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ABSTRAKT

Nejlepsim terapeutickym feSenim pro pacienty s chronickym selhdnim ledvin je
transplantace. Celkové piezivani transplantovanych organt i pacienti je diky velkému
pokroku Vv imunosupresivni terapii zna¢né vysoké. Na druhou stranu na funkci
transplantovaného orgdnu se muize imunosupresivni lécba podepsat svymi nezadoucimi
vedlejSimi ucinky — pfili$ silnd imunosuprese se muze projevit infekci ¢i novotvary, naopak
nedostatecna odhojenim Stépu. Vzhledem k zavaznosti akutni rejekce je hlavnim cilem
spoluprace klinickych 1€katti s transplanta¢nimi imunology rozd¢€lit pacienty na zakladé
hodnoceni imunologickych rizikovych faktori do skupin s nizkym, stfednim a vysokym
rizikem rejekce. V literatute se uvadi, ze poéty (frekvence) bunék produkujicich interferon
gama (IFNy) pied transplantaci umoziuji identifikovat pacienty s vysokym rizikem akutni
celularni rejekce a zaroven predikovat dlouhodobé prezivani Stépu.

V této praci jsme z periferni krve pacientti odebrané pied transplantaci stanovovali
pomoci metody ELISpot (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) frekvence aktivovanych
T lymfocyti specifickych vii€i antigentim darce, které béhem kratké stimulace (24 hodin)
produkovaly IFNy. Vysledky jsme korelovali s vyskytem akutni celularni (ACR) a humoralni
(AMR) rejekce a dalsimi rizikovymi faktory.

U naseho souboru pacienti (n = 47) s transplantovanou ledvinou od Zivého darce se
nepodafilo prokézat statisticky vyznamnou korelaci pocth aloreaktivnich bunék pred
transplantaci s vyskytem akutni rejekce (ACR ani AMR). Presto nase vysledky naznacuji
vy$si frekvenci bunék produkujicich IFNy u pacienti s ACR i AMR neZ u pacienti bez
rejekce (98 + 81 a 126 £+ 81 vs. 72 £ 70 spoti/50 000 mononuklearnich bun¢k). Tento trend
byl jesté vyrazngsi u pacientl s téz§i formou ACR (stupen II), (134 + 95 vs. 72 + 70
spotli/50 000 mononukledrnich bunék). Pozitivni korelace frekvence bunék produkujicich
IFNy s poc¢tem neshod v lidskych leukocytarnich (HLA) antigenech mezi piijemcem a darcem
potvrzuje, Ze imunitni reakce je prevazné namifend proti neshodnym HLA antigentim darce.

ZnaSich predbéznych vysledki vyplyva, Zze piedtransplantacni urfeni poctu
aloreaktivnich bun¢k pomoci metody ELISpot je uzitecné a miZe podat dulezité informace

0 stavu T buné¢né imunity pacientil pied transplantaci od Zivych darci.
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ABSTRACT

Transplantation is the best therapeutic solution for patients with chronic renal failure.
Due to the great advances in immunosuppressive therapy in the last decades, graft and patient
survival have improved significantly. On the other hand, immunosuppressive therapy has
serious side effects — too strong immunosuppression may lead to infection or malignancies,
conversely insufficient immunosuppression may lead to graft rejection. Due to the grave
consequences of acute rejection, the main goal of cooperation of clinicians and transplant
immunologists is to stratify patients into groups with low, moderate and high risk of rejection
based on the evaluation of various immunologic risk factors. There are reports in the literature
that the numbers (frequencies) of interferon gamma (IFNy) producing cells before
transplantation may be helpful to identify patients with high risk of acute cellular rejection
and to predict long-term survival of the graft.

In this retrospective study we determined the pre-transplant frequencies of activated
donor specific T lymphocytes producing IFNy after short stimulation (24 hrs) by ELISpot
(Enzyme-linked immunosorbent spot assay). The results were correlated with the incidence of
acute cellular (ACR) and antibody-mediated (AMR) rejection and with other risk factors.

In our cohort of patients (n = 47) after kidney transplantation from living donors we
did not find asignificant correlation between the numbers of alloreactive cells before
transplantation and the incidence of acute rejection (neither ACR nor AMR). Nevertheless,
our data indicated higher frequencies of IFNy producing cells in patients with ACR and AMR
than in patients without rejection (98 £ 81 a 126 = 81 vs. 72 £ 70 spots/50 000 mononuclear
cells). This tendency was even stronger in patients with the serious form of ACR (grade 1),
(134 = 95 vs. 72 + 70 spots/50 000 mononuclear cells). We found also a positive correlation
between the frequencies of IFNy producing cells and the number of HLA (Human Leukocyte
Antigens) mismatches between recipients and donors which confirms that the immune
reaction is aimed mostly against mismatched HLA antigens of the donor.

In conclusion, our preliminary results indicate that the pre-transplant determination of
the numbers of alloreactive cells by the ELISpot methodology might be useful and may
provide important information about patient’s T cell immunity before kidney transplantation

from living donors.
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1 UVOD

Transplantace je nejlepSim terapeutickym feSenim pro pacienty s chronickym
selhanim ledvin. Transplantovani pacienti maji ve srovnani s pacienty na dialyzacni 1écbé
vyrazné lep§i kvalitu Zivota a niz&i riziko imrti (Viklicky, 2008). V Ceské republice (CR)
probiha program transplantace ledviny v sedmi transplanta¢nich centrech (Institut klinické
a experimentalni mediciny (IKEM) v Praze, Centrum kardiovaskularni a transplanta¢ni
chirurgie v Brn¢, Transplanta¢ni centrum fakultni nemocnice Motol v Praze, Ostrave,
Olomouci, Plzni a v Hradci Kralové). Prvni transplantace ledviny v CR probé&hla ve fakultni
nemocnici v Hradci Kralové v roce 1961. V soucasné dobé je vice nez polovina transplantaci
ledvin v CR provedena v IKEM. V letech 1990 az 2006 prob&hlo v CR 5 742 transplantaci
ledviny, z toho 306 od zijiciho darce. V poctu transplantovanych ledvin na 1 milién obyvatel
se CR tadi mezi vyspélé staty Evropy (Koordina¢ni Stfedisko Transplantaci, Praha).

Dlouhodobé piezivani transplantovaného organu (Stépu) =zavisi na fadé
imunologickych aneimunologickych faktort. Imunitni reakce piijemce, kterd vznikd po
transplantaci a je zamifena proti $té€pu, je tlumena podavanim imunosupresivnich (I1S) 1ékt. Za
poslednich 20 let se diky velkému pokroku v imunosupresivni terapii vyrazné zvysila
uspésnost prezivani transplantovanych organi. Dlouhodobé piisobeni IS 1¢kti ma ale zavazné
vedlejsi ucinky. Nezadouci ucinky se projevuji jak u nedostateéné — ztrata $t€pu v dusledku
odhojeni (rejekce), tak i u pfilis silné IS terapie — vznik infekci, malignit atp.

Kwvili zdvaznosti akutni rejekce, kterd mize ohrozit funkci transplantovaného organu
aVvuréitych piipadech i zivot pacientl, azaroven kvuli vedlejsim uéinkim IS 1éCby je
klinicky velmi dilezZité rozdé€lit pacienty do skupin s nizkym, stfednim ¢i vysokym rizikem
rejekce jesté pred transplantaci.

V soucasnosti jsou znamy mnohé metody poskytujici informace 0 imunitnim stavu
pacienta pted i po transplantaci. B buné¢na imunita se hodnoti pomoci detekce a specifikace
protilatek proti antigenim darce, zatimco charakterizace T bunécné imunity je vétSinou
hodnocena pomoci stanoveni exprese genti kodujicich prozanétlivé cytokiny, testl
hodnoticich cytotoxickou aktivitu T lymfocytt ad.

Sttedem zajmu se v poslednich letech stala metoda ELISpot (Enzyme-linked
immunosorbent spot assay), diky niz je mozné stanovit pocty (frekvence) efektorovych ¢i
pamétovych bunék, které jiz po kratké stimulaci secernuji rizné cytokiny, napt. interferon
gama (IFNy), interleukiny (IL-2, IL-4, IL-10) ad.



Tato diplomova prace se zaméfuje na charakterizaci vyznamu urceni frekvence bunck
produkujicich IFNy po stimulaci bun¢k ptijemcovych s buiikami darcovymi ve smisenych
lymfocytarnich Kkulturach pro ptfedpovéd rizika vyvoje akutni rejekce po transplantaci

ledviny.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 HLA antigeny

Lidské leukocytarni antigeny (Human Leukocyte Antigens, HLA) jsou polymorfni
glykoproteiny a patii do imunoglobulinové superrodiny. Geny kodujici antigeny HLA patii do
systému hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) ¢lovéka a nachazi se na kratkém
raménku 6. chromosomu. Hlavni lohou HLA antigentl je prezentovat peptidy vlastniho nebo
ciziho ptivodu buiikdm imunitniho systému.

Antigeny pochazejici z tkané transplantovaného organu (St€pu) zpravidla vyvolavaji
silnou imunitni reakci. Vyznamnou roli v jeho odhojeni hraje rozpoznani obou zakladnich

skupin HLA antigenti — HLA antigeni I. a II. tfidy (Klein and Sato, 2000a, b).

2.1.1 HLA antigeny I. tridy (HLAI)

HLA antigeny I. tfidy (HLA I) délime na klasické (Ia) a neklasické (Ib). Klasické
HLA Imaji na svém povrchu vSechny jaderné builky afadime sem HLA-A, -B a-C.
Neklasické HLA antigeny I. tfidy, HLA-E, -F a-G, se vyskytuji pouze na né&kterych
buné¢nych typech a jejich polymorfismus je omezeny.

HLA glykoproteiny |I. tfidy jsou tvofeny transmembranovym o fetézcem
a Bo-mikroglobulinem, jehoz gen je (na rozdil od genu pro o fetézec) kodovan na
15. chromosomu. HLA 1 jsou syntetizovany na povrchu endoplazmatického retikula, v jehoz
lumen pak vazou kratké peptidy intracelularniho (vlastniho nebo virového) ptvodu (Klein and
Sato, 2000a, b).

2.1.2 HLA antigeny II. tiidy (HLA II)

HLA-DR, -DP a -DQ aj. jsou znamé jako HLA antigeny II. tfidy (HLA I1) a nachazeji
se pouze na povrchu urcité skupiny imunitnich bunék, jako jsou B lymfocyty, aktivované
T lymfocyty, makrofagy, dendritické buniky athymové epitelidlni buiky. Za urcitych
podminek (pfitomnost interferonu gama, IFNy) mohou na svém povrchu exprimovat antigeny
1. tfidy i dal$i bunky (epitelialni, tubularni buiky ledviny atd.).

HLA 1II jsou tvofeny dvéma nekovalentné¢ asociovanymi transmembranovymi
podjednotkami o a . Oba fetézce jsou syntetizovany na membranich endoplazmatického
retikula obdobné¢ jako HLA 1. Na rozdil od nich vSak do vazebného mista tvofeného
N-terminalnimi doménami obou fetézcl vazou tzv. invariantni fetézec, aby nedoslo
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k pfed¢asné vazb¢ peptidi. Transportni vacky obsahujici HLA II fuzuji s endosomy pod
cytoplazmatickou membranou, kam jsou pies Golgiho aparat transportovany. Plsobenim
proteas a vyménného proteinu DM piitomnych v endosomu (pH 6) je invariantni fetézec
vyménén za peptidy extracelularniho ptivodu, které se do bunky dostavaji prostiednictvim

fagocytdzy (Klein and Sato, 20003, b).

2.2 Mechanismus rozpozndni HLA antigenti

HLA molekuly jsou rozpoznavany T lymfocyty pomoci jejich T bunéénych receptort
(TCR) akoreceptori (CD4, nebo CDS8). Pomocné T lymfocyty (Th) interaguji s HLA 1l
prostiednictvim povrchové molekuly CD4, zatimco cytotoxické T lymfocyty (CTL) vytvaii
vazbu s HLA | pomoci jejich koreceptoru CD8. Pro uspésnou aktivaci naivnich T lymfocytl
nestaci prostd vazba HLA/peptid/TCR, nybrz jsou vyzadovany dalSi kostimulacni signaly
(interakce CD28/CD80 nebo CD28/CD86, anebo CD40/CD154). Ty dostavaji od
profesionalnich bunék prezentujicich antigen (APC) nebo od B lymfocytt. Teprve poté je
zprostfedkovan pienos signalu do buiky pomoci asociovanych proteini CD3 komplexu
(fetézce v, 0, €, {, 1), (Hofejsi and Bartunkova, 2009).

HLA antigeny 3tépu, tzv. aloantigeny’, identifikuje imunitni systém piijemce bud’
pfimo na darcovych APC, nebo nepiimo prostfednictvim vlastnich APC, které prezentuji
MHC molekuly pochazejici ze $tépu na svych HLA antigenech (Obr. 1). V zavislosti na
okolnich podminkach (cytokinovém prostiedi) diferencuji T lymfocyty v jednotlivé bunécné
podtypy aty pak v transplantovaném organu spousti efektorovou fazi rejekce.

