Gazdi¢, T., Kubanek, M., Netuka, 1., Malek, 1., Stiiz, 1., Slavéev, A. Preoperative HLA-specific
antibodies predict antibody-mediated rejection in heart transplant recipients. 2nd Meeting of Middle - European
Societies for Immunology and Allergology. Opatija, HR. 10.10.2013 - 13.10.2013. Zorg. Croatian Immunological
Society. In: 2nd Meeting of Middle - European Societies for Immunology and Allergology : Abstract Book. Berlin:

European Federation of Immunological Societies, 2013, s. 50, abstr. no. 2.

71



Gazdi¢, T., Slimackova, E., Malek, 1., Slavéev, A., Kubanek, M., Pirk, J. Stanoveni anti-HLA protilatek v
predtransplanta¢nim obdobi predikuje protilatkami zprostiedkovanou rejekci u pacientd po transplantaci srdce. 20.
vrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti. Brno, CZ. 13.05.2012 - 16.05.2012. Zorg. Ceska kardiologicka
spole¢nost. In: XX. vyrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti : Kniha abstrakt [on-line]. Praha: Ceska

kardiologicka spolecnost, 2012, s. 1.

Gazdi¢, T., Slimackova, E., Malek, 1., Slavcev, A., Kubanek, M., Pirk, J. Stanoveni ANTI-HLA protilatek v
predtransplantachim obdobi predikuje protilatkami zprostfedkovanou rejekci u pacientli po transplantaci srdce.
Poster. 4. Cceskoslovensky transplantacny kongres. Donovaly, SK. 13.09.2012 - 15.09.2012. Zorg. Slovenska
transplantologické spoloénost’ SLS, Ceska transplantaéni spole¢nost. In: 4. ceskoslovensky transplantacny kongres :

Abstrakty. Bm.n., 2012, s. 134, ¢. abstr. L.28.

Gazdi¢, T., Slimackova, E., Malek, 1., Slavcev, A., Kubanek, M., Pirk, J. Preoperative anti-HLA antibodies predict
antibody-mediated rejection in heart transplant recipients. 32nd Annual Meeting and Scientific Sessions of the
International Society for Heart and Lung Transplantation / Meeting of the ISHLT Academy - Core Competencies in
Mechanical Circulatory Support. Prague, CZ, 17.04.2012 - 21.04.2012. Journal of heart and lung transplantation.
2012, 31(4), S163-S163. ISSN 1053-2498. e-ISSN 1557-3117.

Kolesar, L., Slimackova, E., Janatova, K., Gazdi¢, T., Honsova, E., Netuka, I., Malek, I., Slavéev, A. CXCL10 as a
predictor of acute rejection after heart transplantation. Joint 16th International HLA and Immunogenetics Workshop /
26th FEuropean Federation for Immunogenetics Conference / 23rd British Society of Histocompatibility and
Immunogenetics Conference. Liverpool, GB, 31.05.2012 - 03.06.2012. Zorg. British Society of Histocompatibility
and Immunogenetics. Tissue antigens. 2012, 79(6), 509. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Kolesar, L., Slimackova, E., Gazdi¢, T., Honsova, E., Netuka, I., Slavéev, A., Malek, 1. Are the levels of serum
CXCLI10 significant for prediction of cardiac allograft rejection?. 32nd Annual Meeting and Scientific Sessions of the
International Society for Heart and Lung Transplantation / Meeting of the ISHLT Academy - Core Competencies in
Mechanical Circulatory Support. Prague, CZ, 17.04.2012 - 21.04.2012. Journal of heart and lung transplantation.
2012, 31(4), S164-S165. ISSN 1053-2498. e-ISSN 1557-3117.

Slatinska, J., Hanzal, V., Honsova, E., Slimackova, E., Viklicky, O. Nové moznosti 1éCby akutni protilatkami
zprosttedkované rejekce. 4. ceskoslovensky transplantacny kongres. Donovaly, SK. 13.09.2012 - 15.09.2012. Zorg.
Slovenska transplantologicka spolo¢nost’ SLS, Ceska transplantaéni spole¢nost. In: 4. ceskoslovensky transplantacny

kongres : Abstrakty. B.m.n., 2012, s. 7.

72



Slavcev, A., Slimackova, E., Zikova, K., Slatinska, J., Stfiz, 1., Viklicky, O. Donor-specifické interferon-gama
produkujici bunky a predikace rejekce transplantované ledviny. 4. ceskoslovensky transplantacny kongres. Donovaly,
SK. 13.09.2012 - 15.09.2012. Zorg. Slovenska transplantologicka spolo¢nost’ SLS, Cesk4 transplanta¢ni spole&nost.
In: 4. ceskoslovensky transplantacny kongres : Abstrakty. B.m.n., 2012, s. 54.

Slimackova, E., Janatova, K., Verflova, A., Pokorna, E., Slavcev, A., Viklicky, O. Definovani zakazanych antigenti u
pacientii cekajicich na retransplantaci. 4. ceskoslovensky transplantacny kongres. Donovaly, SK. 13.09.2012 -
15.09.2012. Zorg. Slovenska transplantologicka spolo¢nost SLS, Ceska transplantaéni spole¢nost. In: 4.
Ceskoslovensky transplantacny kongres : Abstrakty. B.m.n., 2012, s. 50.

Verflova, A., Viklicky, O., Slimackova, E. Antibody-mediated rejection in kidney retransplantation and restircted
antigens (pilot study). 4. ceskoslovensky transplantacny kongres. Donovaly, SK. 13.09.2012 - 15.09.2012. Zorg.
Slovenska transplantologicka spolo¢nost’ SLS, Ceska transplanta¢ni spole¢nost. In: 4. ceskoslovensky transplantacny

kongres : Abstrakty. B.m.n., 2012, s. 4.

Gazdi¢, T., Slimackova, E., Kolesar, L., Malek, 1., Slavcev, A. Stanoveni donor-specifickych protilatek u pacientl
pred transplantaci srdce metodou xMAP (Luminex) - retrospektivni studie. Poster. XIX. vyrocni sjezd Ceské
kardiologické spolecnosti. Brno, CZ. 01.05.2011 - 04.05.2011. Zorg. Ceska kardiologicka spole¢nost. In: XIX.

wrocni sjezd Ceské kardiologické spolecnosti [online]. Bro: Ceska kardiologicka spolenost, 2011, s. &. abstr. 570.

Kolesar, L., Brabcova, E., Slimackova, E., Brabcova, 1., Slavéev, A., Stfiz, 1. Epithelial cells modulate expression of
genes associated with NFkappaB signaling pathway in human macrophages. 25th Conference on European
Immunogenetics and Histocompatibility. Prague, CZ, 04.05.2011 - 07.05.2011. Zorg. European Federation for
Immunogenetics. Tissue antigens. 2011, 77(5), 391, abstr. no. O52. ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Slatinska, J., Honsova, E., Biirgelova, M., Slimackova, E., Viklicky, O. Does chronic active antibody - mediated
rejection have better prognosis than chronic T-cell mediated rejection?. XLVIIIth ERA-EDTA Congress. Prague, CZ.
23.06.2011 - 26.06.2011. Zorg. European Renal Association. In: XLVIIIth ERA-EDTA Congress. Abstracts. [CD-
ROM]. Oxford: European Renal Association, 2011, s. nestr.,¢. abstr. Sa527.

