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ABSTRAKT

Pro dlouhodobé pfijeti transplantované ledviny je zatim nezbytna dlouhodoba ucinna
imunosuprese, ktera vSak s sebou nese fadu nezadoucich ucinkl. Naopak, pfi jeji nedostatecnosti
hrozi rejekce a selhani funkce S$tépu. Proto se hledaji nové biomarkery, které by odrazely
imunologicky stav pacienta, a umoznily by tak individualizovat imunosupresivni 1éCbu. Prokazali
jsme, ze pacienti po transplantaci ledviny po indukci krali€¢im anti-thymocytarnim globulinem (rATG)
Ci basiliximabem méli snizeny vyskyt akutni rejekce 3 mésice po transplantaci. Po rATG doslo
v periferni krvi pfijemct k hluboké depleci T a NK lymfocytd a poklesu exprese genl vyhradné
exprimovanych témito burfikami zaroven s vyraznou expanzi regula¢nich T lymfocytl (Treg) v CD4*
kompartmentu. Indukce rATG byla dale kratce po transplantaci spojena se zvy$enim dvou
transkriptd asociovanych s rejekci (MAN1Al1 a TLR5). Po indukci basiliximabem jsme v krvi
pfechodné detekovali CD4*CD25"°""FoxP3* populaci sou¢asné s vymizenim CD4*CD25*FoxP3*
Treg. Absolutni pocty CD4*FoxP3* Treg po basiliximabu byly pfechodné zvySené a tato lIé¢ba byla
také spojena s vySSi expresi genti FOXP3 a TCAIM. Dale jsme pozorovali vy$Si pomér CD4*FoxP3*
Treg k CD8"CD45RA*CD62L" efektorovym T lymfocytlim v potransplantaénim obdobi u pacient(
s indukci basiliximabem, ktefi béhem sledovani neprodélali rejekci. Také jsme prokazali, ze
transplantace ledviny je spojena se zménou poctli CD14*CD16* a CD14*CD163* monocytd, ktera
je ¢astecné ovlivnéna pouzitou imunosupresi. Ukazali jsme, Ze i u pacientl po transplantaci ledviny
IéCenych standardni imunosupresi, ktefi b&€hem jednorocniho sledovani neprodélali rejekci, byla
zvySena exprese genl asociovanych s toleranci spojenych s funkci B lymfocytd. Domnivame se,
Ze nové biomarkery tolerance predstavuji nadéji pro budouci potransplantacni sledovani, ale jejich

uzite€nost musi byt validovana v prospektivnich klinickych studiich.



ABSTRACT

Long-term renal graft acceptance still requires long-term immunosuppressive therapy, which is
accompanied by many adverse effects. Contrarily insufficient immunosuppression could lead to
graft rejection and its failure. Therefore, research continues for biomarkers that reflect a patient’s
immunological status and thus allowing for individualized immunosuppressive therapy. In our study
we showed lower incidence of acute rejection in kidney transplant recipients treated with rabbit
anti-thymocyte globulin (rATG) or basiliximab induction within the first three months after
transplantation. The rATG induction caused profound decrease of recipient’s peripheral blood T and
NK cells, as well as transcripts that are exclusively expressed by these cell types together with
expansion of regulatory T cells (Tregs) among CD4* T cells. In rATG group the increase of two
transcripts associated with rejection (MAN1AL and TLR5) was also observed in early post-transplant
period. After the basiliximab induction we transiently detected CD4*CD25""“"FoxP3* cell population
along with disappearance of CD4*CD25*FoxP3* Tregs. Basiliximab induction resulted in a transient
increase in CD4*FoxP3* Tregs, accompanied by the highest peripheral expression levels of markers
associated with operational tolerance (FOXP3 and TCAIM). Higher post-transplant CD4*FoxP3*
Tregs to CD8"CD45RA*CD62L effector T cells ratios were observed in those basiliximab treated
patients who were rejection free during a follow-up. Further, we demonstrated that kidney
transplantation is associated with modulation of CD14"CD16* and CD14*CD163" monocyte
subpopulations partially affected by an immunosuppressive regime used. We showed the
up-regulation of several operational tolerance-associated B-cell-related genes also in renal
transplant recipients on standard immunosuppression who were rejection-free during one-year
follow-up. We assume that new biomarkers of tolerance represent a hope for future post-transplant

monitoring, however, their utility need to be validated in prospective clinical trials.



1. UvoD

Transplantace ledviny je metodou volby 1éEby nemocnych s nezvratnym selhanim ledvin,
protoZe je spojena s delSim pfezitim nemocnych v porovnani s ostatnimi metodami nahrady funkce
ledvin. Pro dlouhodobé pfijeti transplantované ledviny je zatim nezbytna dlouhodoba uéinna
imunosuprese. Pfi nedostateCné imunosupresi muze dojit k rejekci $tépu, ktera muze zpUsobit
poskozeni $tépu vedouci k jeho dysfunkci. Podle ¢asového hlediska se rejekce déli na akutni a
chronické. Podle toho, jaky typ imunitni odpovédi se pfi rejekci uplatni, na humoralni
(zprostfedkované protilatkami, antibody-mediated rejection, ABMR) a celularni (zprostifedkované

T lymfocyty, T cell-mediated rejection, TCMR). Mnoho rejekci ma sou€asné pfitomné obé formy.