T lymfocyty rozpoznavajici aloantigeny pifimo na APC darce hraji hlavni roli
v procesu ¢asné rejekce (Liu et al., 1993). Po mésici uplynulém od transplantace se jiz ale
vice uplatiuji bunky, které rozpoznavaji aloantigeny neptimo (Baker et al., 2001, Lee et al.,
2001).

! Aloantigeny — antigeny transplantovaného organu pochazejiciho od jedince stejného druhu jako piijemce ale

lisiciho se svym genetickym kodem.



[A] Pfimé rozpoznani [B] Nepiimé rozpoznani

APC pfijemce fagocytuje alogenni
HLA antigeny, zpracuije je

a prezentuje na svych HLA 1l

APC pfijemce

Obr. 1 Ptimé [A] a neptimé [B] rozpoznani alogennich HLA antigend.

[A] Alogenni HLA antigeny mohou byt pfimo rozpoznavany na APC darce pomocnymi (HLA II)
i cytotoxickymi (HLA I) T lymfocyty ptijemce. [B] Na druhou stranu nepiimé rozpoznani aloantigent
na vlastnich APC zprostfedkovavaji pouze pomocné T lymfocyty. Ty ale mohou cytotoxické
T lymfocyty k pfimému rozpoznavani HLA antigend stimulovat. Aby APC pfijemce mohly
prezentovat aloantigeny darce na svém povrchu, musi je nejprve fagocytovat, poté zpracovat v kratké
peptidy, které jsou nasledné v endosomu asociovany s HLA antigeny II. téidy.

Upraveno dle (Hernandez-Fuentes et al., 2003).

Vysvétlivky: APC — burika prezentujici antigen, CD4 / CD8 — povrchové koreceptory T lymfocytu,
HLA 1/ 11— lidské leukocytarni antigeny 1. / II. t¥idy, IL-2 — interleukin 2.

2.3 Biologie rejekce a mechanismy poskozeni stépu

Dlouhodobé piezivani §tépu je zavislé na fadé¢ imunologickych a neimunologickych
faktordi. Imunitni reakci proti transplantovanému organu vyvoldvaji napt. neshody pifijemce
a darce v polymorfnich systémech, jako jsou HLA a non-HLA antigeny.

Extrémni polymorfismus HLA antigeni je pies zna¢né vyhody v evoluci a obrané
proti patogenum piekazkou pro transplantace organt. Kvuli obrovské rozmanitosti je shoda
mezi darcem a piijemcem v téchto antigenech dosazitelna jen s obtizemi. Dokonce az 10 %

T lymfocytl piijemce je schopno pifimo rozpoznavat a odpovidat na jednotlivé cizi HLA
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molekuly. Také diky tak vysokému poctu aloreaktivnich T bun¢k vyvolavaji transplantované
organy In vivo prudkou imunitni reakci. Dlouhodobé prezivani $tépu omezuji nejen
aloreaktivni T lymfocyty, ale i preformované ¢i prirozené protilatky — aloprotilatky, které také
rozpoznavaji HLA antigeny. K odhojeni (rejekei) transplantovaného organu muze dojit
vzhledem k aktivité imunitniho systému (stupni presenzitizace) pfijemce pied transplantaci.
Opakované vyskyty rejekei mohou rovnéz zvySovat riziko dal§iho vzniku rejekce.

Mezi neimunologické rizikové faktory rejekce patii napf. veék pacienta a darce
(de Fijter et al., 2001, Oppenheimer et al., 2004, Fuggle et al., 2010, Hricik et al., 2013),
zdravotni komplikace darce pied odbérem organd (hypo-/ hypertenze, obezita,
hyperlipidémie, diabetes, smrt v disledku srde¢niho selhani) nebo dlouhotrvajici dialyza
pacienta pied transplantaci (Augustine et al., 2007). Dale do této kategorie mizeme zatadit
etnicky ptivod darce nebo ptijemce (Molnar et al., 2013) ¢i celkovy stav organu (délka
studené ischémie, chirurgické a jiné stresové faktory), (Harris and Rumbaut, 2001).
manipulacni a ischemické dobé, tfebaze mohou mit tyto pary vyssi pocet neshod v HLA
antigenech (Fuggle et al., 2010). Ischémie a nasledna reperfize vyvolava na bunkach $tépu
zvySenou expresi HLA antigenli a zarovein pusobi uvoliiovani chemokint, prozanétlivych
cytokind a adhezivnich molekul. VSechny tyto faktory pak zvysuji nejen bunéénou infiltraci
Stépu, ale také celkovou imunologickou odpovéd’ proti nému, coz logicky zvySuje riziko
rejekce (Harris and Rumbaut, 2001, Kim et al., 2008).

Rejekce jsou tradicné déleny dle uplynulé doby od transplantace na hyperakutni,
akutni a chronické. Lze je ovSem také délit na zaklad¢é dalSich faktord, napi. podle typu
hlavnich aktérd v imunitni odpovédi (bunétna ahumoralni — rejekce zprostiedkovana
protilatkami) ¢i patofyziologickych zmén, které se béhem rejekce uskutecni (intersticialni,

vaskularni, endotelialni), nebo na zakladé¢ stupné zavaznosti, a tedy i rozsahu poskozeni.

2.3.1 Celularni rejekce

V prub¢hu celularni rejekce jsou zapojené slozky vrozené (dendritické bunky,
makrofagy) i adaptivni imunity (CD4" i CD8" T lymfocyty), které spolu tizce spolupracuiji
a podili se na akutni i chronické rejekci. Zakladni podminkou celularni rejekce je schopnost
T lymfocytd rozpoznat HLA antigeny darce.

Poté co naivni T lymfocyty rozeznaji komplex HLA/peptid, uvolni v pribéhu 24 h
interleukin 2 (IL-2). B€hem nasledujicich 3 az 6 dni pak aktivované bunky diferencuji

v bunky efektorové, které secernuji dalsi cytokiny jako napt. interferon gama (IFNy), IL-4,
10



IL-5 aj. Cast efektorovych bundk pak diferencuje v buitky pamétové. Ty mohou vznikat
pfimo po setkani s aloantigeny darce, anebo zkiizenou reakci po kontaktu s antigenem
patogenniho puvodu (Pantenburg et al., 2002, Macdonald et al., 2009). Pamét'ové bunky se od
bunék naivnich 1isi nejen povrchovymi znaky, ale pfedevsim pozadavky nutnych pro aktivaci.

Pro aktivaci naivnich T lymfocytli je nutné dosdhnout urcitého aktivacniho prahu, tj.
interakce daného mnozstvi molekul HLA a TCR receptori S ptislusnou kostimulaci. Na
druhou stranu buniky pamétové maji tento prah nizky. Diky tomu po opétovném setkani
s antigenem rychle proliferuji a spousti produkci cytokin jiz béhem nékolika hodin (4-12 h
po stimulaci), (Obr. 2), (Rogers et al., 2000). K aktivaci jim sta¢i nejen rozeznat méné
komplexti HLA/peptid, nybrz ani nepotiebuji dostdvat patficné kostimulani signaly
(CD28/CD80, CD28/CD86 nebo CD40/CD154), (London et al., 2000). Pamétové
T lymfocyty navic dokdzou rozpoznavat aloantigen nejen na profesionalnich APC, ale ina

bunkach endotelu, B lymfocytech atd. (Bingaman and Farber, 2004).

[A] IL-2 IFN-y IL-4 IL-5 [B]
A N PN, 3B £ ] |
I % v | I B
. |/ A i Naivni | , Pamétové |
| w /1y i' Thbuiky Tbuiiky |
AT L
L oa N K, 5 ] 4 &
l.den l.den

Obr. 2 Posloupnost produkce cytokinti po rozeznani HLA antigend U naivnich [A] a pamétovych [B]
T lymfocyti.

[A] Naivni T lymfocyt, ktery pravé rozpoznal komplex HLA/peptid, uvoliiuje nejprve IL-2. Teprve po
nékolika dnech za¢ina produkovat dal$i cytokiny. [B] Na druhou stranu pamétovy T lymfocyt
secernuje Sirokou $kalu cytokinti jiz kratce po stimulaci. Upraveno podle (Volk and Kern, 2001).

Vysvétlivky: Ag — antigen, IFNy — interferon gama, IL-2 / -4 / -5 — interleukin 2 /4 / 5.

Udrzovani pamétovych bunék v téle ma své evoluéni opodstatnéni (G¢inné v obrané
proti infekcim), na druhou stranu v soucasnosti piedstavuje velky problém pro transplanta¢ni
imunologii. Pamétové T lymfocyty totiz také hraji roli v akutni rejekei a na rozdil od naivnich
bunck se téZko eliminuji. Pokud nejsou pamétové buinky v€as zaznamenany, muize dojit
k vaznému poskozeni $tépu jiz kratce po transplantaci (Bingaman and Farber, 2004, Brook et
al., 2006, Valujskikh, 2006).
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2.3.1.1 ROLE POMOCNYCH T LYMFOCYTU V REJEKCI

V zavislosti na cytokinovém prostfedi diferencuji CD4" buiiky, které rozpoznaly
HLA Il s navazanym peptidem, Vv fadu réiznych bun&énych podtypa (Thl, Th2, Th17, Treg?
ad.), (Obr. 3). Jednotlivé populace pomocnych T lymfocytl pak spousti charakteristicky typ

odpovedi.
@)@
O
IFNy Bunééna imunita
—>  Obrana proti intracelularnim
patogenum
IL-12
IL-4 TL1Fny
@)
O Humoralni imunita

O Qbrana proti extracelularnim

IL-4 : patogenum
Alergie

lﬂ IL-6, TGFB
Zanét
— > Autoimunita
O% Obrana proti extracelularnim
patogenum
IL-2, TGFB IL-17
(g) Navozenitolerance/
@) 3 Anergie
IL-10

Obr. 3 Diferenciace CD4" T lymfocytli v bunééné podtypy na zakladé cytokinového prostiedi.

Poté co naivni CD4" T lymfocyty rozpoznaji komplex HLA Il/peptid, diferencuji V riizné bunééné
podtypy, které uvoliiuji charakteristické cytokiny a zapojuji se do riznych typd imunitni odpovédi.
Upraveno dle (Jetten, 2009).

Vysvétlivky: IFNy — interferon gama, I1L-2 / -4 / ... — interleukin 2 / 4 / ..., TGFp — transformujici
rustovy faktor beta, ThO — naivni pomocny T lymfocyt, Thl / 2 / 17 — diferencovany pomocny
T lymfocyt, Treg — regulaéni T lymfocyt.

V pfitomnosti IL-12 dochazi k diferenciaci naivnich T lymfocyti ve sméru Thl.
Charakteristické cytokiny uvoliované Thl lymfocyty jsou interferon gama, faktor

nekrotizujici nadory alfa (TNFa) a IL-2, které svym pisobenim vedou k zanétlivé odpoveédi.

2 Treg — regulaéni T lymfocyty.
12



Stejné¢ jako Thl ma idalsi typ pomocnych T lymfocyti — Thl7 prozanétlivé ucinky.
Diferencované efektorové T lymfocyty infiltruji $tép, kde spousti odpoveéd typu oddalené
precitlivélosti (DTH) a zprosttredkovavaji pfimou cytotoxicitu.

Pokud kontakt naivniho CD4" T lymfocytu s APC probéhne Vv prostiedi s IL-4, dojde
k rozvoji odpovédi ve sméru Th2. Th2 lymfocyty stimuluji pfesmyk a produkci protilatek
B lymfocyty, které také hraji roli v imunitni reakci namifené proti transplantovanému organu.
Th2 lymfocyty dale aktivuji ecozinofily, které mohou $t€p vazné poskodit prostiednictvim

enzymu obsazenych v jejich granulich (Le Moine et al., 2002).

2.3.1.2 ROLE CYTOTOXICKYCH T LYMFOCYTU V REJEKCI

Aloreaktivni CD8" T buiiky aktivované piimou cestou diferencuji na cytotoxické
efektorové buiky (CTL), které zabijeji vSechny jaderné buiky $tépu exprimujici alogenni
HLA molekuly 1. tfidy. CD8" cytotoxické T lymfocyty aktivované nep¥imou cestou jsou
»wselfrestringované® a nedokdzou piimo zabijet cizi buniky Stépu. Pokud jsou tedy aloreaktivni
T bunky stimulovany nepfimym zpusobem, pak zakladnim mechanismem rejekce je
pravdépodobné reakce typu DTH.