Slatinska, J., Honsova, E., Biirgelova, M., Slimackova, E., Viklicky, O. Does chronic active antibody-mediated
rejection have better prognosis than chronic T-cell mediated rejection? Poster. 15th Congress of the European Society
for Organ Transplantation & 22nd Annual Conference of the British Society for Histocompatibility &
Immunogenetics. Glasgow, UK, 04.09.2011 - 07.09.2011. Zorg. British Society for Histocompatibility &
Immunogenetics. Transplant international. 2011, 24(Suplement 2), 302, abstr. no. P-300. ISSN 0934-0874. e-ISSN

73



1432-2277.

Slimackova, E., Viklicky, O., Pavlova, Y., Slatinska, J., Biirgelova, M., Honsova, E., Lodererova, A., Kolesar, L.,
Slavéev, A. Clinical relevance of antibodies as defined by the X-map technology and antibody-mediated rejection of
the kidney allograft. 25th Conference on European Immunogenetics and Histocompatibility. Prague, CZ, 04.05.2011
- 07.05.2011. Zorg. European Federation for Immunogenetics. 7Tissue antigens. 2011, 77(5), 463, abstr. no. P170.
ISSN 0001-2815. e-ISSN 1399-0039.

Slimackova, E., Viklicky, O., Pavlova, Y., Slatinska, J., Biirgelova, M., Honsova, E., Lodererova, A., Slavcev, A.
Antibodies as defined by the x-Map technology, antibody-mediated rejection and survival of the kidney allograft.
37th Annual Meeting of the American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. New Orleans, US,
17.10.2011 - 21.10.2011. Human immunology. 2011, 72(suppl. 1), S63. ISSN 0198-8859. e-ISSN 1879-1166.

Poznamka: Sliméackova je pfijmeni za svobodna

74



9. Seznam pouzité literatury

1. Spierings E. Minor histocompatibility antigens: past, present, and future. Tissue
Antigens.2014;84:374-360.
2. ReindI-Schwaighofer R, et al. Contribution of non-HLA incompatibility between donor

and recipient to kidney allograft survival: genome-wide analysis in a prospective cohort. The
Lancet.2019;393:910-917.

3. Reindl-Schwaighofer R, Heinzel A, Signorini L, Thaunat O, Oberbauer R. Mechanisms
underlying human genetic diversity: consequence for antigraft antibody responses. Transplant
International.2018;31:239-250.

4. Hall BM, Verma ND, Tran GT, Hodgkinson SJ. Transplant Tolerance, Not Only Clonal
Deletion. Frontiers in Immunology.2022;13.

5. Loupy A, Mengel M, Haas M. Thirty years of the International Banff Classification for
Allograft Pathology: the past, present, and future of kidney transplant diagnostics. Kidney
International.2022;101:678-691.

6. Callemeyn J, Lamarthée B, Koenig A, Koshy P, Thaunat O, Naesens M. Allorecognition
and the spectrum of kidney transplant rejection. Kidney International.2022;101:692-710.

7. Loupy A, et al. The Banff 2019 Kidney Meeting Report (I): Updates on and clarification
of criteria for T cell- and antibody-mediated rejection. American Journal of
Transplantation.2020;20:2318-2331.

8. Dausset J. Iso-leuco-anticorps. Acta Haematologica.1958;20:156-166.

9. Van Rood JJ, Eernisse JG, Van Leeuwen A. Leucocyte Antibodies in Sera from Pregnant
Women. Nature.1958;181:1735-1736.

10.  Payne R, Rolfs MR. Fetomaternal Leukocyte Incompatibility. The Journal of Clinical
Investigation.1958;37:1756-1763.

11.  KleinJ. Pavol Ivanyi (May 26, 1930-July 19, 2005). Immunogenetics.2005;57:801-804.

12.  Terasaki PI, McClelland JD. Microdroplet Assay of Human Serum Cytotoxins.
Nature.1964;204:998-1000.

13.  Thorsby E. A short history of HLA. Tissue Antigens.2009;74:101-116.

14. Bjorkman PJ, Saper MA, Samraoui B, Bennett WS, Strominger JL, Wiley DC. Structure
of the human class I histocompatibility antigen, HLA-A2. Nature.1987;329:506-512.

15. The MHCsc. Complete sequence and gene map of a human major histocompatibility
complex. Nature.1999;401:921-923.

16. Barker DJ, et al. The IPD-IMGT/HLA Database. Nucleic Acids Research.2022;51:D1053-
D1060.

17.  KleinJ, Sato A. The HLA System. New England Journal of Medicine.2000;343:702-709.

18.  Fleischhauer K. Immunogenetics of HLA-DP — A New View of Permissible Mismatches.
New England Journal of Medicine.2015;373:669-672.

19.  McCluskey J, Kanaan C, Diviney M. Nomenclature and Serology of HLA Class I and
Class II Alleles. Current Protocols in Immunology.2002;52:A.1S.1-A.1S.8.

75



20. Liu S, Bos NA, Verschuuren EAM, van Baarle D, Westra J. Biological Characteristics of
HLA-G and Its Role in Solid Organ Transplantation. Frontiers in Immunology.2022;13.

21. Crew MD. Play it in E or G: utilization of HLA-E and -G in xenotransplantation.
Xenotransplantation.2007;14:198-207.

22. Lilienfeld BG, Crew MD, Forte P, Baumann BC, Seebach JD. Transgenic expression of
HLA-E single chain trimer protects porcine endothelial cells against human natural killer cell-
mediated cytotoxicity. Xenotransplantation.2007;14:126-134.

23.  Pabon MA, et al. Impact of Human Leukocyte Antigen Molecules E, F, and G on the
Outcome of Transplantation. Transplantation Proceedings.2014;46:2957-2965.

24.  Opelz G. Importance of HLA antigen splits for kidney transplant matching. The
Lancet.1988;332:61-64.

25.  Opelz G, Dohler B. Effect of Human Leukocyte Antigen Compatibility on Kidney Graft
Survival: Comparative Analysis of Two Decades. Transplantation.2007;84:137-143.

26. Claas FHIJ, et al. Differential immunogenicity of HLA mismatches in clinical
transplantation. Transplant Immunology.2005;14:187-191.

27.  Sisal C, Opelz G. Impact of HLA Matching and HLA Antibodies in Organ
Transplantation: A Collaborative Transplant Study View. In: Christiansen FT, Tait BD, eds.

Immunogenetics: Methods and Applications in Clinical Practice. Totowa, NJ: Humana Press,
2012:267-277.

28.  Lehmann C, et al. Extended genomic HLA typing identifies previously unrecognized
mismatches in living kidney transplantation. Frontiers in Immunology.2023;14.

29. Daniéls L, et al. The clinical significance of epitope mismatch load in kidney
transplantation: A multicentre study. Transplant Immunology.2018;50:55-59.

30.  Wiebe C, et al. Class II HLA Epitope Matching- A Strategy to Minimize De Novo Donor-
Specific Antibody Development and Improve Outcomes. American Journal of
Transplantation.2013;13:3114-3122.

31.  Duquesnoy RJ. HLAMatchmaker: a molecularly based algorithm for histocompatibility
determination. I. Description of the algorithm. Human Immunology.2002;63:339-352.

32. Otten HG, Calis JJA, Kesmir C, van Zuilen AD, Spierings E. Predicted indirectly
recognizable HLA epitopes presented by HLA-DR correlate with the de novo development of

donor-specific HLA  IgG  antibodies  after  kidney  transplantation. = Human
Immunology.2013;74:290-296.

33, Reindl-Schwaighofer R, Heinzel A, Gualdoni GA, Mesnard L, Claas FHJ, Oberbauer R.
Novel insights into non-HLA alloimmunity in kidney transplantation. Transplant
International.2020;33:5-17.

34.  Benichou G, Kim J. Editorial: Allorecognition by Leukocytes of the Adaptive Immune
System. Frontiers in Immunology.2017;8.