Zavedenim kalcineurinovych inhibitord (CNI) cyklosporinu A (1985) a tacrolimu (1994) do
klinické praxe doslo k vyznamnému sniZzeni vyskytu akutnich rejekci po transplantaci a tim i
ke zlepSeni prezivani §tépl i pfijemcu v Easném obdobi po transplantaci, dlouhodobé pfezivani
Stépu se vSak vyrazné nezlepsilo a chronicka rejekce zustava hlavni pficinou ztraty funkce $tépu
v pozdnim obdobi po transplantaci (Amico, 2010). Pouzivani novych u&innych imunosupresivnich
rezim( je navic spojeno s vyznamné vySSim rizikem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, infekci,
diabetu, malignit a Iékové nefrotoxicity. Tumory a kardiovaskularni choroby jsou nejcastéjSimi

pfi¢inami umrti po transplantaci ledviny, zatimco infekce jsou nej¢astéjsi pri¢inou nemocnosti a

V nedavné minulosti jsme byli svédky snah o podavani co nejmensich davek imunosupresiv.
Cilem bylo snizit rizika vzniku vySe uvedenych komplikaci spojenych s imunosupresivni léCbou.
Tato strategie ale neméla oCekavany pozitivni dopad na dlouhodobé vysledky transplantaci ledvin
predevSim pro Casto pozorované zhorSeni funkce $tépu a pozdni rejekce. Problém spociva
v neschopnosti rozpoznat ty nemocné, u kterych je snizeni davek imunosupresiv bezpelné.
Idedinim FfeSenim by bylo mit k dispozici takové testy, které popisi viohy k imunitni reaktivité,
spolehlivé vyhodnoti miru aloreaktivity a umozni tak identifikovat markery, které koreluji s imunitni
neodpovidavosti k alogennimu Stépu, tedy makery tolerance. Proto se v poslednich letech vénuje
velka pozornost fenoménu operacni tolerance. Ten je nahodné zjiStovan u pacientl po transplantaci
ledvin (nebo jater), ktefi pfestali uzivat imunosupresi v disledku noncompliance nebo z nutnosti

vysazeni napfiklad pro malignitu nebo Iékovou toxicitu (Ashton-Chess et al., 2007).

Skute€nd, prava tolerance Stépu byla definovana jiz v roce 1953 Bilinghamem et al. jako
absence histologickych znamek rejekce, v nepfitomnosti jakéhokoli imunosupresivniho IéCiva,
u imunokompetentniho pfijemce schopného pfijmout druhy $tép od stejného darce, zatimco Stép
od jiného darce by byl odhojen (Billingham et al., 1953). Pionyrské prace Haska (Hasek et al., 1955)

prinesly stejné zavéry jako prace Medawara a spol. (Medawar, 1956).

V klinické mediciné se pouziva termin ,operacni tolerance“ (“operational tolerance®) nebo

.Klinicka operacni tolerance* (“clinical operational tolerance®). Operacni tolerance je definovana jako



absence znamek poskozeni Stépu (funkénich i histologickych) u pacientl po transplantaci bez
imunosupresivni terapie vice jak 1 rok. Stav operacni tolerance po transplantaci ledviny je
popisovan relativné zfidka (<0,1%) v porovnani s vyskytem po transplantaci jater (zhruba
10% - 15%) (Martinez-Llordella et al., 2008; Martinez-Llordella et al., 2007; Roussey-Kesler et al.,
2006). V poslednich letech je predmétem klinickych studii nékolik protokoll s cilem navodit trvalé
prijeti Stépu s Zadnou nebo nizkodavkovou imunosupresi za pouZiti ozafeni, transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék, imunosuprese, pfipadné specialnich bunéénych populaci
v€etné expandovanych regulacnich T lymfocytl (Treg) (Elias et al., 2015; Girmanova et al., 2015).
Dosavadni vysledky ale zatim neumoznuji bezpecné SirSi pouZiti. Proto se hledaji nové biomarkery,
které by identifikovaly pfedtransplantacni imunitni riziko a po transplantaci v€as odhalily zaatek
imunitni odpovédi proti $tépu (markery rejekce) nebo naopak stav neodpovidavosti vici Stépu
(markery tolerance), coz by umoznilo nastavit imunosupresivni terapii dle potfeby kazdého pacienta
(individualizovana imunosuprese), Cili pfedejit tomu, aby funkce imunitniho systému byly potlageny

meéné nebo vice, nez je treba.

Stav imunitniho systému pfed transplantaci i po ni Ize hodnotit funkénimi testy, fenotypizaci
leukocytl a genovou a proteinovou expresni analyzou. Mezi funkéni testy patfi metody k detekci
anti-HLA protilatek (stanoveni panel reaktivnich protilatek (PRA), cross-match test (CM), Luminex)
a donor reaktivnich T lymfocytd (IFN-y ELISPOT). Fenotypizace leukocytd se provadi pomoci
pritokové cytometrie. Genova expresni analyza vyuziva microarray technologie a metody
kvantitativni real-time RT-PCR (qRT-PCR). K analyze proteinové exprese slouzi metoda ELISA

(enzyme-linked immunosorbent assay, enzymova imunoanalyza).



2. HYPOTEZY A CILE

Hypotézy

Predpokladali jsme, ze indukéni imunosuprese rATG vede k vzestupu poctu Treg a zménéné

expresi dalSich biomarkerU transplantaéni tolerance, které se uplatiuji v dlouhodobém pfijeti $tépu.

Stejné tak by po podani rATG mélo dojit ke zméné exprese markerl rejekce asociovanych

s T lymfocyty. Induk&ni 1éba basiliximabem (jakozto nedeplecni protilatkou zamifenou proti

receptoru pro IL-2) nemusi ovlivnit pocéty Treg, ale mlze ovlivnit expresi biomarkeru tolerance ¢i

rejekce asociovanych s T lymfocyty.