CTL vyuzivaji tii mechanismy zabijeni (Obr. 4). Jednak maji v cytoplazmé velké
mnozstvi cytotoxickych granuli obsahujici perforin a granzymy, které v misté¢ kontaktu
s cilovou buiikkou po patficné stimulaci splynou s plazmatickou membranou a vyliji svij
obsah do mezibunééného prostoru. Perforin pak vytvofi pory v plazmatické membrané cilové
buiikky a granzymy A a B proniknou do cytoplazmy, kde proteolytickym St€penim aktivuji
kaspasy. Cinnost kaspas nasledné vede k spusténi apoptotické smrti cilové buiiky. Zadruhé
maji CTL na svém povrchu protein Fas ligand (strukturn€ podobny cytokinim skupiny TNF),
kterym se na povrchu bunék vazou na Fas receptor ¢asto znamy také jako receptor smrti.
Interakci receptoru s ligandem dochazi k aktivaci kaskady reakci vedouci k apoptotické smrti.
Ttetim G€innym zpiisobem, jak zabijeji cytotoxické T lymfocyty, je lymfotoxin neboli TNFp.
TNFB obdobné jako Fas ligand indukuje apoptdzu cilovych bun€k. Tento zplisob ovSem na
rozdil od prvnich dvou nevyZaduje bezprostfedni kontakt bunck, aproto také miZze vést

k poskozeni okolnich zdravych bunék (Graziotto et al., 2006, Hotejsi and Barttinkova, 2009).
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Obr. 4 Mechanismy zabijeni cilovych bunék CD8" T lymfocyty a NK butikami.

[A] Vazba Fas ligandu T buriky na Fas receptor cilové buiiky spousti kaskadu vedouci k apoptoze.
[B] Uvolnéni obsahu cytotoxickych granuli do mezibunééného prostoru vede k poruseni celistvosti
plazmatické membrany cilové bunky, ktera kon¢i bunéénou smrti. Pfevzato z (van den Brink and
Burakoff, 2002).

2.3.2 Rejekce zprostiredkovana protilatkami

K humoralni rejekci neboli rejekci zprostfedkované protilatkami dochazi po
rozpoznani antigeni darce preformovanymi nebo nové vzniklymi protilatkami, coz ¢asto vede
k trvalému poskozeni transplantovaného organu. Protilatky se mohou tucastnit hyperakutni
rejekce, ale hlavni roli hraji pfedevsim v akutni humoralni rejekci (Colvin and Smith, 2005).
V soucasné dobé je z imunologického hlediska nejcastéjsi pricinou selhdni transplantované
ledviny chronicka humoralni rejekce (Viklicky, 2008). VétSina pacientl pred transplantaci
nema protilatky proti HLA molekuldm, pokud u nich nedo$lo k senzitizaci napt. béhem
téhotenstvi, prostfednictvim krevni transfuze ¢i predeslé transplantace.

Protilatky (nové vzniklé ity jiz existujici) poSkozuji §tép hned néckolika cestami.
Jednou z nich je aktivace klasické drahy komplementu. Komplement je soucasti vrozené
imunity a participuje na akutni a hyperakutni humoralni rejekci (Wang et al., 2007). Klasicka
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draha komplementové kaskady je zahajena interakci komplexu C1 s protilatkou navdzanou na
antigen. Protilatky rizného isotypu maji odlisSnou schopnost aktivovat komplementovou
kaskadu. Nekteré isotypy (IgM, IgG1 a IgG3) aktivuji komplement velmi siln€. Jiné isotypy
aktivuji komplement méné ¢i dokonce vubec (IgG2 a lgG4), ale zato dokazou stimulovat
ptirozené zabijeCe (NK bunky) pies jejich Fcy receptory (Arase et al., 1997, Arase et al.,
2003). Druhy mechanismus poskozovani tkan¢ Stépu aktivovaného protilatkami tudiz
zahrnuje ptsobeni NK bunék. NK bunky po aktivaci produkuji cytokiny (IFNy, IL-3 ad.)
a podobné jako CTL maji v cytoplazmé cytotoxicka granula s perforinem a granzymy, jimiz
zabijeji cilové bunky (Obr. 4). Tietim zplisobem poskozovani $tépu je piimé pusobeni
protilatek na endotelialni tkan, kdy protilatky zpisobuji jeji fenotypové a metabolické zmény,
ato nezavisle na komplementu ¢i NK buikach (Hirohashi et al., 2010). Prostiednictvim
transkripénich faktora zvysuji proliferaci bunék hladké svaloviny a endotelu, coz mize vést

k chronickému selhani transplantovaného organu (Smith et al., 2000, Jin et al., 2002).

2.3.2.1 HYPERAKUTNI REJEKCE

Preformované protilatky proti HLA antigenim ve vysokych koncentracich zptsobuji
nevratné poskozeni §tépu, knémuz dochazi jiz béhem prvnich minut az hodin po
transplantaci. Avsak rejekce tohoto typu jsou v soucasné dobé velmi vzacné. Realné
nebezpeci hyperakutni rejekce hrozi pacientim Vv ptipadé, Zze se od svého darce 1isi krevni
skupinou. V jejich krvi totiz cirkuluji pfirozené protilatky proti ABO antigenim
exprimovanych na endoteliich. V soucasnosti ale probihaji i tyto transplantace Gspésné, a to
po dikladné pifipravé pacienta jeSté pied operativnim zékrokem (plazmaferézyg, IVIGY.
| pfestoze se zhruba po mésici pacientovi vrati protilatky proti ABO antigenim do ptivodniho
stavu a ve $§tépu jsou pozorovatelna depozita slozky komplementové kaskady — C4d, Stép
zustava funkéni. Ztejmé zde dochazi k urc¢ité akomodaci, jejiz mechanismus neni doposud

znamy (Akiyoshi et al., 2012).

2.3.2.2 AKUTNI HUMORALNI REJEKCE

Casna akutni humoralni rejekce (AMR) zagina jiz béhem nékolika dni & tydnd po

transplantaci. Je zptsobena protilatkami proti neshodnym antigenim darce (DSA), které

3 Plazmaferéza — mimotélni zpiisob terapie; pacientovi je odebrana plazma, ktera je zbavena Skodlivych latek
a poté je vracena zpét do krevniho ob&hu pacienta.

* IVIG — intraven6zni imunoglobuliny.
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mohou byt bud’ syntetizovany de novo, anebo vzhledem K jejich nizkym pfedtransplantacnim
koncentracim nebyly povazovany za kontraindikaci k transplantaci. Nov¢ vznikajici protilatky
mohou byt namifeny nejen proti HLA antigenim, ale také proti non-HLA antigenim
a antigenim vlastnim (Terasaki et al., 2007). Jednim z hlavnich znakd akutni humoralni
rejekce je imunofluorescenéni detekce depozit C4d v peritubularnich kapilarach

transplantované ledviny (Feucht et al., 1991).

2.3.3 Diagnostika rejekce

O probihajici rejekci (ale také o0 nefrotoxicité IS 1écby, nebo pooperacnich
komplikacich) muze nasvédCovat zhorSena funkce S$tépu (zmény glomerularni filtrace,
koncentrace sérového kreatininu). Rejekci Ize jednozna¢né prokazat jediné histologickym
vySetienim vzorku odebraného pii biopsii $tépu. Biopsie je U pacientl zpravidla provadéna ve
ttech mésicich po transplantaci anebo s pfihlédnutim K pooperacnimu prub&hu jejich
klinického stavu. Bioptické odebrani vzorku je oOvSem invazivni metoda S moznymi
komplikacemi spojenymi se zdkrokem anéslednym hojenim. Histologické nalezy jsou

hodnoceny podle Banffovy klasifikace (Solez et al., 2008, Sis et al., 2010).

2.4 Imunosupresivni lécba a jeji rizika

V poslednich 20 letech doslo diky dostupné imunosupresivni (IS) 1é¢bé k vyraznému
zlepSeni jednoro¢niho i dlouhodobého piezivani §tépu a pacienti. Dlouhodoba imunosuprese,
ktera je u pacientll po transplantaci nevyhnutelna, je ale nékdy zatizena vyskytem vedlejsich
ucinkt — infekci, novotvarti, metabolickych zmén ¢i nefrotoxicitou. Na druhou stranu pfi
nedostateCné imunosupresi hrozi odhojeni $tépu. Imunosupresivni terapie cilené¢ snizuje
reaktivitu imunitniho systému pacienta a v transplantologii ji délime na induk¢ni, udrzovaci

a antirejek¢ni (Viklicky, 2010).

2.4.1 Induk¢éni imunosuprese

Pacientim s vysokym rizikem rejekce (po opakované transplantaci, s vysokymi panel-
-reaktivnimi protilatkami atp.) je v ¢asném obdobi po transplantaci podavana velmi intenzivni
tzv. induk¢ni imunosuprese. Bézné uzivanymi ptipravky indukéni a antirejekéni IS terapie
jsou monoklonalni (anti-CD52, anti-CD25) a polyklonalni protilatky (krali¢i antithymocytarni
globulin, ATG) proti T lymfocytim ad. (Viklicky, 2010).
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2.4.2 UdrZovaci imunosuprese

Udrzovaci imunosuprese je mén¢ intenzivni nez induk¢ni terapie a ma za kol zabranit
vzniku akutni rejekce a zajistit dlouhodobou dobrou funkci transplantovaného organu. V praxi
jsou bézn¢ pouzivany kombinace imunosupresiv jako tzv. imunosupresivni rezimy
(trojkombinace — inhibitor kalcineurinu, antiproliferatni latka a kortikosteroidy).
Imunosupresiva se podavaji v kombinacich tak, aby byly pokryty vSechny slozky odpovédi
imunitniho systému, ale zaroven tak, aby nebyl pacient vystavovan pftili§ vysokym davkam

jednotlivych ptipravku a tedy i nezadoucim G¢inktim téchto latek (Viklicky, 2010).

Antirejekéni terapie je vzhledem k vyznamnym vedlejSim ucinkim podavana

pacientovi az v ptipad¢ pozitivniho histologického nalezu.

2.5 Hodnoceni rizika rejekce

Akutni rejekce se vétSinou projevuje zhorSenou funkci transplantovaného organu
a dalsimi klinickymi pftiznaky, jako bolesti v oblasti $t€pu, zvySenou teplotou ad. Muze ale
probihat iskryté apacienti ptichazeji do ordinace suz selhanym organem. Nezvratna
imunologickd rejekce je Vv souc¢asné dobé pomérné vzacna. Kazdopadné opakované rejekce
(celularni nebo humoralni) mohou poskodit §tép natolik, ze dochazi k jeho ztraté. Celkovy
zdravotni stav pacienta vcetné piezivani $t€pu muze byt ovliviiovan podavanim nevhodné
imunosupresivni terapie.

Cilem hodnoceni rizika rejekce je v€asné rozpoznani rizika akutni anebo chronické
rejekce a individualizace imunosupresivni 1é¢by. Riziko rejekce 1ze hodnotit na zakladé fady
biomarkert, které jsou stanoveny na molekularni ¢i bunééné trovni (Tab. 1). Vétsina testd
vychazi z analyzy séra nebo bun€k ziskanych z periferni krve pacienta. N&které biomarkery,
jako napt. panel-reaktivni protilatky (PRA) jsou pouzivany jiz desetileti. Jiné jsou pouzivany
méné vzhledem k problematické standardizaci ¢i reproducibilité testil, které je urcuji. | proto
jsou neustale vyvijeny nové metodické piistupy, které by umoznily rozdé€lit pacienty do

skupin s nizkym, stiednim a vysokym rizikem rejekce pied transplantaci.
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Tab. 1 Biomarkery hodnotici rizika rejekce.

Stanoveni Biomarker Metody

Molekularni Solubilni CD30 ELISA

a solubilni

biomarkery Intracelularni ATP ImmuKnow
PRA protilatky CDC

B bunééna o Kitizové zkousky (CDC, FCXM),

senzitizace DSA protilatky ELISA, FACS, Luminex
non-HLA protilatky Luminex

T bunécna Efektorové /

senzitizace pamétové buiiky TFNy-ELISpot

Vysvétlivky: ATP — adenosintrifosforecna kyselina, CDC — komplement dependentni cytotoxicky test,
DSA - donor-specifické protilatky, ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISpot —
Enzyme-linked immunosorbent spot assay, FACS — pritokova cytometrie, FCXM — kiiZzova zkouska
vyuzivajici prutokovou cytometrii, HLA — lidské leukocytarni antigeny, IFNy — interferon gama,
PRA — panel-reaktivni protilatky. Upraveno dle (Sawitzki et al., 2009).

2.5.1 Molekularni a solubilni biomarkery rejekce

2.5.1.1 SoLUBILNi CD30

CD4" T lymfocyty po aktivaci uvoliuji v rozpustné podobé (SCD30) jinak povrchovy
glykoprotein z rodiny TNF receptort (Saini et al., 2008). Solubilni forma CD30 se podili na
regulaci rovnovahy mezi Thl aTh2 typem imunitni odpovédi (Pellegrini et al., 2003)
a zaroven hraje roli pii generaci pamétovych T bunék (Wieland et al., 2010).