35.  Sorohan BM, et al. Non-HLA Antibodies in Kidney Transplantation: Immunity and
Genetic Insights. Biomedicines.2022;10:1506.

36. Smyth LA, Herrera OB, Golshayan D, Lombardi G, Lechler RI. A Novel Pathway of
Antigen Presentation by Dendritic and Endothelial Cells: Implications for Allorecognition and
Infectious Diseases. Transplantation.2006;82:S15-S18.

76



37.  Jiang S, Herrera O, Lechler RI. New spectrum of allorecognition pathways: implications
for graft rejection and transplantation tolerance. Current Opinion in Immunology.2004;16:550-
557.

38. Smyth LA, Afzali B, Tsang J, Lombardi G, Lechler RI. Intercellular Transfer of MHC and
Immunological Molecules: Molecular Mechanisms and Biological Significance. American
Journal of Transplantation.2007;7:1442-1449.

39. Nakayama M, Hori A, Toyoura S, Yamaguchi S-I. Shaping of T Cell Functions by
Trogocytosis. Cells.2021;10:1155.

40.  Hourmant M, et al. Late acute failure of well-HLA-matched renal allografts with capillary
congestion and arteriolar thrombi. Transplantation.1995;60:1252-1260.

41. Sumitran-Karuppan S, Tyden G, Reinholt F, Berg U, Moller E. Hyperacute rejections of
two consecutive renal allografts and early loss of the third transplant caused by non-HLA
antibodies specific for endothelial cells. Transplant Immunology.1997;5:321-327.

42. Crisp SJ, Dunn MJ, Rose ML, Barbir M, Yacoub MH. Antiendothelial antibodies after
heart transplantation: the accelerating factor in transplant-associated coronary artery disease? J
Heart Lung Transplant.1994;13:81-91; discussion 91-82.

43, Perrey C, Brenchley PEC, Johnson RWG, Martin S. An association between antibodies
specific for endothelial cells and renal transplant failure. Transplant Immunology.1998;6:101-
106.

44.  Terasaki P. Deduction of the fraction of immunologic and non-immunologic failure in
cadaver donor transplants. Clinical transplants.2003:449-452.

45.  Opelz G. Non-HLA transplantation immunity revealed by lymphocytotoxic antibodies.
The Lancet.2005;365:1570-1576.

46.  Comoli P, et al. Anti-glutathione S-transferase theta 1 antibodies correlate with graft loss
in non-sensitized pediatric kidney recipients. Frontiers in Medicine.2022;9.

47.  Cardinal H, Dieud¢ M, Hébert M-J. The Emerging Importance of Non-HLA
Autoantibodies in Kidney Transplant Complications. Journal of the American Society of
Nephrology.2017;28:400-406.

48.  Senev A, et al. The Pre-Transplant Non-HLA Antibody Burden Associates With the
Development of Histology of Antibody-Mediated Rejection After Kidney Transplantation.
Frontiers in Immunology.2022;13.

49.  Tambur AR, et al. Sensitization in transplantation: Assessment of Risk 2022 Working
Group Meeting Report. American Journal of Transplantation.2023;23:133-149.

50.  Dragun D, Catar R, Philippe A. Non-HLA antibodies against endothelial targets bridging
allo- and autoimmunity. Kidney International.2016;90:280-288.

51.  Sumitran-Holgersson S, Wilczek HE, Holgersson J, Soderstrom K. Identification of the
nonclassical HLA molecules, mica, as targets for humoral immunity associated with irreversible
rejection of kidney allografts1. Transplantation.2002;74:268-277.

52. Rose ML, Smith JD. Clinical relevance of complement-fixing antibodies in cardiac
transplantation. Human Immunology.2009;70:605-609.

53.  Villa C, Mesa K, Cristy Smith M, Mooney DM, Coletti A, Klohe E. Hyperacute graft
dysfunction in an orthotopic heart transplant in the presence of non-HLA antibodies. American

77



Journal of Transplantation.2020;20:593-599.

54.  Sénchez-Zapardiel E, et al. Early renal graft function deterioration in recipients with
preformed anti-MICA antibodies: partial contribution of complement-dependent cytotoxicity.
Nephrology Dialysis Transplantation.2015;31:150-160.

55.  Jackson AM, Kuperman MB, Montgomery RA. Multiple Hyperacute Rejections in the
Absence of Detectable Complement Activation in a Patient With Endothelial Cell Reactive
Antibody. American Journal of Transplantation.2012;12:1643-1649.

56.  Lefaucheur C, et al. Non-HLA agonistic anti-angiotensin II type 1 receptor antibodies
induce a distinctive phenotype of antibody-mediated rejection in kidney transplant recipients.
Kidney International.2019;96:189-201.

57. Siemaszko J, Marzec-Przyszlak A, Bogunia-Kubik K. NKG2D Natural Killer Cell
Receptor—A Short Description and Potential Clinical Applications. Cells.2021;10:1420.

58.  Sumitran-Holgersson S. Relevance of MICA and other non-HLA antibodies in clinical
transplantation. Current Opinion in Immunology.2008;20:607-613.

59.  Zhang X, Reinsmoen NL. Impact and production of Non-HLA-specific antibodies in solid
organ transplantation. International Journal of Immunogenetics.2020;47:235-242.

60. Zou Y, Stastny P, Siisal C, Dohler B, Opelz G. Antibodies against MICA Antigens and
Kidney-Transplant Rejection. New England Journal of Medicine.2007;357:1293-1300.

61.  Terasaki PI, Ozawa M, Castro R. Four-year Follow-up of a Prospective Trial of HLA and
MICA Antibodies on Kidney Graft Survival. American Journal of Transplantation.2007;7:408-
415.

62. Zhang Q, et al. HLA and MICA: Targets of Antibody-Mediated Rejection in Heart
Transplantation. Transplantation.2011;91:1153-1158.

63.  Mizutani K, et al. Serial ten-year follow-up of HLA and MICA antibody production prior
to kidney graft failure. American journal of transplantation : official journal of the American
Society of Transplantation and the American Society of Transplant Surgeons.2005;5:2265-2272.

64. Lemy A, et al. Major Histocompatibility Complex Class 1 Chain-Related Antigen A
Antibodies:  Sensitizing  Events and Impact on  Renal Graft  Outcomes.
Transplantation.2010;90:168-174.

65.  Carapito R, et al. The MHC class I MICA gene is a histocompatibility antigen in kidney
transplantation. Nature Medicine.2022;28:989-998.

66. Sapak M, et al. Donor non-specific MICA antibodies in renal transplant recipients.
Immunobiology.2014;219:109-112.

67.  Dragun D, et al. Angiotensin II Type 1-Receptor Activating Antibodies in Renal-Allograft
Rejection. New England Journal of Medicine.2005;352:558-569.

68. Sorohan BM, et al. Angiotensin II type 1 receptor antibodies in kidney transplantation: An
evidence-based comprehensive review. Transplantation Reviews.2020;34:100573.

69. Zhang X, Reinsmoen NL. Angiotensin II type I receptor antibodies in thoracic
transplantation. Human Immunology.2019;80:579-582.

70. Urban M, Slavcev A, Gazdic T, Ivak P, Besik J, Netuka I. The impact of angiotensin II
type 1 receptor antibodies on post-heart transplantation outcome in Heart Mate II bridged

78



recipients. Interactive CardioVascular and Thoracic Surgery.2015;22:292-297.

71.  Pearl MH, et al. Endothelin Type A Receptor Antibodies Are Associated With Angiotensin
I Type 1 Receptor Antibodies, Vascular Inflammation, and Decline in Renal Function in
Pediatric Kidney Transplantation. Kidney International Reports.2020;5:1925-1936.