Dale jsme oCekavali, ze pfitomnost a/nebo zménéné mnozstvi nové identifikovanych biomarkert

transplantacni tolerance (&i rejekce) v periferni krvi a v biopticky ziskaném vzorku tkané ledvinného

Stépu u pacientl po transplantaci ledviny jsou spojeny s pfijetim Stépu a absenci rejekce (Ci naopak

s pfitomnosti rejekce).

Cile

Zhodnotit efekt rdzné indukéni IéEby na regulacni T lymfocyty v periferni krvi pacientd po
transplantaci ledviny a analyzovat asociaci pocta téchto bunék s kratkodobymi vysledky
transplantace. Prokazat, ze u pacientu s vy$Sim rizikem rejekce dojde po podani indukéni

terapie rATG ke zméné poctu regulacnich T lymfocytU.

Zhodnotit efekt (a pfipadny tolerogenni potencial) rizné indukéni 1éEby na expresi genu
asociovanych s toleranci €i rejekci a pocCty lymfocytarnich subpopulaci exprimujicich tyto

geny v periferni krvi pacientl po transplantaci ledviny.

Monitorovat zmény v monocytarnich subpopulacich a jejich distribuci v periferni krvi
pacientd po transplantaci ledviny lé€enych standardni imunosupresi také s ohledem na

rlzné pouzité imunosupresivni rezimy.

Zjistit, zda zmény v mife exprese genu asociovanych s operacni toleranci budou v periferni
krvi a ve Stépu pfijemcl ledviny lé€enych imunosupresi spojeny s absenci rejekce

v transplantované ledviné.



3. METODY

Studie vychazi z fedeni grantového projektu (IGA MZCR NS 10517-3/2009), jehoz cilem bylo

analyzovat rizné markery rejekce a tolerance v prospektivni observacni studii.

Pacienti a vzorky

Do studie bylo zafazeno celkem 75 pacientl, kterym byla transplantovana ledvina od zemfelého
darce v obdobi mezi zafim 2009 a listopadem 2010 v Transplantcentru Institutu klinické a
experimentalni mediciny. Pacienti byli 1é€eni podle 1é€ebného protokolu centra, ktery zahrnoval
trojkombinaci udrzovaci imunosupresivni terapie s kalcineurinovym inihibitorem (CNI, tacrolimus
nebo cyklosporin A), mykofenolatem mofetilem a kortikosteroidy, s indukéni imunosupresi €i bez ni.
Volba indukéni lé€by se fidila imunologickym rizikem pacienta. Pacienti s PRA = 50% nebo ti, ktefi
jiz v minulosti podstoupili transplantaci ledviny, byli Ié€eni 1-1.5 mg/kg/den rATG (Thymoglobulin®,
Genzyme Corporation, Cambridge, MA, USA n = 28) i.v. ve 2-7 davkach béhem prvniho tydne po
transplantaci. Pacienti s PRA 20-49% nebo ti, ktefi obdrzeli ledvinu od darce s rozSifenymi kritérii,
byli 1é€eni 2x 20 mg basiliximabu (Simulect®, Novartis, Basel, Switzerland, n = 22) i.v. a to v den
transplantace a 4 dny po transplantaci. Pacientim s PRA < 20% nebyla podana zadna induk&ni
lécba (n = 25). Vzorky periferni krve pacientl byly odebrany pfed transplantaci a 7., 14., 21., 28.,
60., 90. den a 6 a 12 mésicu po transplantaci. Skupiny pacientl se kromé zastoupeni
retransplantaci, PRA a véku darce neliSily v klinickych charakteristikach. Ze 75 pacient( 4 pacienti
podstoupili graftektomii (4., 20., 58. a 161. den po transplantaci) z divodu trombdzy v. renalis,
akutniho krvaceni po biopsii, primarni afunkce $tépu ledviny a sekundarni afunkce stépu ledviny;
dva pacienti zemfeli (56. a 80. den po transplantaci) na nahlou smrt a embolii plicnice a dva pacienti

vystoupili ze studie 14. respektive 60. den po transplantaci.

Renalni biopsie a Iééba rejekce

Renalni biopsie byly provadény z klinické indikace (pfi podezieni na rejekci) a dale u kazdého
pfijemce 90. den po transplantaci dle protokolu (,protokolarni biopsie“). Histologické nalezy byly
hodnoceny podle Banffské klasifikace zroku 2005 (17). Hraniéni zmény a T bunkami
zprostfedkovana rejekce (TCMR) stupné | a IIA byly IéCeny pulzné podavanym
methylprednisolonem v celkové davce 1,5-2 g. TCMR stupné IIB a Il a steroid-rezistentni TCMR
byly Ié€eny i.v. podavanym rATG v nejvice 10 davkach (2 mg/kg 1. den a 1 mg/kg 2.-10. den).
Protilatkami zprostfedkovana rejekce byla [é€ena vyménou plazmy a intravenéznimi imunoglobuliny

stfidavé obden béhem 10-denniho obdobi.