Stanoveni sCD30 v periferni krvi pfijemce pied ipo transplantaci piedvida vyskyt
rejekce a horsi piezivani $tépu (Susal et al., 2002, Slavcev et al., 2005, Langan et al., 2007,
Saini et al., 2008) aje lepsim biomarkerem potransplanta¢ni produkce DSA a akutni
vaskularni rejekce nez panel-reaktivni protilatky (Cinti et al., 2005, Vaidya et al., 2006). Zda
se, ze koncentrace SCD30 v krvi odrazi predtransplantacni aktivacni status T bunék a tim

umoznuje identifikovat vysoce rizikové pacienty (Spiridon et al., 2008).

2.5.1.2 DIPEPTIDYLPEPTIDASA IV (CD26)

Molekula CD26 je transmembranovy glykoprotein s proteasovou aktivitou na povrchu
nékterych imunitnich bunék. BéZné se vyskytuje na membrané CD4" T lymfocytl, kterym
poskytuje dilezity kostimulaéni signal. Jeji povrchova exprese se zvysuje U aktivovanych

bunck a zaroven koreluje s produkci cytokinii charakteristickych pro Thl lymfocyty.
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CD26" CD4" T buitky mohou migrovat do mista zan&tu anebo podporovat B lymfocyty
k diferenciaci v buniky plazmatické. Tato dipeptidylpeptidasa tudiz hraje roli nejen v zanétlivé
reakci, nybrz iV odpovédi zprostfedkované protilatkami. Molekula CD26 je dobrym
markerem efektorovych a pamétovych T lymfocyti a mize piedvidat rejekci (Ohnuma et al.,
2008, Shipkova and Wieland, 2012).

2.5.1.3 INTRACELULARNI KONCENTRACE ATP

Nebezpeci akutni rejekce iStav imunitniho systému pacienta po transplantaci lze
sledovat méfenim intracelularni koncentrace adenosintrifosfore¢né kyseliny (1ATP), ktera se
u CD4" T lymfocyti zvysuje po aktivaci. Koncentrace ATP uvniti buiiky je stanovena in vitro
metodou ImmuKnow, ktera je zalozena na systému luciferin/luciferasa (Reinsmoen et al.,
2008, Wieland et al., 2010).

2.5.2 Detekce B bunécné senzitizace

2.5.2.1 PANEL-REAKTIVNI PROTILATKY (PRA)

U pacienti s chronickym selhanim ledvin, ktefi jsou zatfazeni na ¢ekaci listinu, Se
jednou za ¢tvrt roku provadi vySetieni protilatek proti HLA antigentim. Tzv. panel-reaktivni
protilatky (PRA) jsou detekovany testem na bazi komplement dependentniho cytotoxického
(CDC) testu. Reaktivita séra pacienta proti bunéénému panelu (se zastoupenim antigent
béznych ve sledované populaci) se vyjadiuje v procentech. Pacienti, kteti maji v séru vice jak
40 % preformovanych protilatek, jsou identifikovani jako vysoce rizikovi. Témto pacientim
hrozi vyssi riziko akutni rejekce azaroven maji horsi preziti transplantovanych organi.
Urceni PRA je jednim z nejlepSich biomarkert rizika rejekce a pouziva se rutinné ve vétSiné

HLA laboratofi ve svété (Viklicky, 2008).

2.5.2.2 PROTILATKY SPECIFICKE VUCI ANTIGENUM DARCE (DSA)

Protilatky specifické vuci antigenim déarce (DSA), jejichz pfitomnost ma negativni
vliv na pfezivani $té€pu (Terasaki et al., 2007), mohou byt detekovany hned nékolika zptsoby.
Standardng jsou uréovény prostiednictvim kiizovych zkousek (CDC a FCXM?®) — inkubace
pacientova séra s darcovymi lymfocyty. Pozitivni FCXM test predikuje Spatny pooperaéni

prabéh a u transplantaci od zivého darce je vaznym divodem kontraindikace transplantace

® FCXM — kiizova zkouska vyuZivajici pritokovou cytometrii; je citlivejsi nez klasicka kiizova zkouska (CDC)
a umoznuje detekovat i necytotoxické protilatky — tedy ty protilatky, které nevazi komplement.
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(Karpinski et al., 2001, Rebibou et al., 2004). Dalsi testy, které zjist'uji pfitomnost protilatek
specifickych vici antigenim darce, jsou napt. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
ELISpot (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) ¢i pritokova cytometrie. Nejcitlivejsi
metodou pro urCeni DSA protilatek je nyni Luminex, ktery vyuziva fluorescenéné znacené
kulicky potazené HLA antigeny I. nebo II. tfidy. Navazané protilatky jsou detekovany
sekundarni protilatkou oznacenou fykoerytrinem (Viklicky, 2008).

2.5.2.3 PROTILATKY PROTI NON-HLA ANTIGENUM

Vedle HLA systému existuje cela fada polymorfnich tkanovych i nitrobunéénych
antigenti, které mohou byt rozpoznavany imunitnim systémem. Oznacujeme je jako tzv. non-
-HLA antigeny a patii mezi n¢ MICA a MICB (MHC class | polypeptide-related sequence
A/B) ajiné tkanové specifické antigeny (vimentin, ABO antigeny ad.). Protilatky namitfené
proti MICA antigenim mohou vyvolat imunitni reakci proti §t€pu a ovliviiovat tak jeho
dlouhodobé piezivani. Protilatky proti MICA antigenim jsou urcovany pomoci metody

Luminex (Terasaki et al., 2007, Zou et al., 2007, Sawitzki et al., 2009).

2.5.3 Detekce T bunécné senzitizace

Imunitni systém piijemce se b&hem zivota setkavd sriznymi antigeny vnéjSiho
prostfedi. To mize vést k tvorbé pamétovych T lymfocytl, které pii opétovném setkani
s antigenem umoznuji akcelerovanou reakci (viz kapitola 2.3.1). Nekteti pacienti proto silné
arychle odpovidaji na antigeny §tépu, aniz by byli pfed transplantaci ptimo vystaveni
kontaktu s tkanémi darce (napf. béhem téhotenstvi, krevni transfizi atp.).

Aloreaktivni T lymfocyty hraji zasadni roli pfi rozvoji akutni rejekce, a zda se, ze i pii
rozvoji rejekce chronické (Heeger et al., 1999, Baker et al., 2001). Na rozdil od detekce
protilatek, jejichz specificita akoncentrace muze byt snadno stanovena, identifikace
alospecifickych T bunék je metodicky obtizna. Mezi testy, které urcuji aloreaktivni
T lymfocyty, patfi analyzy sledujici po aloantigenni stimulaci buné¢nou proliferaci,

cytotoxickou ¢i sekreéni aktivitu (produkce cytokinti).

2.5.3.1 PROLIFERACE T BUNEK

Aloreaktivni T lymfocyty jsou tradi¢né detekovany méfenim jejich proliferace po
stimulaci ve smiSenych lymfocytarnich kulturach (MLC). V jednosmérné MLC jsou buiky
pfijemce stimulovany bunikami dérce, jejichZ replikace deoxyribonukleové kyseliny (DNA) —
zakladni krok pfi bunééném déleni — je inhibovana bud’ radiaci, nebo Mitomycinem C. Tésné
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pied ukon&enim 5 az 7denni inkubace je aplikovan [*H]-thymidin, ktery se zabudovavéa do
noveé vznikajicitho fetézce DNA. Bunécna proliferace je nepfimo méfena jako vzestup
radioaktivniho zafeni. V této formé MLC poskytuje informaci o celé buné¢né populaci, nikoli
0 poctu ¢i funkci skute¢né odpovidajicich bunék (efektorové buriky mohou proliferovat méné,
zatimco regulacni naopak vice). Dnes se misto radioaktivné znacen¢ho thymidinu pouziva
fluorescein a samotna proliferace je detekovana na trovni jedné bunky pomoci prutokové

cytometrie. Takto je pfimo umoznéna i fenotypizace populace aktivovanych bunék (Ekong et
al., 2009).

2.5.3.2 CYTOTOXICKA AKTIVITA

Standardni laboratorni metodou pro urceni pocti T bunék (nejcastéji CTL, ale také
producent IL-2) je analyza limitniho fedéni (LDA). LDA zahrnuje sériové fedéni
T lymfocytd nasledovano in vitro stimulaci a lyzi cilovych bunék.

Néekteti autofi poukazuji, Ze proliferace T bunék piijemce stimulovanych peptidy
darce koreluje s epizodami akutni i chronické rejekce (Liu et al., 1996, Baker et al., 2001).
Frekvence (po¢ty) CTL pred transplantaci nejspi§ nekoreluji s vyskytem akutni rejekce.
Znacnou nevyhodou této metody je dlouhodoba inkubace bunék (7—10 dni) a jeji narocnost

(Ekong et al., 2009).

2.5.3.3 CYTOKINY JAKO BIOMARKERY REJEKCE

Cytokiny jsou malé signalni molekuly produkované ptevazné bunikami imunitniho
systému. Cytokiny moduluji typ imunitni odpovédi — smér diferenciace naivni Th burky,
ktera na bunce prezentujici antigeny rozpoznala komplex HLA/peptid, zavisi na cytokinovém
prostiedi (viz kapitola 2.3.1.1). Roli cytokini jako biomarkerti rejekce potvrzuje pozitivni
korelace prozanétlivych cytokint typickych pro Th1l (IFNy, TNFa) a Th17 (IL-17) lymfocyty
s odhojenim $tépu (Antonysamy et al., 1999, Hricik et al., 2003).

Jeden z hlavnich cytokin vyvolavajici zanét — interferon gama je produkovan Thl
a CTL lymfocyty, NK a NKT® buiikami. Aktivuje makrofagy vcetné jejich mikrobicidni
aktivity aprodukce oxidu dusnatého. Stimuluje expresi HLA antigenu I. all. tfidy
a kostimula¢nich molekul u APC. Umoziuje diferenciaci naivnich pomocnych T lymfocyti

ve sméru Thl anaopak inhibuje diferenciaci ve sméru Th2. Aktivuje granulocyty, CTL

® NKT buitky — T lymfocyty, které maji n&které vlastnosti NK bun&k a hraji velmi dillezitou ulohu v regulaci
imunitnich odpoveédi.
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azvysuje cytotoxickou aktivitu NK bunék. Tim vSim podporuje imunitni reakci proti
transplantovanému organu.

Pfi prvnim setkani s antigenem je IFNy a fada jinych uvoliiovan az po nékolika dnech,
ale pfi opétovném setkani pamétové buiiky rychle proliferuji a secernuji velké mnozstvi
cytokind (véetn¢ IFNy) jiz kratce po stimulaci. Této vlastnosti je vyuzivano v nékterych
testech hodnoticich rizika rejekce. (Ugast pamé&tovych aloreaktivnich bunék v akutni rejekci
byla zminéna vyse.)

Cytokiny lze detekovat na urovni exprese cytokinovych geni pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (QPCR), nebo na trovni proteinu jak intracelularné
prostfednictvim pratokové cytometrie nebo extracelularné pomoci metod jako jsou Luminex,

ELISA & ELISpot.

2.5.3.3.1 Priitokovd cytometrie v detekci cytokinti

Metoda pritokové cytometrie (FACS) ma v transplanta¢ni imunologii velké vyuziti.
Jednim z nich je idetekce cytokini. Po zablokovani sekre¢ni drahy se za¢nou cytokiny
hromadit v cytoplazmé a mohou byt takto — intracelularn¢ — stanoveny. FACS navic
umoznuje kombinovat detekci vice cytokinii najednou S fenotypizaci, tj. znafenim
povrchovych markert. Bunééné populace jsou diky této technice charakterizovany nejen na
zaklade jejich povrchovych markerd, ale také na zaklad¢ jejich cytokinové produkce (Korin et
al., 2005, Ekong et al., 2009).

2.5.3.3.2 ELISpot v detekci cytokinti

Metoda ELISpot (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) detekuje cytokiny
uvoliované jednotlivymi bunkami. Udava tak frekvenci (pocty) bun€k produkujicich
sledovany cytokin. Touto technikou je mozné v kratké, tj. 24hodinové analyze detekovat
pouze efektorové / pamétové buiky pacienta, které se vyznacuji vysokou produkci IL-2,
IFNy, IL-10 ¢i granzymu B.

Na desticce potazené monoklondlni protilatkou proti vybranému cytokinu jsou
inkubovany piijemcovy mononuklearni bunky s inaktivovanymi buitkami darce. Stimulované
T lymfocyty pacienta secernuji cytokiny, které se vzapéti vazou na monoklonalni protilatku
na membran¢. Desti¢ky oplachnuté od bunék jsou poté inkubovany se sekundéarni protilatkou
(proti jinému epitopu cytokinu) znacenou biotinem a Streptavidinem s navazanou kienovou

peroxidasou / alkalickou fosfatasou. Po pfidani barevného substratu se za¢nou na misté, kde
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predtim byly bunky aktivované antigenem, vyvijet spoty (tecky). Podle velikosti, intenzity
a poctu spoti se da odhadnout mira stimulace jednotlivych bunék (Gebauer et al., 2002).