72. Nowanska K, Wisnicki K, Kuriata-Kordek M, Krajewska M, Banasik M. The role of
endothelin II  type A receptor (ETAR) in transplant injury.  Transplant
Immunology.2022;70:101505.

73.  Fichtner A, et al. Association of non-HLA antibodies against endothelial targets and
donor-specific HLA antibodies with antibody-mediated rejection and graft function in pediatric
kidney transplant recipients. Pediatric Nephrology.2021;36:2473-2484.

74.  Banasik M, et al. Non-HLA Antibodies: Angiotensin II Type 1 Receptor (Anti-AT1R) and
Endothelin-1 Type A Receptor (Anti-ETAR) Are Associated With Renal Allograft Injury and
Graft Loss. Transplantation Proceedings.2014;46:2618-2621.

75.  Parikh RV, et al. Association of Endothelin-1 With Accelerated Cardiac Allograft
Vasculopathy and Late Mortality Following Heart Transplantation. Journal of Cardiac
Failure.2019;25:97-104.

76.  Angaswamy N, et al. Immune Responses to Collagen-IV and Fibronectin in Renal
Transplant  Recipients With  Transplant  Glomerulopathy.  American  Journal  of
Transplantation.2014;14:685-693.

77.  Park S, et al. Clinical Significances of Anti-Collagen Type I and Type III Antibodies in
Antibody-Mediated Rejection. Transplant International.2022;35.

78.  Saini D, et al. Alloimmunity-induced autoimmunity as a potential mechanism in the
pathogenesis of chronic rejection of human lung allografts. The Journal of Heart and Lung
Transplantation.2011;30:624-631.

79. Rao U, Sharma M, Mohanakumar T, Ahn C, Gao A, Kaza V. Prevalence of antibodies to
lung self-antigens (Kal tubulin and collagen V) and donor specific antibodies to HLA in lung
transplant recipients and implications for lung transplant outcomes: Single center experience.
Transplant Immunology.2019;54:65-72.

80.  Cavallaro D, et al. Markers of Bronchiolitis Obliterans Syndrome after Lung Transplant:
Between Old Knowledge and Future Perspective. Biomedicines.2022;10:3277.

81.  Rampersad C, et al. Early Antibody-Mediated Kidney Transplant Rejection Associated
With  Anti-Vimentin ~ Antibodies: A Case Report. American Journal of Kidney
Diseases.2020;75:138-143.

82. See SB, et al. Profiling non-HLA antibody responses in antibody-mediated rejection
following heart transplantation. American Journal of Transplantation.2020;20:2571-2580.

83. Andrade CF, Waddell TK, Keshavjee S, Liu M. Innate Immunity and Organ
Transplantation: The Potential Role of Toll-like Receptors. American Journal of
Transplantation.2005;5:969-975.

84.  Thomas KA, Valenzuela NM, Reed EF. The perfect storm: HLA antibodies, complement,
FcyRs, and endothelium in transplant rejection. Trends in Molecular Medicine.2015;21:319-329.

85.  Barker CE, Ali S, O'Boyle G, Kirby JA. Transplantation and inflammation: implications
for the modification of chemokine function. Immunology.2014;143:138-145.

79



86. Shino MY, et al. Plasma CXCL9 and CXCLI10 at allograft injury predict chronic lung
allograft dysfunction. American Journal of Transplantation.2022;22:2169-2179.

87.  Piemonti L, et al. Circulating CXCL10 and IL-6 in solid organ donors after brain death
predict graft outcomes. Scientific Reports.2021;11:6624.

88.  Romagnani P, Crescioli C. CXCL10: A candidate biomarker in transplantation. Clinica
Chimica Acta.2012;413:1364-1373.

89. Shi X, et al. What is the impact of human leukocyte antigen mismatching on graft survival
and mortality in renal transplantation? A meta-analysis of 23 cohort studies involving 486,608
recipients. BMC Nephrology.2018;19:116.

90. Halloran PF, Madill-Thomsen KS. The Molecular Microscope Diagnostic System:
Assessment of Rejection and Injury in Heart Transplant Biopsies. Transplantation.2023;107:27-
44.

91.  Koenig A, et al. Missing Self-Induced Activation of NK Cells Combines with Non-
Complement-Fixing Donor-Specific Antibodies to Accelerate Kidney Transplant Loss in Chronic
Antibody-Mediated Rejection. Journal of the American Society of Nephrology.2021;32:479-494.

92. Parkes MD, Halloran PF, Hidalgo LG. Evidence for CDl6a-Mediated NK Cell
Stimulation in Antibody-Mediated Kidney Transplant Rejection. Transplantation.2017;101:e102-
elll.

93.  Yazdani S, et al. Natural killer cell infiltration is discriminative for antibody-mediated
rejection and predicts outcome after kidney transplantation. Kidney International.2019;95:188-
198.

94.  Elieh Ali Komi D, Ribatti D. Mast cell-mediated mechanistic pathways in organ
transplantation. European Journal of Pharmacology.2019;857:172458.

95. Snijders MLH, et al. Molecular Analysis of Renal Allograft Biopsies: Where Do We Stand
and Where Are We Going? Transplantation.2020;104:2478-2486.

96.  Kurtulus S, et al. Bcl-2 Allows Effector and Memory CD8+ T Cells To Tolerate Higher
Expression of Bim. The Journal of Immunology.2011;186:5729-5737.

97.  Zhang N, He Y-W. The Antiapoptotic Protein Bcl-xL Is Dispensable for the Development
of Effector and Memory T Lymphocytes1. The Journal of Immunology.2005;174:6967-6973.

98.  Chong AS, Sciammas R. Memory B Cells in Transplantation. Transplantation.2015;99:21-
28.

99.  Patel R, Terasaki PI. Significance of the Positive Crossmatch Test in Kidney
Transplantation. New England Journal of Medicine.1969;280:735-739.

100. Halloran PF, Wadgymar A, Ritchie S, Falk J, Solez K, Srinivasa NS. The significance of
the anti-class I antibody response: I. clinical and pathologic features of anti-class I-mediated
rejection. Transplantation.1990;49:85-90.

101. Feucht HE, et al. Vascular deposition of complement-split products in kidney allografts
with cell-mediated rejection. Clinical and Experimental Immunology.2008;86:464-470.

102.  Feucht HE, et al. Capillary deposition of C4d complement fragment and early renal graft
loss. Kidney International.1993;43:1333-1338.

103. Collins AB, et al. Complement Activation in Acute Humoral Renal Allograft Rejection:

80



Diagnostic Significance of C4d Deposits in Peritubular Capillaries. Journal of the American
Society of Nephrology.1999;10:2208-2214.

104. Haas M, et al. C4d and C3d Staining in Biopsies of ABO- and HLA-Incompatible Renal
Allografts: Correlation with Histologic Findings. American Journal of
Transplantation.2006;6:1829-1840.

105. Hachem RR. The impact of non-HLA antibodies on outcomes after lung transplantation
and implications for therapeutic approaches. Human Immunology.2019;80:583-587.

106. Akbarpour M, et al. Clinical relevance of lung-restricted antibodies in lung
transplantation. Human Immunology.2019;80:595-601.

107. Zhang X, Levine R, Patel JK, Kittleson M, Czer L, Kobashigawa JA. Association of
vimentin antibody and other non-HLA antibodies with treated antibody mediated rejection in
heart transplant recipients. Human Immunology.2020;81:671-674.

108. Wohlfahrtova M, O. V, R. L, kolektiv a. Transplantace organti v klinické praxi. Grada
Publishing, 2021.

109. Bachelet T, et al. Kidney Intragraft Donor-Specific Antibodies as Determinant of
Antibody-Mediated Lesions and Poor Graft Outcome. American Journal of
Transplantation.2013;13:2855-2864.