Pratokova cytometrie mononuklearnich bunék periferni krve

Vzorky periferni krve byly odebirany do sterilnich zkumavek s EDTA. Mononuklearni buriky
periferni krve (PBMC) byly izolovany centrifugaci na hustotnim gradientu (Lymphoprep™,

Axis-Shield, Oslo, Norway) a znaceny monoklonalnimi protilatkami (mAb) konjugovanymi
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s fluorochromy. Barveni k identifikaci FoxP3* Treg bylo provedeno pomoci soupravy Human
Regulatory T Cell Staining Kit dle doporuceni vyrobce (eBioscience, San Diego, CA, USA).
Intracelularni zna¢eni FoxP3 bylo provedeno po povrchovém znaceni liniové specifickych znaka.
Po obarveni byly vzorky zméfeny pomoci prutokového cytometru FC 500 (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA) a analyzovany za pouZiti software CxP a Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
Analyza pomoci pratokoveé cytometrie byla provadéna s alespori 100 pfipady v gate. Absolutni pocty
bunécénych populaci byly vypoc€itany z absolutnich po&td lymfocytd ¢i leukocytd zméfenych pomoci

hematologického analyzatoru Sysmex (Sysmex Corporation, Japan).

In vitro stimulace a méreni perifernich mononuklearnich bunék

Pro in vitro experiment byla pouzita periferni krev 3 zdravych dobrovolnikd (ve véku 30-55let),
bez klinickych pfiznakl nemoci, signifikantnich klinickych diagnéz a transplantace v anamnéze.
PBMC dobrovolnikl byly resuspendovany v RPMI-1640 mediu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
s pfidavkem 10% FCS (fetalni teleci sérum), L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a centrifugovany po dobu 10 min pfi 180 x g. Po té byly bunky
kultivovany v termostatu pfi 37°C v 5% CO;, v RPMI-1640 mediu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a stimulovany rATG (v koncentraci 1, 10 a 100 ug/ml), basiliximabem (v koncentraci 1, 10,
100 a 1000 ng/ml) nebo methylprednisolonem (v koncentraci 10, 100 a 1000 ug/ml). Jako negativni
kontroly byly pouzity nestimulované buriky. Burnky byly uvolnény z povrchu kultivacnich jamek
pomoci Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Zastoupeni CD14*CD16* a
CD14*CD163* monocytl bylo méfeno v duplikatech pomoci pritokového cytometru FC 500
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) v ¢ase 0, 1, 3, 6, 24, 48 a 72 hodin po stimulaci. Viabilita bunék
byla posouzena pomoci analyzatoru Vi-Cell (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

Analyza genové exprese

Pro analyzu genové exprese z krve byla odebrana periferni krev pfimo do zkumavek PAXgene
(Qiagen, Hilden, Germany). Krev byla zmrazena a skladovana pfi -20° C. RNA z plné krve byla
extrahovana pomoci soupravy PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany), tkan ziskana
renalni biopsii byla skladovana v roztoku RNAlater (Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, MO, USA)
pfi teploté -20° C nebo -80° C. Ze vzorku ledvinné tkané byla pomoci soupravy RNeasy Fibrous
Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) izolovana vysoce kvalitni celkova RNA, ktera byla
nasledné& eluovana v 30ul vody prosté na RNazu. Cistota a koncentrace RNA byly stanoveny

pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

Pro syntézu komplementarni DNA (cDNA) ze 2ug celkové RNA byla pouZita reverzni
transkriptdza SuperScript™ |l Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dle
doporuceni vyrobce. Pied reverzni transkripci byla RNA oSetfena DNazou, tak aby nasledné
syntetizovana cDNA nebyla kontaminovana genomovou DNA. Profily genové exprese 11 vybranych
genl asociovanych s toleranci €i rejekci (GZMB, PRF1, CD247, FOXP3, TCAIM (TOAG-1,



C3orf23), MAN1A1l, TLR5, MS4Al1, CD79B, TCL1A, TMEM176B) byly stanoveny pomoci
kvantitativni real-time RT-PCR za pouZiti metody 222 pro relativni kvantifikaci genové exprese
(relative quantity RQ, gRT-PCR (244%Y). Kvantifikace mRNA byla provedena v triplikatech pomoci
expresni eseje TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) a TagMan® Fast Advanced

Master Mix (Applied Biosystems) na pfistroji Prism 7900 HT Sequence Detection system (Applied
Biosystems). Pro analyzu dat byl pouzit RQ Manager 1.2. software (Applied Biosystems).

Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwart GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA), BMDP PC-90 (BMDP Statistical Software Inc., Los Angeles, CA, USA) a SPSS
20 (IBM Corporation, Somers, NY). Klinické charakteristiky skupin pacientd byly porovnavany
pomoci testu Mann-Whitney &i Kruskal-Wallis podle rozlozeni dat (testovani normality testem
Shapiro-Wilk) u kontinuélnich proménnych a x? testem u kategorickych proménnych. Pro porovnani
poctl bunék a RQ MRNA u jednotlivych skupin pacientll byla pouzita logaritmicka transformace a
parametrické testovani pomoci ANOVA pro opakovana méfeni s Bonferronino korekci C&i
s porovnanim dvou ¢asovych bodu uvnitf skupiny nebo gama regrese a zobecnény smiseny linearni
model pro opakovana méfeni s ajdustaci. Pro korelaci klinickych a cytometrickych dat byl pouzit
Spearmantv korelacni koeficient. Data byla vyjadfena jako median [min; max], absolutni pocty (n),
median a interkvartilové rozpéti, odhadnuté marginaini priméry + SEM. Rozdily byly uvazovany
jako statisticky signifikantni pfi P<0,05. Pouzité statistické metody jsou podrobnéji popsany

v originalnich znénich jednotlivych publikaci.



4. VYSLEDKY
4.1. Vliv indukéni imunosuprese na regulaéni T lymfocyty

Uvod

Predpoklada se, ze regulaéni T lymfocyty (Treg) snizuji aloimunitni odpovéd. Cilem této
oteviené prospektivni studie bylo zhodnotit efekt rizné indukéni 1éEby na Treg v periferni krvi
pacientl po transplantaci ledviny a analyzovat asociaci poctl téchto bunék s kratkodobymi vysledky

transplantace.