ELISpot je velmi citlivda metoda, dokonce citlivéjsi nez FACS (Heeger et al., 1999).
Stejn¢ jako u pritokové cytometrie je dnes mozné prostfednictvim ELISpotu vyuzivajiciho
fluorescenci detekovat vice cytokind najednou (maximaln¢ vsak jen dva).

Podle literarnich tidaji stanoveni frekvence bunék secernujicich IFNy pted a po
transplantaci umoziuje identifikovat pacienty s vysokym rizikem akutni rejekce a zaroven
predikovat dlouhodobé prezivani S$t€pu nezavisle na piitomnosti PRA (Heeger et al., 1999,
Najafian et al., 2002, Hricik et al., 2003, Nickel et al., 2004, Augustine et al., 2005).

Variantou sledovani donor-specifickych T lymfocytt je detekce tzv. panel-reaktivnich
T bunék, které jsou rovnéz stanoveny pomoci analyzy IFNy-ELISpot. V reakci jsou
stimulovany bunky ptijemce panelem bun¢k s HLA antigeny béznymi ve sledované populaci

(Andree et al., 2006, Poggio et al., 2006, Poggio et al., 2007).
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

Pacienti, ktefi byli pfed transplantaci senzitizovani vic¢i HLA antigenim (piedchozi
transplantaci, transfiizi ¢i t€hotenstvim), maji vyssi riziko rozvoje akutni rejekce. Identifikace
imunologicky rizikovych pacientli prostiednictvim detekce aloreaktivnich T lymfocytd
metodou ELISpot by mohla umoznit individualizaci a optimalizaci 1é¢ebnych postupi, a tudiz

i snizit vedlej$i t¢inky imunosupresivni terapie.
Cilem diplomové prace bylo:

1. Piispét k vyhodnoceni rizika vyvoje rejekce, ato na zakladé urCeni poc¢ti donor-

ey

-specifickych bunék produkujicich IFNy pied transplantaci ledviny od zijicich darct.

2. Porovnat vysledky pocti donor-specifickych bun¢k secernujicich IFNy s rizikovymi
faktory pro rozvoj rejekce jako jsou neshody v HLA antigenech, ptitomnost panel-

-reaktivnich protilatek a / nebo donor-specifickych protilatek.
3. Retrospektivné vyhodnotit klinicky vyznam dalSich rizikovych faktorti akutni celularni

a humoralni  rejekce po transplantaci ledviny (opakované transplantace,

imunosupresivni 1écba atd.).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Schéma pokusu

Do nasi studie byli zafazeni pacienti s chronickym selhanim ledviny, kteti byli v letech
2010 az 2012 transplantovani V Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze. Soubor

cey

pacientd tvofilo 47 piijemcu (15 Zen a 32 muzt) ledviny od Zijiciho darce.

V ramci rutinnich vysetfeni pied transplantaci byla u darci organt provedena typizace
HLA antigenii pomoci polymerazové fetézové reakce se sekvencné specifickymi primery
(PCR-SSP) au piijemcti pomoci PCR se sekvencné specifickymi oligonukleotidovymi
sondami (PCR-SSOP). Pomoci CDC testu byly upacienti stanoveny panel-reaktivni
protilatky. Donor-specifické protilatky byly zjisStovany prostiednictvim kiizovych zkouSek
(crossmatch testt) vyuzivajicich CDC techniku i pratokovou cytometrii (FCXM). Na
vyzéadani klinikti byla u nékterych pacientii stanovena hladina a specificita protilatek metodou
Luminex (LABScreen Mix a LABScreen Single Antigen I. all. tfidy). DNA urena pro
typizaci HLA antigent a lymfocyty pro CDC test byly izolovany z krve.

Z periferni krve, ktera byla na zaklad¢ informovaného souhlasu odebrana pacientim
a jejich darcim pted transplantaci (0—310 dni), byly rovnéZ izolovany mononuklearni bunky
(PBMC) pro pozdéjsi stanoveni frekvence T lymfocyti specifickych viuéi antigenim darce.
Pocty aloreaktivnich T lymfocyti byly zjistovany metodou ELISpot prostfednictvim detekce
uvoliiovaného IFNy. Ziskané buiiky byly pifed testovanim zamrazeny a ulozeny v kapalném
dusiku.

Klinicky stav pacientll po transplantaci byl sledovan po dobu jednoho roku. Na
zakladé histologického vysetfeni biopsie $tépu (Banffova klasifikace '07) provedené
v pritbéhu této doby byli pacienti roziazeni do skupin bez rejekce, s vyskytem akutni celularni
(ACR) anebo humoralni (AMR) rejekce.
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4.2 PouZzité chemikdlie, materidl a pristroje

4.2.1 Chemikalie

o DMSO (Dimethylsulfoxid), Sigma, Némecko.
o Fetalni teleci sérum (FCS), GE Healthcare, Rakousko.
o Ficoll-Paque™ PLUS solution, GE Healthcare, Svédsko.
o Médium IMDM, GE Healthcare, Rakousko.
o Médium RPMI 1640 s L-Glutaminem a fenolovou ¢erveni, GE Healthcare, Rakousko.
o Mitomycin C (Streptomyces caespitosus), Sigma, Némecko.
o Fosfatovy pufr (PBS), pH 7,2-7.,4, Lékarna IKEM.
o Penicilin-Streptomycin, Sigma, Némecko.
o Souprava ELISpot™® pro lidsky IFNy, MABTECH, Svédsko:
= 2 desti¢ky s vyjimatelnymi stripy potazenymi protilatkou.
= 7-B6-1-ALP, 150 pl.
= BCIP/NBT, 25 ml.
»  Monoklonalni protilatka anti-CD3 (1 : 1 000), 100 pl.
o Trypanova modi 0,3% roztok, Lékarna IKEM.

4.2.2 Pristroje

o Analyzator bundk CEDEX XS, INNOVATIS, Roche, Svycarsko (Cedex XS Smart
Hide).

o Inkubator s vodnim plastém Queue Systems Inc., USA.

o Centrifuga Megafuge 1.ORS, Heraeus Instruments, Némecko.

o BIOREADER®™-6000-Ea, BIOSYS, Némecko.

o Laminarni box s UV lampou, Heraeus Instruments, Némecko.

o Vodni lazen Julabo U3, Némecko.

o Zamrazovac lceCube 1810, SY-LAB, Rakousko.

o Bé&Zny laboratorni material.
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4.3 Metody
4.3.1 Priprava odpovidajicich a stimulujicich bunék

4.3.1.1 IZOLACE BUNEK Z PERIFERNI KRVE

Nesrazliva krev (18 ml), odebrana z periferni Zzily, byla pfenesena do piedem
oznacenych 50ml zkumavek. Krev doplnéna sterilnim fosfatovym pufrem (PBS, pH 7,2-7,4)
do celkového objemu 35 ml byla lehce promichana a vzapéti rychle ale opatrné pienesena do
50ml zkumavek s piedem pfipravenym roztokem Ficollu (12,5 ml). Zkumavky byly
centrifugovany pii pokojové teploté (1 000 g, 20 min), aniZ by byly pfedem promichavany.
Bily prstenec vznikly na rozhrani aobsahujici PBMC byl opatrné pieveden do nové
zkumavky, doplnén PBS na celkovy objem 45 ml a odstfed’ovan (210 g, 10 min). Po odsani
supernatantu byla roztfepana peleta doplnéna 10 ml 20% média (1 dil fetalniho teleciho séra
(FCS) a 4 dily IMDM média s penicilinem-streptomycinem). Koncentrace bunééné suspenze
byla spo¢itana pomoci analyzatoru bunék Cedex XS (Roche, Svycarsko) a dle potieby fedéna

nebo koncentrovana pro jejich nasledné zamrazovani (viz kapitola 4.3.1.3).

4.3.1.2 VYROBA SMESI KONTROLNICH BUNEK (POOL)

Dle piipraveného seznamu 30 suspenzi bunék ziskanych od zdravych darct byla
vytvofena smés kontrolnich bunék, tzv. POOL tak, aby v ném byly zastoupeny HLA antigeny
bézné pro testovanou populaci.

Po rozmrazeni téchto bunénych suspenzi (popsano nize) jich bylo vzdy po péti
pieneseno do Sesti S0ml zkumavek. Objem vzorka pak byl doplnén 20% médiem (1 dil FCS
a4 dily RPMI 1640 média s penicilinem-streptomycinem) do 45 ml. Poté byly bunky
inkubovany 30 min pfi laboratorni teploté a dvakrat promyty (centrifugace 400 g, 10 min). Po
odstfed’ovani byl odsan supernatant a peleta byla roztfepana. K peleté bylo nasledné ptidano
20% médium v objemu 10 ml. Byla spocitana koncentrace buné¢k, ktera byla upravena na
pozadovanou koncentraci 10-15 - 10° bun&k/ml. Piipravené ampule 0,5 ml bun&iné

suspenze POOL byly zamrazeny a ulozeny v kapalném dusiku.
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4.3.1.3 ZMRAZOVANI BUNEK

Buiiky o koncentraci 10-15 - 10%/ml byly pipetovany v objemu 0,5 ml do popsanych
mrazicich ampuli. Mezitim bylo na ledu pfipraveno mrazici médium RPMI 1640 s 20% FCS
a dimethylsulfoxidem (DMSO) v poméru 4 : 1 — vznikl tak 20% roztok DMSO. Vzorky
I mrazici médium byly ponechany alesponi 20 min na ledu, nez byl k vychlazené bunééné
suspenzi pomalu piikapavan mrazici roztok 0 stejném objemu jako vzorky. Uzaviené¢ ampule

byly dikladné promichény a vlozeny do stroje ke kryokonzervaci.

4.3.1.4 ROZMRAZOVANI BUNEK

Zmrazené ampule s bunkami byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté¢ 37 °C.
Casteené rozmrazené buiiky byly v laminarnim boxu pfeneseny do 15ml sterilnich zkumavek.
Nejprve k nim byly po kapkach ptidany 2 ml vychlazeného 20% RPMI 1640 média s FCS,
poté byl celkovy objem doplnén na 10 ml. Zkumavky byly 30 min inkubovany po tmé& pti
laboratorni teplot¢.

Pro uplné odstranéni DMSO z mrazici smési byly bunky dvakrat promyty; zkumavky
byly centrifugovany (400 g, 10 min), supernatant odsan, peleta roztiepana a k ni bylo pfidano
20% médium v objemu 10 ml. Na zavér byla spocitana koncentrace bunék v 1 ml média a dle

potieby upravena na koncentraci 10° bungk/ml.

4.3.1.5 SMISENE LYMFOCYTARNI KULTURY (MLQC)

Ve sterilnich 96jamkovych kultivaénich desti¢kach byly v tetraplikatech stimulovany
bunky piijemce (50 pl ~ 50 000 PBMC) zvlast’ vlastnimi buiikami, bunkami darce a bunéénou
suspenzi POOL (vzdy 50 pl ~ 50 000 PBMC). OvSem jesté¢ pfedtim byla stimulujicim
bunikdm zablokovana replikace DNA pomoci Mitomycinu C (inkubace 30 min pfi teploté
37 °C s 50 ul Mitomycinu C, poté bunky dvakrat promyvany).

Schopnost bunék produkovat IFNy byla kontrolovana stimulaci bunék piijemce
ledviny monoklonalni protilatkou (anti-CD3) proti povrchové molekule T lymfocyti CD3.
Pozitivni kontrola funkéni MLC byla déna stimulaci pacientovych bun¢k bunécnou suspenzi
POOL. Negativni kontrola, resp. test uc¢innosti Mitomycinu C, byla zprostfedkovana inkubaci
samotnych inhibovanych buné¢k POOL v médiu. Inkubace média prostého bun¢k byla pouzita
jako kontrola Cistoty prace.

Desticka byla po dobu cca 24 h ponechédna v inkubatoru s vodnim plastém pfi teploté
37 °C a 5% CO; atmosféte.
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4.3.2 Enzyme-linked Immunosorbent spot (ELISpot) assay

Druhy den, po zahajeni stimulace piijemcovych bun¢k v MLC, byla ELISpot desticka
aktivovana 4krat opakovanym propldchnutim stripii, potazenych monoklonalni protilatkou
proti IFNy, sterilnim PBS (200 pl/jamka). Poté byla inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté
5200 pl 10% RPMI 1640 média s FCS. Po odstfiknuti média byly na desticku pfeneseny
dikladné¢ rozmichané bunky stimulované pfes noc v MLC. Nasledné bylo k bunkam
pipetovano 50 pl 10% média a K pozitivnim kontrolam navic 1 pl roztoku s monoklonalni
protilatkou anti-CD3. Desticka byla dana do inkubatoru cca na 20 h (37 °C a 5% CO,).