110.  Viklicky O, Janousek L, Balaz P, kolektiv a. Transplantace ledviny v klinické praxi. Grada
Publishing a.s., 2008.

111.  Ho EK, et al. Pre- and posttransplantation allosensitization in heart allograft recipients:
Major impact of de novo alloantibody production on allograft survival. Human
Immunology.2011;72:5-10.

112.  Eckhardt T, Pazdernik M. Koronirni nemoc srde¢niho Stépu v soucasnosti. Cor et
Vasa.2021:;63:73-78.

113.  Halloran PF, et al. Building a tissue-based molecular diagnostic system in heart transplant
rejection: The heart Molecular Microscope Diagnostic (MMDx) System. The Journal of Heart
and Lung Transplantation.2017;36:1192-1200.

114. Levine DIJ, et al. Antibody-mediated rejection of the lung: A consensus report of the
International Society for Heart and Lung Transplantation. The Journal of Heart and Lung
Transplantation.2016;35:397-406.

115. Roux A, et al. Banff Lung Report: Current knowledge and future research perspectives for
diagnosis and treatment of pulmonary antibody-mediated rejection (AMR). American Journal of
Transplantation.2019;19:21-31.

116. Visentin J, et al. Lung intragraft donor-specific antibodies as a risk factor for graft loss.
The Journal of Heart and Lung Transplantation.2016;35:1418-1426.

117. R. Morrell M, et al. De novo donor-specific HLA antibodies are associated with early and
high-grade bronchiolitis obliterans syndrome and death after lung transplantation. The Journal of
Heart and Lung Transplantation.2014;33:1288-1294.

118. O’Leary JG, et al. High Mean Fluorescence Intensity Donor-Specific Anti-HLA
Antibodies Associated With Chronic Rejection Postliver Transplant. American Journal of
Transplantation.2011;11:1868-1876.

119. Kovandova B, et al. De novo HLA Class II antibodies are associated with the
81



development of chronic but not acute antibody-mediated rejection after liver transplantation — a
retrospective study. Transplant International.2020;33:1799-1806.

120. El-Awar N, Jucaud V, Nguyen A. HLA Epitopes: The Targets of Monoclonal and
Alloantibodies Defined. Journal of Immunology Research.2017;2017:3406230.

121.  Kosmoliaptsis V, Dafforn TR, Chaudhry AN, Halsall DJ, Bradley JA, Taylor CJ. High-
resolution, three-dimensional modeling of human leukocyte antigen class I structure and surface
electrostatic potential reveals the molecular basis for alloantibody binding epitopes. Human
Immunology.2011;72:1049-1059.

122. Stastny P, Ring S, Lu C, Arenas J, Han M, Lavingia B. Role of immunoglobulin (Ig)-G
and IgM antibodies against donor human leukocyte antigens in organ transplant recipients.
Human Immunology.2009;70:600-604.

123.  Wiebe C, et al. Evolution and clinical pathologic correlations of de novo donor-specific
HLA antibody post kidney transplant. Am J Transplant.2012;12:1157-1167.

124. Diebolder CA, et al. Complement Is Activated by IgG Hexamers Assembled at the Cell
Surface. Science.2014;343:1260-1263.

125. Colvin RB, Smith RN. Antibody-mediated organ-allograft rejection. Nature Reviews
Immunology.2005;5:807-817.

126. Farkash EA, Colvin RB. Diagnostic challenges in chronic antibody-mediated rejection.
Nature Reviews Nephrology.2012;8:255-257.

127. Jalalonmuhali M, Carroll RP, Tsiopelas E, Clayton P, Coates PT. Development of de novo
HLA donor specific antibodies (HLA-DSA), HLA antibodies (HLA-Ab) and allograft rejection
post blood transfusion in kidney transplant recipients. Human Immunology.2020;81:323-329.

128. Askar M, et al. HLA and MICA allosensitization patterns among patients supported by
ventricular assist devices. The Journal of Heart and Lung Transplantation.2013;32:1241-1248.

129. Alba AC, et al. Factors associated with anti-human leukocyte antigen antibodies in
patients supported with continuous-flow devices and effect on probability of transplant and post-
transplant outcomes. The Journal of Heart and Lung Transplantation.2015;34:685-692.

130. Ko B-S, et al. Immunologic effects of continuous-flow left ventricular assist devices
before and after heart transplant. The Journal of Heart and Lung Transplantation.2016;35:1024-
1030.

131. See SB, et al. Ventricular assist device elicits serum natural IgG that correlates with the
development of primary graft dysfunction following heart transplantation. The Journal of Heart
and Lung Transplantation.2017;36:862-870.

132. Castleberry C, et al. Allosensitization does not alter post-transplant outcomes in pediatric
patients  bridged to transplant with a  ventricular assist device. Pediatric
Transplantation.2016;20:559-564.

133.  Magdo HS, Schumacher KR, Yu S, Gajarski RJ, Friedland-Little JM. Clinical significance
of anti-HLA antibodies associated with ventricular assist device use in pediatric patients: A
United Network for Organ Sharing database analysis. Pediatric Transplantation.2017;21:e12938.

134. Otten HG, Verhaar MC, Borst HPE, Hené RJ, Zuilen ADv. Pretransplant Donor-Specific
HLA Class-I and -II Antibodies Are Associated With an Increased Risk for Kidney Graft Failure.
American Journal of Transplantation.2012;12:1618-1623.

82



135.  Weinstein D, Braun WE, Cook D, McMahon JT, Myles J, Protiva D. Ultra-late antibody-
mediated rejection 30 years after a living-related renal allograft. American journal of
transplantation : official journal of the American Society of Transplantation and the American
Society of Transplant Surgeons.2005;5:2576-2581.

136. Hidalgo LG, et al. De novo donor-specific antibody at the time of kidney transplant
biopsy associates with microvascular pathology and late graft failure. American journal of
transplantation : official journal of the American Society of Transplantation and the American
Society of Transplant Surgeons.2009;9:2532-2541.

137. Ladowski JM, et al. Eplet mismatch scores and de novo donor-specific antibody
development in simultaneous pancreas-kidney transplantation. Human Immunology.2021;82:139-
146.

138. Bedford A, Jervis S, Worthington J, Lowe M, Poulton K. Human leukocyte antigen
epitope mismatch loads and the development of de novo donor-specific antibodies in
cardiothoracic organ transplantation. International Journal of Immunogenetics.2022;49:30-38.

139. Shin S, et al. Mismatch epitope load predicts de novo-DSA-free survival in pediatric liver
transplantation. Pediatric Transplantation.2022;26:e14251.

140. Clerkin KJ, et al. Donor-specific anti-HLA antibodies with antibody-mediated rejection
and long-term outcomes following heart transplantation. The Journal of Heart and Lung
Transplantation.2017;36:540-545.

141. Palmer SM, et al. Development of an antibody specific to major histocompatibility
antigens detectable by flow cytometry after lung transplant is associated with bronchiolitis
obliterans syndrome. Transplantation.2002;74:799-804.

142. Zhang X, Kransdorf E, Levine R, Patel JK, Kobashigawa JA. HLA-DQ mismatches
stimulate de novo donor specific antibodies in heart transplant recipients. Human
Immunology.2020;81:330-336.

143. Cano-Romero FL, et al. Longitudinal profile of circulating T follicular helper
lymphocytes parallels anti-HLA sensitization in renal transplant recipients. American Journal of
Transplantation.2019;19:89-97.