Metody

Polty CD4*CD25*FoxP3* Treg a CD8*CD45RA*CD62L  efektorovych T lymfocytl (Teff)
v periferni krvi byly stanovovany pomoci pritokové cytometrie u 71 prospektivné sledovanych
pfijemctl ledvinného stépu 0., 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den po transplantaci. Pacienti byli 1éCeni
trojkombinaci imunosupresivni terapie s CNI s indukci rATG (n=28), basiliximabem (anti-CD25
mAb, n=18) nebo bez indukce (n=25). Data z prutokové cytometrie byla korelovana s incidenci

rejekce.

Vysledky

V porovnani s pacienty lé¢enych bez indukce, doSlo ve skupiné s indukci rATG k expanzi
CD4*CD25'FoxP3* v ramci populace CD4* T bunék ve vSech sledovanych ¢asech od 14. dne
(P<0.001). U pacientu lé€enych basiliximabem doslo v porovnani s pacienty bez indukce v obdobi
7. az 60. den po transplantaci k signifikantnimu poklesu v poétech CD4*CD25*FoxP3* Treg
(P<0.001) a soucasné k pfechodnému objeveni CD4*CD25"""FoxP3* bunééné populace. Biopticky
potvrzena akutni rejekce se vyskytla u 16,7% pacient bez indukce, 10,7% pacientt IéCenych rATG
a u 11,1% pacientu IéCenych basiliximabem. U pacientl bez rejekce ve skupiné s basiliximabem

byl v potransplantaénim obdobi pozorovan vy$si pomér CD4*FoxP3* Treg / Teff.

Zaver a shrnuti studie

V této prospektivni studii jsme ukazali, ze indukéni lIéEba rATG byla asociovana s expanzi
CD4"CD25"FoxP3* T regulac¢nich bunék a ze lé¢ba basiliximabem vedla k pfechodnému objeveni
CD4*CD25"°""FoxP3* bunék pfi souéasném piechodném vymizeni CD4*CD25*FoxP3*. Pacienti
léCeni indukeni imunosupresivni IéCbou méli nizSi vyskyt rejekci v porovnani s pacienty bez indukce.
Trvale vy3Si pomér CD4*FoxP3*/Teff byl asociovany s nepfitomnosti rejekce po indukci
basiliximabem. Tyto nalezy naznacuji mozné dalSi mechanismy podilejici se na protirejekCnim

pusobeni rATG a basiliximabu.
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4.2. Vliv indukéni imunosuprese na expresi gent asociovanych s toleranci a rejekci

Uvod

Indukéni terapie muze zlepSit vysledky renalni transplantace, ale jen malo je znamo
o mechanismech zodpovédnych za jeji efekt. Cilem této studie bylo zhodnotit efekt riizné indukéni
IéCby na expresi genu asociovanych s toleranci Ci rejekci a pocty lymfocytarnich subpopulaci

v periferni krvi pacientl po transplantaci ledviny.

Metody

V periferni krvi 60 pfijemcl transplantované ledviny byla prospektivné monitorovana relativni
mnozstvi (RQ) mRNA genu asociovanych s toleranci nebo rejekci (CD247, GZMB, PRF1, FOXP3,
MAN1Al, TCAIM, a TLR5) a lymfocytarni subpopulace (CD3*, CD4* a CD8* T lymfocyty,
CD4*FoxP3* Treg a NK bunriky) pred transplantaci a 7., 14., 21., 28., 60., 90. den a 6 a 12 mésicu
po transplantaci. Protoze basiliximab maze vést k down-regulaci znaku CD25 (Vondran et al., 2010;
Wang et al., 2009) nebo interferovat s nékterymi klony anti-CD25 mAb uzivanych pro prutokovou
cytometrii (Abadja et al., 2010), byly v této studii Treg definovany jako CD4*FoxP3*. Pacienti byli
Ié€eni trojkombinacéni imunosupresi zalozené na CNI a indukci rATG (n=24) &i basiliximabem (n=17)
nebo bez indukce (n=19). Pro statistickou analyzu byl pouzit zobecné&ny smiSeny linearni model pro

opakovana mérfeni s adjustaci na rejekci, vék darce a pfijemce a opozdény rozvoj funkce.

Vysledky

Indukéni IéEba rATG vedla k depleci vSech sledovanych T buné&nych subpopulaci a NK bunék
béhem 7 dni po podani. Nasledovala pomala repopulace béhem 12-mési¢niho sledovani. Stejné
tak byl po rATG pozorovan pokles hladin exprese gent CD247, FOXP3, GZMB a PRF1 béhem
7 dni po transplantaci s naslednym vzestupem smérem k pfedtransplantacnim hodnotam.
Ve skupiné s indukci basiliximabem byly pozorovany vyssi exprese gent CD247, GZMB, FOXP3 a
TCAIM a vysS8i poCty CD4*FoxP3" Treg nez ve skupiné bez indukce. Ve skupiné s indukéni [é€bou
rATG byly pozorovany vyssi exprese genl MAN1A1 a TLR5, zatimco exprese genu TCAIM byly

v této skupiné nizsi v porovnani se skupinou pacientl bez indukce.