Dalsi den byla ELISpot desticka (po odstfiknuti svého obsahu) Skrat proplachnuta
sterilnim PBS (200 pl/jamka). Do kazdé jamky pak bylo pfiddno 100 ul detekéni protilatky
7-B6-ALP natedéné v poméru 1 : 200 0,5% PBS (200 dilt PBS a 1 dil FCS). Destic¢ka stala
2 h ve tmé a pii pokojové teploté, poté byl obsah desticky opét odstiiknut. Stripy byly Skrat
proplachnuty sterilnim PBS a do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl barevného substratu
BCIP/NBT — na membrané se zacaly objevovat spoty. Vyvoj spoti byl (cca po 10 min)
zastaven pod tekouci vodou. Ususend desticka byla analyzovana na BIOREADER®-6000-Eo
(BIOSYS, Némecko). Nastaveni dilezitych parametri pii hodnoceni spoti: median velikosti
spotu — 60 um, ostry gradient, senzitivita 80 %. Pro kaZzdou reakci byl z tetraplikatl vypocitan
median. Ze ziskanych dat byl rovnéz vypocitan stimulaéni index (SI), pouzivany tradi¢né pii

hodnoceni MLC. Analyzované desticky byly uskladnény chranéné pied vlhkosti a svétlem.
Vypocet stimulacniho indexu (SI):

_ (PL+DL,)
- (PL+ PL))

Vysvétlivky: (PL + DLy) — pocet spoti v reakci ptijemce ledviny (PL) proti darci ledviny (DLy), jehoz
bunky byly pfedem zablokovany Mitomycinem C; (PL + PL,) — pocet spott v reakci pfijemce ledviny

(PL) proti vlastnim bunikam, které byly pfedem zablokovany Mitomycinem C.
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4.3.3 Statistické zpracovani dat

Mezi skupinami byly hodnoceny rozdily v datech kvantitativniho charakteru (vék,
koncentrace sérového kreatininu, pocet bun¢k produkujicich IFNy atd.) pomoci pocitacového
programu GraphPad InStat 3. Pii normalnim rozdéleni dat byla provedena analyza
Studentovym t testem. V piipad¢, Ze data nespliiovala podminky normalniho rozdéleni, byla
provedena analyza pomoci Mann-Whitneyova nebo  Kruskal-Wallisova  testu
(tj. neparametricky analog jednosmérné analyzy rozptylu — ANOVA) s naslednymi post-hoc
testy s Dunnovou korekci.

Mgr. Jelena Skibova stanovila senzitivitu a specificitu testu IFNy-ELISpot pomoci
pocitatového programu MedCalc Software. Dale vyhodnotila kvalitativni data (pohlavi
pHjemce, piitomnost DSA, ABO kompatibilita atp.) X? testem, piipadné X° testem
s Yatesovou korekci aprovedla korelace vysledki se Spearmanovym korelaénim

koeficientem pomoci poéitacového programu BMDP Statistical Software (Release 8.1).

Vysledky jsou prezentovany jako primér = smérodatna odchylka nebo ¢islo [%].

Rozdily mezi daty jsou statisticky vyznamné, pokud p < 0,05.
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5 VYSLEDKY

cey

V souboru 47 pacienti s transplantovanou ledvinou od Zijiciho darce bylo 32 %
(n = 15) zen, z nichZ devét bylo pied transplantaci alespon jednou gravidni. Na druhou stranu
mezi darci byly zeny zastoupeny téméf ze tii ¢tvrtin (n = 35). Primérny veék pacientl v dobé
transplantace byl 40 + 13 let a darci 53 + 10 let. V 29 ptipadech probéhla transplantace mezi
piimymi piibuznymi (rodi¢/potomek). Sest pacientdl prodélalo opakovanou transplantaci
ledviny, pti¢emz Ctyfi z nich vyvinuli akutni celularni rejekci (ACR) a dva navic 1 akutni
humoralni rejekci (AMR). Pét transplantaci bylo provedeno mezi ABO inkompatibilnim
pfijemcem a darcem, pficemz jeden pacient vyvinul ACR i AMR, ostatni byli bez rejekce.
Sesti pacientim byl podan ATG jako indukéni imunosuprese, piesto se U tfech z nich
projevila ACR a z toho u dvou i AMR.

Celkem byla do 1 roka po transplantaci diagnostikovana akutni celularni rejekce
u 21 pacienti (45 %), pficemz u4 (19 %) z nich byla soubézn¢ i akutni humoralni rejekce.
U58 % (n = 12) pacienti s vyskytem ACR byla rejekce identifikovana do 1. mésice od
transplantace. U dalsich 33 % (n = 7) pacienti s ACR byla diagnostikovana do 3. mésice
au9 % (n = 2) do 1 roka od transplantace. Median sledovani stavu pacienti byl 1 rok.
V pribéhu této doby dva pacienti zemieli na nasledky zdravotnich komplikaci nepiimo
souvisejicich s transplantaci (srde¢ni selhani, pneumonie) a dvéma pacientim byl organ

odejmut z divodu rekurence pivodniho onemocnéni ¢i nezvladnuté akutni rejekce.

5.1 Rizikové faktory a vyskyt akutni celuldrni rejekce

Statisticka analyza vyskytu ACR neprokéazala signifikantni rozdil v zadvislosti na
pohlavi, véku pacienta ani darce, ani na ptibuzenském vztahu mezi nimi. Mén¢ Casty vyskyt
ACR byl prokazan u pacientd, u nichz byla v biopsii identifikovana akutni tubularni nekr6za
(ATN), (n = 16, p = 0,05), au zen, které pied transplantaci alespon jednou rodily (n = 8,
p <0,01). Dalsi demograficka data a klinické idaje charakterizujici na$ experimentalni soubor

byly vztazeny k vyskytu ACR a jsou uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2 Demografické udaje piijemct ledviny a jejich darct ve vztahu k vyskytu akutni celularni rejekce (ACR).

Demografické udaje Bez rejekce ACR P hodnota
n=26 Rozsah/[%] n=21 Rozsah/[%]
Vék° Prijemce 42+14  (19-70) 38+12  (19-65) NS
Darce 54+ 11 (31-68) 51+10 (32-67) NS
Pohlavi pFijemce * Muz (n = 32) 17 53 % 15 47 %
Zena (n = 15) 9 60 % 6 40 % NS
Podet transplantaci =1(n=41) 24 59 % 17 41 %
>1(n=6) 2 33% 4 67 % NS
ABO kompatibilita ® Ano (n =42) 22 52 % 20 48 % NS
Ne (n =5) 4 80 % 1 20 %
Studens ischémie [min] ° (n=43) 43 +26 (12-115) 47 £20 (18-90) NS
Sérovy kreatinin [pmol/l] ° 3. mésic po Tx (n = 47) 145 +£32 (82-195) 148 £31  (106-196) NS
6. mésic po Tx (n =47) 147 £53 (77-340) 168+190  (66-989) NS
12. mésic po Tx (n = 45) 146+ 64  (84-408) 179+222  (93-1143) NS
Indukéni imunosuprese (ATG) °  Ano (n = 6) 3 50 % 3 50 %
Ne (n =41) 23 56 % 18 44 % NS
UdrZovaci imunosuprese FK506, Prednison (n = 3) 1 4% 2 9%
FK506, Prednison, MMF (n = 40) 23 88 % 17 81 %
Cyklosporin A, Prednison (n = 1) 1 4% 0 0% NS
Cyklosporin A, Prednison, MMF (n = 2) 1 4% 1 5%
Jina(n=1) 0 0% 1 5%
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Vysvétlivky k Tab. 2 aTab. 3: ACR (I/ Il) — akutni celularni rejekce (typ I/ 1), ATG —
antithymocytarni globulin, ELISpot — Enzyme-linked immunosorbent spot assay, FCXM-B — kiizova
zkouska vyuzivajici prutokovou cytometrii (B lymfocyty), FK506 — kalcineurinovy inhibitor, HLA —
lidské leukocytarni antigeny, MMF — mykofenolat mofetil, NS — nesignifikantni, PL&DL, — reakce
ptijemce proti darci (alogenni reakce), PL&PL, — reakce piijemce proti vlastnim buitkdm (autologni
reakce), PRA — panel-reaktivni protilatky, SI — stimulaéni index, Tx — transplantace; * — n = 24,
#_n=8," _n=11.

Vsechny testy byly provedeny na vzorcich odebranych pted transplantaci. Vysledky testi ELISpot

jsou uvedeny jako pocty (frekvence) spoti na 50 000 piijemcovych mononuklearnich bunék.

c

Pouzité statistické analyzy: — X® test, ° — Mann-Whitneyiv test, ¢ — Kruskal-Wallisiv test;

*p <0,05, ** p <0,01 proti skupiné bez rejekce.

Parametry stanovené v ramci rutinnich vySetieni pied transplantaci Ci retrospektivné,
které by mohly souviset s vyskytem rejekce, jsou porovnany mezi skupinami bez rejekce,
SACR I. all. stupné v Tab. 3-I.

U pacientil s vyskytem ACR II. stupné byl prokazan statisticky vyznamné vyssi pocet
neshod v HLA antigenech II. tfidy neZ u pacientl bez rejekce (p < 0,05). V pfitomnosti
donor-specifickych protilatek pied transplantaci mezi pacienty bez rejekce a s rejekci nebyl
zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil.

Ve vysledcich poctt bunék produkujicich IFNy (proti darci, proti vlastnim antigentim,
ani pomér téchto dvou, tzv. stimulacni index) neprokéazala statistickd analyza mezi
sledovanymi skupinami (bez rejekce, ACR 1. all. stupn€) Zadny vyznamny rozdil. Pfesto
u pacientll s vyskytem ACR II. stupné byla detekovana 1,9krat vyssi primérna frekvence
bun¢k produkujicich IFNy po stimulaci darcovymi bunikami nez U pacientli bez rejekce
a 3,7krat vyssi proti vlastnim bunikam.

Rizikové faktory byly dale porovnavany s uplynulym ¢asem od transplantace, kdy
byla rejekce na zakladé biopsie diagnostikovana (Tab. 3-II). Vyskyt rejekce U pacientl do
1 mésice po transplantaci ve srovnani se skupinou bez rejekce vyznamné koreluje s poctem

neshod v HLA antigenech II. tfidy (p < 0,01).

33



Tab. 3 Rizikové faktory ve vztahu k stupni a dob¢ vyskytu akutni celularni rejekce (ACR).

. Stupeii ACR Bez rejekce ACRI ACR I P hodnota
n=26 Rozsah/[%] n=12 Rozsah/[%] n=9 Rozsah/[%]

Neshody AB 2,1+1,2 (0-4) 1,8+ 1,1 (0-4) 24+1,6 (0-4) NS

VHLA® DR 0,8+0,6 (0-2) 1,1+£0,5 (0-2) *1,4+0,7 (0-2) < 0,05

(n=47) Celkem 2,9+1,6 (0-6) 2,9+ 1,4 (1-6) 39+23 (0-6) NS

PRA? <10 % (n=44) 23 52 % 12 27 % 9 21 % NS
>10% (n=13) 3 100 % 0 0% 0 0%

FCXM-B*? Negativni (n = 39) 23 59 % 12 31 % 4 10 % <001
Pozitivni (n = 4) 1 25% 0 0% 3 75 % ’

ELISpot © PL&DL, 71,6 £69,9 (1-228) 70,8 + 583 (4-183) 134,4 + 95,2 (4-264) NS

(n=47) PL&PL, 17,1+25,2 (0-109) 22,6 +225 (1-63) 63,1+ 80,7 (0-220) NS
Sl 10,2+ 12,2 (1-49) 52+4,8 (1-19) #10,5+ 15,7 (1-48) NS

1. Kdy byla ACR Bez rejekce ACR do 1. mésice ACR do 12. mesice P hodnota
diagnostikovina n=26 Rozsah/ [%] n=12 Rozsah/ [%] n=9 Rozsah/[%]

Neshody A B 2,1+1.2 (0-4) 25+14 (0-4) 1,6+ 1,0 (0-3) NS

vVHLA® DR 0,8 + 0,6 (0-2) **15+0,5 (1-2) 0,9+0,6 (0-2) <0,01

(n=47) Celkem 2,9+1,6 (0-6) 4,0+1,9 (1-6) 2,4+ 14 (0-5) NS

PRA? <10 % (n=44) 23 52 % 12 27 % 9 21 % NS
>10% (n =3) 3 100 % 0 0% 0 0%

FCXM-B*? Negativni (n = 39) 23 59 % 7 18 % 9 23 % < 0.05
Pozitivni (n = 4) 1 25 % 3 75 % 0 0% ’

ELISpot © PL&DL, 71,6 £ 69,9 (1-228) 107,1 + 86,9 (4-264) 86,1 75,4 (7-200) NS

(n=47) PL&PL, 17,1 £252 (0-109) 50,4+ 71,0 (1-48) 26,0 + 30,5 (1-94) NS
Sl 02+ 12,2 (1-49) e 0 + 13,6 (1-48) 6,5+5,7 (2-19) NS

34



Frekvence spotti (bun€k produkujicich IFNy) v reakci proti antigenim darce byla
prokazana signifikantné vyss$i nez autologni reakce jak u skupiny s ACR (p < 0,05), tak i bez
ni (p <0,01), (Obr. 5-[A]). Po odeéteni frekvence spotti detekovanych v reakci proti vlastnim
bunkam od frekvence spoti detekovanych v alogenni reakci neni pozorovatelny zadny rozdil
Vv poc¢tu stimulovanych bun¢k (Obr. 5-[B]). Analyza senzitivity (70 %) a specificity (68 %)
pro metodu IFNy-ELISpot neprokazala statisticky vyznam.
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* p <0,05, ** p<0,01, *** p < 0,001

Obr. 5 Frekvence spotl Vv zavislosti na vyskytu akutni celularni rejekce (ACR).