144. Mohammed MT, et al. Follicular T cells mediate donor-specific antibody and rejection
after solid organ transplantation. American Journal of Transplantation.2021;21:1893-1901.

145.  Wallin EF. T Follicular Regulatory Cells and Antibody Responses in Transplantation.
Transplantation.2018;102:1614-1623.

146. Haas M, et al. The Banff 2017 Kidney Meeting Report: Revised diagnostic criteria for
chronic active T cell-mediated rejection, antibody-mediated rejection, and prospects for
integrative endpoints for next-generation clinical trials. American journal of transplantation :
official journal of the American Society of Transplantation and the American Society of
Transplant Surgeons.2018;18:293-307.

147. Toki D, et al. The Role of Macrophages in the Development of Human Renal Allograft
Fibrosis in the First Year After Transplantation. = American Journal of
Transplantation.2014;14:2126-2136.

148. Wang Y-Y, et al. Macrophage-to-Myofibroblast Transition Contributes to Interstitial
Fibrosis in Chronic Renal Allograft Injury. Journal of the American Society of
Nephrology.2017;28:2053-2067.

83



149. Bouquegneau A, et al. Correction: Complement-activating donor-specific anti-HLA
antibodies and solid organ transplant survival: A systematic review and meta-analysis. PLOS
Medicine.2018;15:¢1002637.

150. Cecka JM, Kucheryavaya AY, Reinsmoen NL, Leffell MS. Calculated PRA: Initial
Results Show Benefits for Sensitized Patients and a Reduction in Positive Crossmatches.
American Journal of Transplantation.2011;11:719-724.

151.  Morris AB, Sullivan HC, Krummey SM, Gebel HM, Bray RA. Out with the old, in with
the new: Virtual versus physical crossmatching in the modern era. HLA.2019;94:471-481.

152.  Xavier P, et al. XM-ONE Detection of Endothelium Cell Antibodies Identifies a Subgroup
of HLA-Antibody Negative Patients Undergoing Acute Rejection. Transplantation
Proceedings.2011;43:91-94.

153. Senev A, et al. Histological picture of antibody-mediated rejection without donor-specific
anti-HLA antibodies: Clinical presentation and implications for outcome. American Journal of
Transplantation.2019;19:763-780.

154. Parajuli S, et al. Clinical Significance of Microvascular Inflammation in the Absence of
Anti-HLA DSA in Kidney Transplantation. Transplantation.2019;103:1468-1476.

155. Van Loon E, et al. Antibody-mediated rejection with and without donor-specific anti-
human leucocyte antigen antibodies: performance of the peripheral blood 8-gene expression
assay. Nephrology Dialysis Transplantation.2020;35:1328-1337.

156. Martin L, Guignier F, Mousson C, Rageot D, Justrabo E, Rifle G. Detection of donor-
specific anti-HLA antibodies with flow cytometry in eluates and sera from renal transplant
recipients with chronic allograft nephropathy1. Transplantation.2003;76:395-400.

157.  Milongo D, et al. Allelic and Epitopic Characterization of Intra&#x2013;Kidney Allograft
Anti-HLA  Antibodies at Allograft Nephrectomy. American Journal of
Transplantation.2017;17:420-431.

158. Dragun D, Catar R, Philippe A. Non-HLA antibodies in solid organ transplantation: recent
concepts and clinical relevance. Current Opinion in Organ Transplantation.2013;18:430-435.

159. Amico P, et al. Incidence and Prediction of Early Antibody-Mediated Rejection due to
Non-Human Leukocyte Antigen-Antibodies. Transplantation.2008;85:1557-1563.

160. Nakamura T, Shirouzu T, Nakata K, Yoshimura N, Ushigome H. The Role of Major
Histocompatibility Complex in Organ Transplantation- Donor Specific Anti-Major
Histocompatibility Complex Antibodies Analysis Goes to the Next Stage. International Journal of
Molecular Sciences.2019;20:4544.

161. Halloran PF, et al. Real Time Central Assessment of Kidney Transplant Indication
Biopsies by  Microarrays: The INTERCOMEX  Study. American Journal of
Transplantation.2017;17:2851-2862.

162. Reeve J, et al. Assessing rejection-related disease in kidney transplant biopsies based on
archetypal analysis of molecular phenotypes. JCI Insight.2017;2.

163. Madill-Thomsen KS, Wiggins RC, Eskandary F, Bchmig GA, Halloran PF. The Effect of
Cortex/Medulla Proportions on Molecular Diagnoses in Kidney Transplant Biopsies: Rejection
and Injury Can Be Assessed in Medulla. American Journal of Transplantation.2017;17:2117-
2128.

84



164. Beck J, et al. Donor-Derived Cell-Free DNA Is a Novel Universal Biomarker for Allograft
Rejection in Solid Organ Transplantation. Transplantation Proceedings.2015;47:2400-2403.

165. Grskovic M, et al. Validation of a Clinical-Grade Assay to Measure Donor-Derived Cell-
Free DNA in Solid Organ Transplant Recipients. The Journal of Molecular
Diagnostics.2016;18:890-902.

166. Bloom RD, et al. Cell-Free DNA and Active Rejection in Kidney Allografts. Journal of
the American Society of Nephrology.2017;28:2221-2232.

167. Mayer KA, et al. Diagnostic value of donor-derived cell-free DNA to predict antibody-
mediated rejection in donor-specific antibody-positive renal allograft recipients. Transplant
International.2021;34:1689-1702.

168. Jarnum S, Bockermann R, Runstrom A, Winstedt L, Kjellman C. The Bacterial Enzyme
IdeS Cleaves the IgG-Type of B Cell Receptor (BCR), Abolishes BCR-Mediated Cell Signaling,
and Inhibits Memory B Cell Activation. The Journal of Immunology.2015;195:5592-5601.

169. Jordan SC, et al. IgG Endopeptidase in Highly Sensitized Patients Undergoing
Transplantation. New England Journal of Medicine.2017;377:442-453.

170. Bohmig GA, Rostaing L. IdeS to desensitize organ allograft recipients. Nature Reviews
Nephrology.2017;13:666-668.

171. Lonze BE, et al. IdeS (Imlifidase): A Novel Agent That Cleaves Human IgG and Permits
Successful Kidney Transplantation Across High-strength Donor-specific Antibody. Annals of
Surgery.2018;268:488-496.

172.  Ondfej V, Libor J, Peter B, kolektiv a. Transplantace ledviny v klinické praxi. Grada
Publishing a.s., 2008.

173. Slatinska J, Honsova E, Burgelova M, Slavcev A, Viklicky O. Plasmapheresis and
Intravenous Immunoglobulin in Early Antibody-Mediated Rejection of the Renal Allograft: A
Single-Center Experience. Therapeutic Apheresis and Dialysis.2009;13:108-112.

174. Bartel G, Schwaiger E, Bohmig GA. Prevention and treatment of alloantibody-mediated
kidney transplant rejection. Transplant International.2011;24:1142-1155.

175. Montgomery RA, Loupy A, Segev DL. Antibody-mediated rejection: New approaches in
prevention and management. American Journal of Transplantation.2018;18:3-17.

176. Bohmig GA, Eskandary F, Doberer K, Halloran PF. The therapeutic challenge of late
antibody-mediated kidney allograft rejection. Transplant International.2019;32:775-788.

177. Trivedi HL, et al. Abrogation of Anti-HLA Antibodies via Proteasome Inhibition.
Transplantation.2009;87:1555-1561.

178. Walsh RC, et al. Early and Late Acute Antibody-Mediated Rejection Differ
Immunologically and in Response to Proteasome Inhibition. Transplantation.2011;91:1218-1226.