Zavér a shrnuti studie

V této oteviené prospektivni studii byla indukéni IéCba rATG kratce po transplantaci spojena
s poklesem transkriptd asociovanych s T a NK burfikami a s up-regulaci dvou transkriptd
asociovanych s rejekci (MAN1A1 a TLR5). Vy3Ssi exprese rejekénich gend, které jsou exprimovany
i jinym burikami nez jsou lymfocyty podléhajici depleci rATG, mohou ve skupiné s rATG lécbou
odrazet jiz predtransplatané zvysSené riziko rejekce u téchto pacientl. Indukéni lécba
basiliximabem byla asociovana se zvySenim absolutnich poétd CD4*FoxP3* regulaénich T bunék a
vysSi hladinou exprese genll dvou genl asociovanych s toleranci, FOXP3 a TCAIM, coz mlze

naznacovat protektivni potencial Ié¢by basiliximabem.
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4.3. Subpopulace monocytt po transplantaci ledviny

Uvod

Monocyty predstavuji heterogenni populaci bunék dale rozdélenou podle stupné exprese
membranovych antigent/znaku. Prozanétliva (intermedialni/neklasicka) subpopulace monocytu je
definovana expresi znaku CD16. Zatimco znak CD163 se zda byt charakteristicky preferen¢né
exprimovan imunosupresivnimi monocyty. Cilem nasi studie bylo monitorovat zmény v perifernich
subpopulacich monocytll v ¢asné fazi po transplantaci ledviny s ohledem na rlzné pouzité

imunosupresivni rezimy.

Metody

V periferni krvi 71 prospektivné sledovanych pfijemct ledvinného $tépu a 20 zdravych
dobrovolnikd byly monitorovany subpopulace monocyti pomoci pritokové cytometrie. Pacientiim
byly odebirany vzorky krve pfed transplantaci a 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den a 6 a 12 mésicu po
transplantaci. Pacienti byli 1é€eni trojkombinaci imunosupresivni terapie s CNI a indukci rATG
(n=28), basiliximabem (n=18) nebo bez indukce (n=25). Pro in vitro experiment byly pouzity
izolované PBMC, které byly stimulovany rlznymi koncentracemi rATG, basiliximabu nebo
methyprednisolonu. Zastoupeni CD14*CD16* a CD14*CD163" monocytd bylo hodnoceno

pritokovou cytometrii pfed stimulaci a v €asovych odstupech po stimulaci (0, 3, 6, 24, 48 a 72 hod).

Vysledky

Fenotypy monocytl zastoupené v periferni krvi byly analyzovany pratokovou cytometrii
v definovanych €asech. Relativni pocty perifernich CD14*CD16" monocytu se snizily okamzité po
transplantaci a indukéni 1éCba basiliximabem &asteCné oslabila tento trend. Poéty CD14*CD16*
monocytl se priblizily k bazalnim hodnotdm dva mésice po transplantaci. Relativni podty
CD14CD163* monocytl byly pfechodné zvySeny kratce po transplantaci a zustaly vysSi béhem
prvniho mésice po transplantaci u vétSiny pacientt. U pacientl Ié€enych rATG indukci byla expanze
CD14*CD163" opozdéna, ale trvala déle. In vitro experimenty ukazaly pfimy efekt rATG a
methylprednisolonu na expresi molekul CD16 a CD163, zatimco basiliximab fenotyp kultivovanych

monocytlt neovlivnil.

Zavér a shrnuti studie

Z nasSich vysledkd usuzujeme, Ze transplantace ledviny je spojena se zmé&nou monocytarnich
subpopulaci CD14*CD16" a CD14*CD163* a je Castecné ovlivnéna pouzitym imunosupresivnim
rezimem. Pocet perifernich CD14*CD16" a CD14*CD163" monocytd by se mohl stat jednim
z potencialné perspektivnich ukazateld ke zhodnoceni imunitni odpovédi u pacientd po
transplantaci ledviny. Indukce imunosupresivnich CD14*CD163* monocytl a potlaéeni
prozanétlivych intermedialnich/neklasickych CD14*CD16* monocytt by mohla hrat protektivni tlohu

v Casné fazi po transplantaci ledviny.
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4.4. Biomarkery tolerance spojené s funkci B lymfocytt

Uvod

Nedavno byly identifikovany tzv. molekularni podpisy (“molecular signatures®) u pacientd
s operacéni toleranci s dlouhodobé fungujicim ledvinnym Sté€pem bez nutnosti imunosupresivni
|é¢by. Zatim je ale jen malo znamo o expresi téchto genl asociovanych s toleranci u pacientl se
stabilni funkci $tépu, ktefi setrvavaji na imunosupresivni 16éEbé. Tato prace byla uplné prvni, ktera
validovala pozorovani od pacientl s operacéni toleranci (bez imunosupresivni Ié¢by) v prospektivni

kohorté nemocnych Ié€enych standardni imunosupresi.

Metody

V této prospektivni studii byly v periferni krvi méfeny expresni profily osmi vybranych genu
rozdilné exprimovanych v krvi pacientl s operacni toleranci (MS4A1l, CD79B, TCL1A, TMEM176B,
FOXP3, TCAIM (dfive TOAG-1), MAN1A1, a TLR5) a poéty CD45*CD19*CD3" B lymfocytl u 67
pfijemcl transplantované ledviny pfed transplantacia 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den a 6 a 12 mésicu
po transplantaci. Exprese téchto gent byla dale hodnocena v renalni tkani ziskané biopsii Stépu.
Expresni profily a pocty B lymfocytll byly porovnany mezi skupinami pacientd rozdélenych dle
bioptickych nalezt béhem jednoro€niho sledovani: s akutni rejekci (klinickou ¢i subklinickou, n=14),
s hrani€énimi zménami (n=20) a bez rejekce (n=33). Pro statistickou analyzu longitudinalnich dat byl
pouZzit zobecnény smiSeny linearni model pro opakovana méfeni s gama regresi a s adjustaci na

pouzitou indukéni terapii; pro analyzu dat z biopsii byl pouzit Kruskal-Wallistv test.