[A] Frekvence spoti v autolognich aalogennich reakcich v zavislosti na vyskytu ACR.
[B] Frekvence spoti po odecteni autologni reakce od alogenni reakce ve vztahu s vyskytem ACR.
Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kruskal-Wallisovym [A] a Mann-Whitneyovym [B] testem.
Vysvétlivky: ACR — akutni celularni rejekce, PBMC — mononuklearni bunky z periferni krve,
PL&DL, — alogenni reakce, PL&PL, — autologni reakce.
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5.2 Rizikové faktory a vyskyt akutni humordlni rejekce

Demograficka data a klinické udaje pacientt a jejich darcti vztazené k vyskytu AMR
jsou uvedeny v Tab. 4. Statisticka analyza neprokazala vliv véku piijemce a darce, pohlavi,
ani piibuzenského vztahu mezi pfijemcem a darcem, prodélanych porodu ¢i vyskytu ATN na
vyskyt AMR.

Tab. 5 ukazuje vztah moznych rizikovych faktord vici vyskytu AMR. Korelace
vyskytu AMR s neshodami v HLA antigenech neprokazala statistickou vyznamnost.
(Neshody v HLA antigenech II. tfidy pozitivné korelovaly pouze s vyskytem ACR.) Pacienti
s pozitivni kfizovou zkouskou pro B lymfocyty (FCXM) pted transplantaci méli tendenci
vys$siho rizika vyvoje AMR, neZ pacienti s vyskytem pouze ACR nebo pacienti zcela bez
rejekce (p < 0,05).

U pacientli s humoralni rejekci bylo buitkami darce stimulovdno k produkci IFNy
primérné 1,8krat vice bunc¢k nez u pacientll bez rejekce a 1,4krat vice nez u pacientli pouze
s ACR. Priblizné stejny pomér frekvence bunék uvoliiujicich cytokin byl zaznamenan mezi
pacienty s AMR abez rejekce v autologni reakci (1,9krat vice stimulovanych bunék
u skupiny s AMR). Na druhou stranu v téze reakci méli pacienti s AMR primérné o 24 %
mén¢ aktivovanych bunc¢k neZ pacienti S ACR. Statisticky vyznamny rozdil vSak nebyl

prokazan ani u jedné skupiny.
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Tab. 4 Demografické udaje pfijemct ledviny a jejich darca ve vztahu k vyskytu akutni humoralni rejekce (AMR).

Demografické udaje Bez rejekce AMR P hodnota
n=26 Rozsah/[%] n=4 Rozsah/[%]
Vék ¢ Piijemce 42+14  (19-70) 34+10  (20-44) NS
Darce 54+ 11 (31-68) 46 £11 (35-60) NS
Pohlavi pFijemce * Muz (n = 18) 17 94 % 1 6 %
Zena (n = 12) 9 75 % 3 25 % NS
Podet transplantaci =1(n=26) 24 92 % 2 8 %
>1(n=14) 2 50 % 2 50 % NS
ABO kompatibilita ® Ano (n = 25) 22 88 % 3 12 % NS
Ne (n=5) 4 80 % 1 20 %
Studens ischémie [min] ° (n=26) °43+26  (12-115) 27+9  (18-38) NS
Sérovy kreatinin [pmol/l] ° 3. mésic po Tx (n = 47) 145 +£32 (82-195) 143 £34  (106-188) NS
6. mésic po Tx (n = 47) 147+ 53 (77-340) 318 £448 (66-989) NS
12. mésic po Tx (n = 45) 146 + 64 (84-408) 126 +19  (107-146) NS
Indukéni imunosuprese (ATG) *  Ano (n=5) 3 60 % 2 40 % NS
Ne (n = 25) 23 92 % 2 8 %
Udrzovaci imunosuprese ° FK506, Prednison (n = 1) 1 4% 0 0%
FK506, Prednison, MMF (n = 27) 23 88 % 4 100 %
Cyklosporin A, Prednison (n = 1) 1 4% 0 0% NS
Cyklosporin A, Prednison, MMF (n = 1) 1 4% 0 0%
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Tab. 5 Rizikové faktory ve vztahu k vyskytu akutni humoralni rejekce (AMR).

Rizikové faktory Bez rejekce ACR AMR P hodnota
n=26 Rozsah/[%] n=17 Rozsah/[%] n=4 Rozsah/[%]

Neshody AB 2,1+1,2 (0-4) 2,1+1.3 (0-4) 2,0+ 1,6 (0-4) NS

VHLA® DR 0,8 +0,6 (0-2) *1,4+0,5 (1-2) 0,8+ 1,0 (0-2) <0,05

(n=47) Celkem 2,9+1,6 (0-6) 3,5+1,7 (1-6) 2,8+25 (0-6) NS

PRA?® <10 % (n=44) 23 52 % 17 39 % 4 9% NS
>10% (n=13) 3 100 % 0 0% 0 0%

FCXM-B*® Negativni (n = 39) 23 59 % 14 36 % 2 5% <0.05
Pozitivni (n = 4) 1 25% 1 25% 2 50 % ’

ELISpot ° PL&DL, 71,6 £ 69,9 (1-228) 91,5+ 81,9 (4-264) 126,0 + 80,8 (15-200) NS

(n=47) PL&PL, 17,1 £252 (0-109) 41,8+ 61,4 (0-220) 32,1 +42,6 (4-94) NS
Sl 02+ 12,2 (1-49) "55+49 (1-19) 14,5+ 22,3 (2-48) NS

Vysvétlivky k Tab. 4 a Tab. 5: ACR — akutni celularni rejekce, AMR — akutni humoralni rejekce, ATG — antithymocytarni globulin, ELISpot — Enzyme-linked
immunosorbent spot assay, FCXM-B — ktizova zkouska vyuzivajici pratokovou cytometrii (B lymfocyty), FK506 — kalcineurinovy inhibitor, HLA — lidské
leukocytarni antigeny, MMF — mykofenolat mofetil, NS — nesignifikantni, PL&DLx — reakce ptijemce proti darci (alogenni reakce), PL&PLXx — reakce
piijemce proti vlastnim bunikam (autologni reakce), PRA — panel-reaktivni protilatky, ST — stimula¢ni index, Tx — transplantace; °© — n = 22, # — n = 24,
##—n=16.

Vsechny testy byly provedeny na vzorcich odebranych pted transplantaci. Vysledky testi ELISpot jsou uvedeny jako frekvence spotii na 50 000 ptijemcovych
mononuklearnich bunék. Skupina ACR zde uvedena bez 4 pacientd, ktefi méli sou¢asné AMR — ti jsou uvedeni ve zvlastnim sloupci.

Pouzité statistické analyzy: *— X? test, ” — Mann-Whitneytv test, © — Kruskal-Wallisav test, ® — Studentav t test; * p < 0,05 proti skuping bez rejekce.

0
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Jak jiz bylo zminéno, frekvence spotii v reakci proti antigenlim darce byla prokdzana
signifikantn¢ vyssi nez autologni reakce u skupiny bez rejekce (p < 0,01). U skupiny s AMR
je ale pfilis malo dat na to, aby byl rozdil detekovatelny (Obr. 6-[A]). Po odeéteni frekvence
spotti detekovanych v reakci proti vlastnim bunkam od frekvence spoti detekovanych
v alogenni reakci je pozorovatelny vyssi pocet stimulovanych bunék u pacienti s AMR nez
u zbyvajicich dvou skupin (Obr. 6-[B]). Vzhledem k malému poc¢tu dat uvniti skupiny AMR
(n = 4) ale nebylo mozné prokazat statisticky vyznam. Analyza senzitivity ani specificity pro
metodu IFNy-ELISpot ve spojitosti s vyskytem AMR nebylo mozné provést kvili malému

poctu dat ve skuping.

39



% bez rejekcee

==
kg
= AMR

150 |

100+

ey

(PL&PL,) (PL&DL,) (PL&PL,) (PL&DL,)

\

Frekvence spotia/50 000 PBMC

(B
250+
=
n=26
2 200 T
p= n=17 n=4
2 Lt 48
o 1504
0
2
2 1004
(O]
2
15}
% 504
= L
0 1 .
bez rejekce ACR AMR
* p < 0,05, ¥ p<0,0], ¥ p < 0,001

Obr. 6 Frekvence spott v zavislosti na vyskytu akutni humoralni rejekce (AMR).

[A] Frekvence spoti v autolognich a alogennich reakcich v zavislosti na vyskytu AMR.
[B] Frekvence spotti po odecteni autologni reakce od alogenni reakce ve vztahu s vyskytem AMR.
Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kruskal-Wallisovym testem.

Vysvétlivky: ACR — akutni celularni rejekce, AMR — akutni humoralni rejekce, PBMC -

mononuklearni bunky z periferni krve, PL&DL, — alogenni reakce, PL&PL, — autologni reakce.
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5.3 ELISpot ve srovndni s dalsimi rizikovymi faktory rejekce

Vysledky testit ELISpot jsme porovnavali s moznymi rizikovymi faktory rejekce.

Prokazali jsme korelaci rozdilu frekvenci spotli mezi alogenni a autologni reakci
s po¢tem neshod HLA antigenu v 1. tiidé — HLA-A, -B (r = 0,399, p < 0,01) a spole¢né tfidy
prvni s tfidou druhou — HLA-A, -B, -DR (r = 0,409, p < 0,01), (Obr. 7). Stejna korelace
s poctem neshod HLA antigent II. tfidy (HLA-DR) neprokézala statistickou dulezitost.
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Neshody v HLA I+II

Obr. 7 Korelace rozdilu frekvence aktivovanych bunék mezi reakci proti darci a piijemci s potem
neshod v HLA antigenech (HLA-A, -B, -DR).

Vztah analyzovan pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu.
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Dale jsme porovnavali vysledky IFNy-ELISpot shladinou PRA pacienta pied

transplantaci (Obr. 8). Zadny vztah jsme v§ak neprokazali.
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Obr. 8. Vztah rozdilu po¢tu spotii mezi reakci proti darci a ptijemci s hladinou PRA pfted transplantaci

u pacienti s ACR nebo bez ni.

Soucasn¢ jsme korelovali pocty bunc¢k uvoliujicich IFNy pied transplantaci
s koncentraci sérového kreatininu po transplantaci (1., 3., 6. a 12. mésic) — avSak zadny vztah
nebyl identifikovan. Korelace koncentrace sérového kreatininu v 1. mésici po transplantaci se
stimulacnim indexem podle Pearsonova korela¢niho koeficientu byla signifikantni (r = 0,528,
p < 0,001), ale v pfesnéj$im testu se Spearmanovym korelaénim koeficientem jiz tato vazba

nebyla prokazana (Obr. 9).
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Obr. 9 Vztah koncentrace sérového kreatininu 1 mésic po transplantaci s pomérem poctu spotd reakci

proti darci a pfijemci pied transplantaci.
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6 DISKUZE

Cilem piedkladané diplomové prace bylo zavést metodiku ELISpot na oddé€leni
imunogenetiky IKEM a ovétit literarni Gdaje 0 klinickém vyznamu této metody predikovat
akutni rejekcei po transplantaci ledviny. Akutni rejekce ledviny, jak bylo uvedeno v tvodu, je
zavazna komplikace, ktera mize nenavratné poskodit transplantovany orgén a tim omezit jeho
dlouhodobou dobrou funkci. Predikce rizika akutni rejekce je proto v popifedi zajmu jak
klinickych imunologi, tak imunologl zabyvajici se zakladnim vyzkumem transplantac¢nich
reakci.

Analyza imunologického statusu pacientd pied transplantaci probiha nékolika
zdkladnimi sméry. Bé&zna je charakterizace B-bunécné imunity ve smyslu méfeni panel-
-reaktivnich protilatek (PRA) a provadéni kiizové zkousky (crossmatch) pied transplantaci
pro vylouceni pfitomnosti donor-specifickych protilatek (Viklicky, 2008). Analyza bunééné
imunity pfed transplantaci je na druhou stranu ne zcela béZnym vySetfenim z nékolika
divodl. Zaprvé se tato vySetfeni mezi jednotlivymi laboratofemi obtizn¢ standardizuji
a zadruhé interpretace vysledku je neziidka slozita (Janetzki et al., 2004, Ashoor et al., 2013).