179. Svobodova E, et al. Novel insights into pretransplant allosensitization in heart transplant
recipients in the contemporary era of immunosuppression and rejection surveillance. Transplant
International.2016;29:63-72.

180. Bertrand D, et al. Comparison of Two Luminex Single-antigen Bead Flow Cytometry
Assays for Detection of Donor-specific Antibodies After Renal Transplantation.
Transplantation.2019;103:597-603.

85



181. Ravindranath MH, et al. Significance of the intraindividual variability of HLA IgG
antibodies in renal disease patients observed with different beadsets monitored with two different
secondary antibodies on a Luminex platform. Immunologic Research.2018;66:584-604.

182. Cashin J, et al. An early evaluation of the HISTO SPOT® AB ID Class I & II test in
cardiothoracic transplant patients. International Journal of Immunogenetics.2022;49:317-324.

183. Zhang Q, et al. Understanding the Correlation Between DSA, Complement Activation,
and Antibody-Mediated Rejection in Heart Transplant Recipients.
Transplantation.2018;102:e431-e438.

184. Colvin MM, et al. Sensitization in Heart Transplantation: Emerging Knowledge: A
Scientific Statement From the American Heart Association. Circulation.2019;139:e553-e578.

185. Nwakanma LU, Williams JA, Weiss ES, Russell SD, Baumgartner WA, Conte JV.
Influence of Pretransplant Panel-Reactive Antibody on Outcomes in 8,160 Heart Transplant
Recipients in Recent Era. The Annals of Thoracic Surgery.2007;84:1556-1563.

186. Kobashigawa J, et al. The management of antibodies in heart transplantation: An ISHLT
consensus document. The Journal of Heart and Lung Transplantation.2018;37:537-547.

187. Tait BD, et al. Consensus Guidelines on the Testing and Clinical Management Issues
Associated With HLA and Non-HLA Antibodies in Transplantation. Transplantation.2013;95:19-
47.

188.  Grupper A, et al. Sex Related Differences in the Risk of Antibody-Mediated Rejection and
Subsequent Allograft Vasculopathy Post-Heart Transplantation: A Single-Center Experience.
Transplantation Direct.2016;2:e106.

189. Urban M, et al. Alloimmunosensitization in Left Ventricular Assist Device Recipients and
Impact on Posttransplantation Outcome. ASAIO Journal.2012;58:554-561.

190. Newell H, et al. Sensitization Following LVAD Implantation Using Leucodepleted Blood
Is Not Due to HLA Antibodies. American Journal of Transplantation.2006;6:1712-1717.

191.  Chau VQ, et al. De novo human leukocyte antigen allosensitization patterns in patients
bridged to heart transplantation wusing left ventricular assist devices. Transplant
Immunology.2022;72:101567.

192.  Bakir NH, et al. Cardiac allograft rejection in the current era of continuous flow left
ventricular assist devices. The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery.2022;163:124-
134.e128.

193. Tambur AR, et al. Sensitization in transplantation: Assessment of risk (STAR) 2019
Working Group Meeting Report. American Journal of Transplantation.2020;20:2652-2668.

194. Oaks M, Michel K, Downey FX, Thohan V. Xenoreactive antibodies and latent fibrin
formation in VAD and cardiac transplant recipients can confound the detection and measurement
of anti-AT1R antibodies. American Journal of Transplantation.2018;18:2763-2771.

195. Grosman-Rimon L, et al. Increases in Serum Autoantibodies After Left Ventricular Assist
Device Implantation. Journal of Cardiac Failure.2019;25:301-306.

196. Zeevi A, et al. Persistent strong anti-HLA antibody at high titer is complement binding
and associated with increased risk of antibody-mediated rejection in heart transplant recipients.
The Journal of Heart and Lung Transplantation.2013;32:98-105.

197. Tambur AR, Schinstock C. Clinical utility of serial serum dilutions for HLA antibody
86



interpretation. HLA.2022;100:457-468.

198. Tambur AR, et al. Assessing Antibody Strength: Comparison of MFI, Clq, and Titer
Information. American Journal of Transplantation.2015;15:2421-2430.

199. Das BB, Lacelle C, Zhang S, Gao A, Fixler D. Complement (Clq) Binding De Novo
Donor-Specific Antibodies and Cardiac-Allograft Vasculopathy in Pediatric Heart Transplant
Recipients. Transplantation.2018;102:502-509.

200. Lefaucheur C, et al. Clinical recommendations for posttransplant assessment of anti-HLA
(Human Leukocyte Antigen) donor-specific antibodies: A Sensitization in Transplantation:
Assessment of Risk consensus document. American journal of transplantation : official journal of
the American Society of Transplantation and the American Society of Transplant
Surgeons.2023;23:115-132.

201. Kauke T, et al. Anti-MICA Antibodies Are Related to Adverse Outcome in Heart
Transplant Recipients. The Journal of Heart and Lung Transplantation.2009;28:305-311.

202. Nath DS, et al. Donor-specific antibodies to human leukocyte antigens are associated with
and precede antibodies to major histocompatibility complex class I-related chain A in antibody-
mediated rejection and cardiac allograft vasculopathy after human cardiac transplantation.
Human Immunology.2010;71:1191-1196.

203. Pavlova YA, et al. Hepatocyte growth factor and antibodies to HLA and MICA antigens in
heart transplant recipients. Tissue Antigens.2010;76:380-386.

204. Chou-Wu E, Kemna M, Ross S, Youngs D, Law Y, Gimferrer 1. Association of MICA and
ATI1R antibodies with antibody-mediated rejection and cardiac allograft vasculopathy in a
pediatric heart transplant recipient. Transplant Immunology.2023;78:101811.

205. Moayedi Y, Fan C-PS, Tinckam KJ, Ross HJ, McCaughan JA. De novo donor-specific
HLA antibodies in heart transplantation: Do transient de novo DSA confer the same risk as
persistent de novo DSA? Clinical Transplantation.2018;32:e13416.

206. Pazdernik M, et al. Donor specific anti-HLA antibodies and cardiac allograft
vasculopathy: A prospective study using highly automated 3-D optical coherence tomography
analysis. Transplant Immunology.2021;65:101340.

207. Pober JS, Jane-wit D, Qin L, Tellides G. Interacting Mechanisms in the Pathogenesis of
Cardiac ~ Allograft =~ Vasculopathy.  Arteriosclerosis, = Thrombosis, and  Vascular
Biology.2014;34:1609-1614.

208. Hiemann NE, et al. Prognostic Impact of Microvasculopathy on Survival After Heart
Transplantation. Circulation.2007;116:1274-1282.

209. Gazdic T, et al. Bortezomib-Containing Regimen for Primary Treatment of Early
Antibody-Mediated Cardiac  Allograft Rejection: A Case Report. Progress in
Transplantation.2015;25:147-152.

210. Woodle ES, Walsh RC, Alloway RR, Girnita A, Brailey P. Proteasome inhibitor therapy
for antibody-mediated rejection. Pediatric Transplantation.2011;15:548-556.

211. Cheng H, Xu B, Zhang L, Wang Y, Chen M, Chen S. Bortezomib alleviates antibody-
mediated rejection in kidney transplantation by facilitating Atg5 expression. Journal of Cellular
and Molecular Medicine.2021;25:10939-10949.

212. Brinkley DM, et al. Efficacy of bortezomib desensitization among heart transplant

87



candidates. Clinical Transplantation.2023;37:¢14907.

213. Philogene MC, Sikorski P, Montgomery RA, Leffell MS, Zachary AA. Differential Effect
of Bortezomib on HLA Class I and Class II Antibody. Transplantation.2014;98:660-665.