Vysledky

V prabéhu sledovani byly pozorovany signifikantné vy8Si pocty perifernich B lymfocytu
u pacientl bez rejekce a pacientl s hrani¢nimi zménami v porovnani s pacienty s rejekci. Exprese
genl MS4A1 (CD20), TCL1A, CD79B, TCAIM a FOXP3 byly signifikantné vysSi u pacientd bez
rejekce a s hrani€nimi zménami v porovnani se skupinou s rejekci. Nejvyssi rozdily byly pozorovany
béhem prvnich 3 mésicu. Naopak TMEM176B (TORID) byl up-regulovan ve skupiné s rejekci.

Ve Stépech byly nejvyssi exprese TCAIM pozorovany u pacientl bez rejekce.

Zavér a shrnuti studie

Nase pozorovani naznaduiji, ze ,B bunécny podpis“ znamy od pacientl po transplantaci ledviny
s operacni toleranci bez nutnosti imunosupresivni [€Cby, je také spojen s kontrolovanou aloimunitni
odpovédi u pacientl po transplantaci ledviny na standardni imunosupresi. Pokud je nam znamo, je
tato prospektivni observacni studie prvni, ktera validovala asociaci a domnélou protektivni roli gen(
spojenych s toleranci a funkci B lymfocytl u pacientt po transplantaci ledviny, ktefi jsou jesté [éCeni
standardni imunosupresivni terapii. Zda tato pozorovani budou tvofit zaklad pro jednodussi a

viev s

provedeni prospektivnich intervencnich studiich zaloZzenych na biomarkerech.
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5. DISKUZE

Pokud je nam znamo, jako prvni jsme hodnotili a prokazali vliv rdznych indukénich
imunosupresivnich 1€kl na pocty regulacnich T lymfocytd a expresi molekularnich markert
asociovanych s rejekci Ci toleranci u pfijemcu transplantované ledviny in vivo. Také jsme jako prvni
validovali asociaci a predpokladanou protektivni roli genll asociovanych s toleranci a s funkci
B lymfocytl u pacientt po transplantaci ledviny, ktefi byli IéCeni standardni imunosupresivni terapii.
Dale jsme ukazali, ze v Casné fazi po transplantaci ledviny dochazi ke zmé&nam v perifernich
subpopulacich monocytl také s podilem pouzitych imunosupresivnich rezimu. Vysledky nasi studie
prokazaly, ze pacienti Ié€eni rATG a basiliximabem méli snizenou incidenci akutni rejekce v prvnich

3 mésicich po transplantaci.

V nasich studiich jsme zjistili, ze po indukci rATG doSlo v periferni krvi pacientl po transplantaci
ledviny k hluboké depleci T lymfocytGt a NK bunék a k poklesu exprese genu vyhradné
exprimovanych témito burfikami. Zaroven v§ak doslo k vyrazné expanzi Treg v CD4* kompartmentu.
Indukce rATG byla navic kratce po transplantaci spojena s pfechodnou up-regulaci dvou transkriptt
asociovanych s rejekci (MAN1A1l a TLR5).

Na davce zavisly deple¢ni uCinek rATG na T a NK lymfocyty byl zdokumentovan v fadé studii
(Hadaya et al.,, 2010; Kho et al.,, 2012; Sageshima et al., 2011; Sewgobind et al., 2009;
Vacher-Coponat et al., 2006), ale velmi malo je znamo o zménach hladin transkript vlivem rATG
IéCby (Simon et al., 2003). V nasi studii jsme po indukci rATG popsali ¢asné po transplantaci
hluboky pokles genl asociovanych s toleranci €i s rejekci (lwase et al., 2011; Li et al., 2001; Louis
et al., 2006; Simon et al., 2003), které jsou vyhradné exprimované T a NK bufikami (CD247, GZMB,
PRF1 a FOXP3). Hluboky pokles expresi téchto genl nasledovany postupnym vzestupem smérem

k pfedtransplantaénim hodnotam odpovidal depleci a repopulaci zminénych bunéénych populaci.

Po indukci rATG jsme dale pozorovali pfechodnou up-regulaci gend MAN1A1 a TLR5. Studie
konsorcia The Indices of Tolerance identifkovala Ffadu marker(, které umoznily u pFijemcu
transplantované ledviny spolehlivé rozliSit pacienty s operacni toleranci bez potfeby imunosuprese
a pacienty s chronickou rejekci (Sagoo et al., 2010). U pacientu s operacni toleranci byla exprese
TLRS5 (jako jednoho z 10 odliSné exprimovanych gent) niz8i a podil FOXP3 k a-1,2-manozidaze
vysSi v porovnani s pacienty s pacienty s chronickou rejekci (Sagoo et al., 2010). Pacienti, ktefi
prodélali chorobu $tépu proti hostiteli, méli zvySenou expresi TLR5 v periferni krvi a [é€ba pfenosem
Treg redukovala tuto expresi a predeSla chorobé (Sawitzki et al., 2014). Pfestoze byly rozdily
v expresi TLR5 v na8i studii statisticky signifikantni, klinicka vyznamnost tohoto nalezu je sporna.
Nicméné, vysSi exprese rejekCnich genu ve skupiné s indukci rATG by mohl odrazet jiz

predtransplantacné zvysené riziko rejekce u téchto pacientu (pacienti s PRA = 50%).