Charakterizace cytokinového profilu pacienti pied transplantaci je casto
komplikovana jak z divodu ptekryvajicich se funkci (redundantnosti) jednotlivych cytokint,
tak iz duvodu polyklonalni stimulace, kterd nedokaze charakterizovat reaktivitu pacienta
proti ur¢itému darci organu. V tomto smyslu metodika ELISpot nabizi velkou vyhodu —
zméfit produkci cytokinu (IFNy) proti vybranému darci atak predikovat riziko rejekce
s vysokou specificitou. ELISpot je navic velmi citlivou metodou — jeji rozsah je lepsi nez
u pratokové cytometrie (Heeger et al., 1999).

V této diplomové préci jsme se soustfedili na detekci jednoho ze zékladnich cytokinil
ucastniciho se transplantacnich reakci — interferon gama. Je znamo, ze efektorové / pamétové
bunky po opakovaném setkani s antigenem secernuji celou Skalu cytokind jiz kratce po
stimulaci. Jednim z prvnich cytokind, které jsou uvoliiovany, je pravé IFNy. Ten aktivuje fadu
typlt imunitnich bun€k podilejicich se na rozvoji akutni celularni rejekce (ACR). V literatuie
se uvadi, ze vysoka frekvence efektorovych / pamétovych T lymfocytt produkujicich IFNy
po kratké stimulaci darcovymi antigeny pted i po transplantaci koreluje s vyskytem akutni
rejekce (Augustine et al., 2005, Augustine et al., 2007, Hricik et al., 2013).

N4as soubor se skladal ze 47 pacienttl, kteti podstoupili transplantaci od zivého darce.

Jak jiz bylo zminéno, transplantace od Zivych darci maji signifikantné lepsi vysledky nez
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transplantace od darcti s mozkovou smrti. Nékteré divody lepsiho pieziti ledvin od zivych
darct jsou znamé, jiné nebyly dosud dostate¢né vysvétleny. Nejpravdépodobnéjsim diivodem
je velmi kratka studend ischémie organti (par desitek minut) a tim mensi stres transplantované
ledviny. Pravdépodobné i proto je u transplantaci od zivych darct vliv HLA shody mezi
darcem a piijemcem méné vyrazny nez U transplantaci od zemfielych darci (nizsi exprese
stresovych a adhezivnich molekul na endotelialnich bunkach stépu).

Nase analyza demografickych detailt souboru neprokazala signifikantni vliv pohlavi,
véku pacienta a darce, po¢tu predchozich transplantaci, shody v krevni skuping, délky studené
ischémie nebo typu indukéni audrzovaci imunosuprese na vyskyt akutni (celularni
I humoralni) rejekce. Piekvapivé byl pozorovan signifikantné méné casty vyskyt ACR
U pacientll, kteti méli histologicky ovéfeny vyskyt akutni tubuldrni nekrézy, kterd je
asociovana S ACR jako jeden z rizikovych faktort.

Vyhodnoceni korelace nékterych rizikovych faktord s vyskytem akutni rejekce
neprokazala statisticky vyznamny rozdil viz napt. mezi rejekci (ACR i AMR) a pfitomnosti
panel-reaktivnich protilatek (PRA). Pravdépodobné je to zpisobeno relativné malym pocétem
pacientli zahrnutych do naseho souboru. Nicméné signifikantni korelace byla pozorovana
u pozitivnich k#izovych zkousek s B lymfocyty (FCXM-B) jak u ACR, tak i AMR. Tento
nalez svédci o klinické dulezitosti protilatek namifenych proti HLA antigenim II. tfidy —
pozitivita FCXM na B buiikach totiz nepiimo svéd¢i o pfitomnosti protilatek proti antigenim
II. tfidy. V na$i analyze jsme navic pozorovali souvislost mezi poctem neshod v HLA-DR

antigenech a vyskytem ACR.

Vysledky korelace pocti bunék produkujicich IFNy s vyskytem ACR do 1 roka po
transplantaci nedosahly statistické vyznamnosti. Pfesto jsme pozorovali tendenci vyssi
produkce IFNy upacienti s ACR béhem inkubace jak s darcovymi, tak s vlastnimi
(autolognimi) buiikami. Po autologni i alogenni stimulaci m¢li pacienti s ACR II. stupné pied
transplantaci ve srovnani s pacienty bez rejekce v praméru vyssi frekvenci bunék
secernujicich IFNy (63 = 81 vs. 17 + 25 v autologni reakci a 134 + 95 vs. 72 + 70 v reakci
alogenni). Vzhledem ktomu, ze 58 % rejekci diagnostikovanych do 1. mésice po
transplantaci zahrnovalo pacienty s ACR II. stupné, byl tento trend pozorovan i u této
skupiny. Nase pozorovani naznaCuje, Ze pacienti s vy$§im rizikem ACR by mohli mit

zvySenou produkci IFNy jak proti alogennim, tak proti autolognim buitkdm, coz mlize svéd¢it

44



o0 celkové (i nespecifické) aktivaci imunitniho systému. Podrobnéjsi analyza tohoto jevu ale
ptesahovala cile predkladané diplomové prace.

Navzdory tomu, ze velkd cast publikaci poukazuje na pozitivni korelaci bunék
produkujicich IFNy s vyskytem akutni rejekce, existuji autofi, ktefi takovou souvislost
nenalezli (Reinsmoen et al., 2008). Tyto prace vysvétluji svij nalez podavanim indukéni
imunosuprese (ATG) aeliminaci efektorovych / pamétovych T bunék. Coz je Vv souladu
s ptredpoklady jinych autord — kombinace ATG sudrzovaci imunosupresi (FK506,
Cyklosporin A) muze branit vzniku rejekce pies blokaci senzitizovanych aloreaktivnich
T lymfocytd (Augustine et al.,, 2008). Vysledky nasi studie ale svéd¢i spiSe 0 opaku:
u poloviny pacienti (n = 3) se pres indukéni imunosupresi — ATG, do 1 mésice po
transplantaci vyvinula ACR II. stupné. Frekvence bun¢k produkujicich IFNy (po odecteni
autologni reakce) u téchto pacientt byla 10krat vyssi nez u pacienti s ATG ale bez rejekce
(92 £ 74 vs. 9 £ 10) apiiblizné srovnatelna s pacienty bez indukéni imunosuprese
antithymocytarnim globulinem ale zaroveni s ACR IL. stupné (71 £ 64).

Akutni rejekce muze byt zpusobena nejen aloreaktivnimi T lymfocyty, nybrz
| protilatkami ¢i bunikami vrozené imunity. U pacientli s AMR jsme na rozdil od pacientl bez
rejekce pozorovali tendenci vysSiho pramérného poctu aktivovanych bunék — bunék
produkujicich IFNy. Avsak vzhledem knizkému vyskytu humoralni rejekce U naseho
experimentalniho souboru, nelze s uréitosti povazovat vysledky za dostate¢né statisticky silné.
Mozné vysvétleni pozorovaného jevu by mohl byt i fakt, Ze akutni celularni a humoralni
rejekce casto probihaji soucasné. Presto pacienti Sakutni celularni ihumoralni rejekci
dohromady méli podstatné vyssi frekvenci aktivovanych bunék neZ pacienti pouze s rejekcei

celularni (126 + 81 vs. 92 + 82).

Jak bylo uvedeno vyse, vV porovnani s pacienty bez rejekce jsme prokazali statisticky
vyznamné vysSS$i poCet neshod v HLA antigenech II. tfidy u pacientli, kterym byla ACR
diagnostikovana jiz v 1. meésici po transplantaci. Signifikantni vztah jsme prokézali
i U skupiny pacientd s ACR II. stupné. Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou sveédcici
0 vét§im vyznamu shody mezi darcem a piijemcem v HLA antigenech Il. tfidy (Bradley,
1991, Opelz et al., 1999). Zajimavym nalezem nasi studie byla statisticky vyznamna korelace
poctt bunék produkujicich IFNy pied transplantaci s po¢tem neshod v HLA antigenech mezi
piijemcem a darcem, zejména pak s neshodami v HLA-A, -B ¢i HLA-A, -B, -DR dohromady

(nikoli vSak v HLA-DR samotnych). Tato zjisténi rovnéz podporuji skute¢nost, ze imunitni
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reakce je pfevazné namifena proti neshodnym HLA antigeniim darce a ze Casna rejekce je

vyvolana pfimym rozpozndnim antigent darce.

Porovnani frekvence bunck secernujicich IFNy pfed transplantaci s koncentraci
sérového kreatininu (1., 3., 6. al12. mésic) po transplantaci neprokazala statistickou
vyznamnost. Kazdopadné, hladiny sérového kreatininu ne vzdy ptesné koreluji s funkci
ledviny a jsou mnohdy ovlivnény faktory jako napf. vaha pacienta (svalova hmota), puvodni
stav ledviny pted transplantaci (chirurgicky nebo jiny inzult atd.). Navic jsme nas soubor
sledovali jen jeden rok, coz je doba vétsinou piili§ kratkd, abychom pozorovali vyraznéjsi

zmény ve funkci transplantovanych organt.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze i piesto, Ze jsme nedosahli statisticky signifikantnich
vysledkt, predtransplanta¢ni ureni poctu aloreaktivnich bunék pomoci metody ELISpot
muze byt uzitecné a mize dodat dilezité informace 0 stavu T bunééné imunity pacientd pied
transplantaci od zivych darci. Zajimavy je také nalez Kkorelace mezi poctem bunék
produkujicich IFNy a vyskytem humoralni rejekce — coz podle naseho nejlepsiho védomi
V literatui'e zatim nebylo uvedeno.

Pfi vétSim souboru pacientd by se ELISpot mohl prokazat jako dobry test pro
predpoveéd’ vazngjsich stupnu rejekce ¢&i rejekce zprostfedkované protilatkami. Pro dalsi
studium by mohla byt ptinosna ikorelace rtiznych parametra s vysledky ELISpotu po
transplantaci (Nather et al., 2006, Bestard et al., 2008).
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7 ZAVERY

1. Zavedla jsem metodu ELISpot pro detekci frekvence bunék produkujicich interferon
gama (IFNy). Na nasem souboru pacienti se nepodafilo prokazat signifikantni
korelaci mezi pocty bun¢k secernujicich IFNy pied transplantaci ledvin od zijicich
darcii a vyskytem akutni celularni a humoralni rejekce. U pacientii s t€z§i formou
celularni rejekce (typu II) jsme vSak zjistili trend zvySenych poctd bunék
produkujicich IFNy ve srovnani s pacienty bez rejekce a pacienty sleh¢i formou

celularni rejekce. Soucasné byl pozorovatelny vyssi pocet stimulovanych buné¢k

U pacientd s humoralni rejekci nez u pacientd s celularni rejekci a bez rejekce.

2. Prokazali jsme pozitivni korelaci mezi frekvenci bunék produkujicich IFNy a poctem
neshod v lidskych leukocytarnich antigenech (HLA), nikoli v8ak s vyskytem panel-
-reaktivnich protilatek (PRA).

3. Neshody v HLA antigenech II. tfidy pozitivn¢ korelovaly s vyskytem akutni celularni
rejekce, ale ne s vyskytem rejekce humoralni. Na druhou stranu vyssi riziko vyvoje
rejekce zprostiedkované protilatkami mé&li pacienti s pozitivni kiizovou zkouskou na

B lymfocytech.

Z nasich vysledkii vyplyva, Ze pfedtransplantacni uréeni poctu aloreaktivnich bunék
pomoci metody ELISpot mize byt uzitecné a miize dodat dilezité informace o stavu

T bunécné imunity pacientl pied transplantaci od zivych darcu.
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8 KLASIFIKACE CD MOLEKUL

Molekula Struktura Funkce Ligand/Receptor Exprese/Bunécny typ

CD3 Ig Soucast TCR T lymfocyt

CD4 Ig Koreceptor MHC I T lymfocyt (podskupina), monocyt

CDs8 Ig Koreceptor MHC | T lymfocyt (podskupina)

CD25 Receptor (o-podjednotka)  IL-2 Aktivovany T lymfocyt, B lymfocyt, monocyt
CD26 Dipeptidylpeptidasa IV B lymfocyt, makrofag, NK, aktivovany T lymfocyt
CD28 Ig Signalizace CD80, CD86 T lymfocyt (podskupina)

CD30 TNF-R Signalizace CD153 Aktivovany T lymfocyt, B lymfocyt, NK, monocyt
CD40 TNF-R Signalizace CD154 B lymfocyt, DC

CD52 (GPI) Adheze? Leukocyty

CD80 Ig Signalizace CD28, CD152 B lymfocyt, DC, monocyt, aktivovany T lymfocyt
CD86 Ig Signalizace CD28, CD152 DC, monocyt, aktivovany B lymfocyt

CD154 TNF Signalizace CD40 Aktivovany T lymfocyt, mastocyt

Vysvétlivky: DC — dendritické bunky, GPI — glykosylfosfatidylinositol, 1g — imunoglobulin, IL-2 — interleukin 2, MHC 1/ Il — hlavni histokompatibilni

komplex 1./ 1. tfidy, NK — ptirozeny zabije¢, TCR — T bunéény receptor, TNF — faktor nekrotizujici nadory, TNF-R — receptor pro TNF.

Pievzato z (Hotejsi and Barttnkova, 2009).
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