214. Slatinska J, et al. Efficacy and safety of BORTEZOMIB treatment for refractory acute
antibody-mediated rejection—a pilot study. HLA.2018;92:47-50.

215. Touzot M, et al. Differential Modulation of Donor-Specific Antibodies After B-Cell
Depleting Therapies to Cure Chronic Antibody Mediated Rejection. Transplantation.2015;99:63-
68.

216. Leeaphorn N, Pena JRA, Thamcharoen N, Khankin EV, Pavlakis M, Cardarelli F. HLA-
DQ Mismatching and Kidney Transplant Outcomes. Clinical Journal of the American Society of
Nephrology.2018;13:763-771.

217. Bestard O, et al. Preformed T cell alloimmunity and HLA eplet mismatch to guide
immunosuppression minimization with tacrolimus monotherapy in kidney transplantation:
Results of the CELLIMIN trial. American Journal of Transplantation.2021;21:2833-2845.

218. DeWolf S, Shen Y, Sykes M. A New Window into the Human Alloresponse.
Transplantation.2016;100:1639-1649.

219. Augustine JJ, Poggio ED, Heeger PS, Hricik DE. Preferential Benefit of Antibody
Induction Therapy in Kidney Recipients With High Pretransplant Frequencies of Donor-Reactive
Interferon-y Enzyme-Linked Immunosorbent Spots. Transplantation.2008;86:529-534.

220. Cherkassky L, et al. Evaluation of Alloreactivity in Kidney Transplant Recipients Treated
with Antithymocyte Globulin Versus IL-2 Receptor Blocker. American Journal of
Transplantation.2011;11:1388-1396.

221. Hricik DE, et al. Enzyme Linked Immunosorbent Spot (ELISPOT) Assay for
Interferon&#x2010;Gamma Independently Predicts Renal Function in Kidney Transplant
Recipients. American Journal of Transplantation.2003;3:878-884.

222. Hricik DE, et al. Interferon Gamma ELISPOT Testing as a Risk-Stratifying Biomarker for
Kidney Transplant Injury: Results From the CTOT-01 Multicenter Study. American Journal of
Transplantation.2015;15:3166-3173.

223. Crespo E, et al. Pre-Transplant Donor-Specific T-Cell Alloreactivity Is Strongly
Associated with Early Acute Cellular Rejection in Kidney Transplant Recipients Not Receiving
T-Cell Depleting Induction Therapy. PLOS ONE.2015;10:e0117618.

224. Udomkarnjananun S, Kerr SJ, Townamchai N, van Besouw NM, Hesselink DA, Baan CC.
Donor-specific ELISPOT assay for predicting acute rejection and allograft function after kidney
transplantation: A systematic review and meta-analysis. Clinical Biochemistry.2021;94:1-11.

225. Halloran PF, et al. Review: The transcripts associated with organ allograft rejection.
American Journal of Transplantation.2018;18:785-795.

226. Slavcev A, et al. Pre-transplant donor-specific Interferon-gamma-producing cells and
acute rejection of the kidney allograft. Transplant Immunology.2015;33:63-68.

227. Girmanova E, Hruba P, Viklicky O, Slavcev A. ELISpot assay and prediction of organ
transplant rejection. International Journal of Immunogenetics.2022;49:39-45.

228. Luque S, et al. Value of monitoring circulating donor-reactive memory B cells to
characterize antibody-mediated rejection after kidney transplantation. American Journal of

88



Transplantation.2019;19:368-380.

229. Hruba P, et al. Molecular diagnostics identifies risks for graft dysfunction despite
borderline histologic changes. Kidney International.2015;88:785-795.

230. Gaber LW. Borderline changes in the banff schema: rejection or no rejection?
Transplantation Proceedings.2004;36:755-757.

231. Beimler J, Zeier M. Borderline rejection after renal transplantation — to treat or not to
treat. Clinical Transplantation.2009;23:19-25.

232. Hruba P, et al. Three-month course of intragraft transcriptional changes in kidney
allografts with early histological minimal injury — a cohort study. Transplant
International.2021;34:974-985.

233.  Hruba P, et al. Molecular patterns of isolated tubulitis differ from tubulitis with interstitial
inflammation in early indication biopsies of kidney allografts. Scientific Reports.2020;10:22220.

234.  Schachtner T, et al. The Molecular Diagnosis Might Be Clinically Useful in Discrepant
Kidney  Allograft Biopsy Findings: An  Analysis of  Clinical = Outcomes.
Transplantation.2023;107:485-494.

235. Halloran PF, et al. A 2-fold Approach to Polyoma Virus (BK) Nephropathy in Kidney
Transplants: Distinguishing Direct Virus Effects From Cognate T Cell-mediated Inflammation.
Transplantation.2021;105:2374-2384.

236. Viklicky O, et al. Sequential Targeting of CD52 and TNF Allows Early Minimization
Therapy in Kidney Transplantation: From a Biomarker to Targeting in a Proof-Of-Concept Trial.
PLOS ONE.2017;12:e0169624.

89



10. Priloha 1: Seznam detekovatelnych non HLA protilatek

Antigen Gene Name

Actin Actin

AGRN Agrin

APOL2 apolipoprotein L, 2

ARHGDIB Rho GDP-dissociation inhibitor 2

ATP5B ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, beta polypeptide
CCP Cyclic citrullinated peptide

CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CGB5 chorionic gonadotropin, beta polypeptide 5
Collagen I Collagen I

Collagen II Collagen II

Collagen III | Collagen 111

Collagen IV | Collagen IV

Collagen V Collagen V

Collagen VI | Collagen VI

CSF2 Colony stimulating factor 2

CXCL11 chemokine (C-X- C motif) ligand 11

CXCL9 C-X-C Motif Chemokine 9

DEXI dexamethasoneinduced transcript

EMCN Endomucin

ENO1 Alpha-enolase

FAS Fas cell surface death receptor

FN1 fibronectin 1

FLRT2 Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT2
GAPDH Glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase
GDNF glial cell derived neurotrophic factor

GSTT1 Glutathione S- Transferase theta-1

HARS Jo-1

HSPBI Heat shock protein beta-1

ICAM1 Intracellular Adhesion Molecule 1

IFNG Interferon Gamma
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IL21 Interleukin 21

IL8 Interleukin 8, CXCLS8

KRT18 Cytokeratin 18

KRTS Cytokeratin 8

LGALS3 Galectin 3

LGALSS Galectin 8

LMNA Prelamin-A/C

LPHNI Latrophilin 1

Myosin Myosin

NCL nucleolin

P2RY11 purinergic receptor P2Y, G- protein coupled, 11
PECR Peroxisomal trans-2-enoyl- CoA Reductase
PLA2R1 phospholipase A2 receptor 1, 180kDa

PRKCH Protein kinase C, eta

PRKCZ protein kinase C, zeta

PTPRO Receptor-type Tyrosine-protein Phosphatase U
RORI1 Receptor Tyrosine KinaseLike Orphan Receptor 1
SHC3 SHC-Transforming Protein 3

SNRPB2 small nuclear ribonucleoprotei n polypeptide B
SNRPN Small Nuclear Ribonucleoprotei n Polypeptide N (smith antigen core sequence)
SSB Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La)
STAT6 Signal Transducer And Activator Of Transcription 6
Thyroglobulin | Thyroglobulin

Transferrin Transferrin

TUBAIB tubulin, alpha 1b

TUBB Tubulin

Tubulin Tubulin

VCL Vinculin

VEGFA Vascular endothelial growth factor A

VIM Vimentin
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11. Priloha 2: Citované on-line odkazy

https://hla.alleles.org
https://irodat.org
https://transplant-observatory.org

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03326076
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