V nasi studii doSlo po induk&ni 1éEbé rATG k vzestupu relativnich poéta CD4*CD25*FoxP3* Treg

in vivo, coz naznacuje expanzi indukovanou rATG, popsanou dfive in vitro Lopezovou et al. (Lopez
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et al., 2006) a Fengem et al. (Feng et al., 2008) a je konzistentni s praci Gurkana et al. (Gurkan et
al., 2010), ktery u T lymfocytl s Treg fenotypem popsal jak periferni expanzi, tak novou migraci
z thymu navozenou podavanim rATG. Studie jak in vitro (Feng et al., 2008; Lopez et al., 2006;
Sewgobind et al., 2010) tak in vivo (Sewgobind et al., 2009) prokazaly, Zze rATG ovlivnil pocty
CD4°CD25" Treg nikoliv vSak jejich funkci.

U pacientd s indukéni lécbou basiliximabem jsme pfechodné detekovali populaci bunék
CD4*CD25"""FoxP3*, nepfitomnou pfed transplantaci. Souasné byly CD4*CD25*FoxP3* Treg
prakticky nedetekovatelné €i vyrazné sniZzené oproti pfedtransplantacnim hodnotam. Po indukéni
IéCbé basiliximabem byla popsana sniZzena hustota exprese CD25 molekuly mechanismem
internalizace nebo odstépeni (Vondran et al., 2010; Wang et al., 2009). In vitro studie vSak ukazaly,
Ze basiliximab muze branit detekci CD25 znaku pomoci anti-CD25 mAb vyuzivanych v pratokové
cytometrii, které se vazou na stejny epitop molekuly CD25 (Vincenti et al., 1997). Sest z osmi b&zné
pouzivanych klond anti-CD25 mAb in vitro interferovalo s basiliximabem (Abadja et al., 2010). Nase
dopliujici in vivo studie ukazala, ze zadny ze tfech pouzitych klond se nevazal na cirkulujici Treg
v pfitomnosti basilximabu (Sekerkova et al., 2012). Pozorovani CD4*CD25"°"-FoxP3* populace
kompetici basiliximabu a anti-CD25 mAb pouzitou pro detekci bunék pratokovou cytometrii.
Vzhledem ktémto nalezim jsme dale Treg definovali jako CD4*FoxP3* Absolutni pocty
CD4"FoxP3*Treg byly po indukci Basiliximabem pfechodné& zvySené coz je v souladu s nalezy
Bluestone et al. (Bluestone et al., 2008). Jiné prace vS8ak tento nalez nepotvrdily (Bouvy et al., 2014;
de Goer de Herve et al., 2010).

Lécba basiliximabem byla dale spojena se zvySenou expresi gentt FOXP3 a TCAIM. TCAIM byl
vysoce exprimovan bé&hem experimentalniho navozeni a trvani tolerance k darcovskym
aloantigenm in vivo, coz vedlo k pfijeti $tépl ledviny u potkan( a srdce u mysi; jeho exprese
poklesla v periferni krvi a ve §tépu pfed tim, nez doslo k rejekci Stépu (Sawitzki et al., 2007). Tato
down-regulace nastala v burikach infiltrujicich $tép a po T bunééné aktivaci in vitro (Sawitzki et al.,
2007). Vzestup exprese mRNA TCAIM byl popsan také po podani regulacnich makrofagl
pacientim pred transplantaci ledviny od Zijiciho darce (Hutchinson et al., 2011). V potkanim modelu
transplantace ledviny byla exprese TCAIM dramaticky redukovana u neléenych pfijemcli a
u pfijemcu po prenosu donor-specifickych pamétovych bunék (Siepert et al., 2012). Nedavno bylo
prokazano, Ze protein TCAIM inhiboval spontanni vyvoj pamétovych a efektorovych T lymfocytd,
které jsou nezbytné pro rozvoj rejekce alogenniho $tépu (Schumann et al., 2014). FOXP3 je hlavni
transkripCni faktor Treg (Bluestone, 2011). Hladiny jeho transkript byly vy$8i u pacientd s operacni
toleranci nebo stabilni funkci $t€pu na imunosupresi v porovnani s pacienty s chronickou rejekci
(lwase et al., 2011; Louis et al., 2006). Vyssi exprese FOXP3 a TCAIM v nasi studii spolu s vySSimi

pocty Treg po indukci basiliximabem mohou naznacovat protektivni potencial této Iécby.
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Predpoklada se, Ze nerovnovaha v poméru Treg/Teff mGze mit vliv na osud $tépu (Zheng et al.,
2003). V nasi studii jsme tuto hypotézu potvrdili pouze u pacientd po indukci basiliximabem, coz
muze byt vysvétleno faktem, Ze v8echny akutni rejekce v rATG skupiné byly zprostfedkované
protilatkami. Nase pfedchozi vyzkumy naznacuji rozdil v imunitni regulaci ABMR a TCMR (Viklicky
et al., 2010). Podobné studie metodou microarray odhalily kvantitativné specifické exprese molekul
a skupiny transkriptd specifickych pro patogenezi T lymfocyty a protilatkami zprostfedkované
rejekce transplantované ledviny (Halloran et al., 2010). V na8i studii jsme pozorovali trend k vy$8im
pfedtransplantaénim relativnim pocétim Teff u pacientd bez indukce, ktefi prodélali tézkou
steroid-rezistentni rejekci. Navzdory malému poctu pacientd muze toto pozorovani podporovat
nalezy jiné prace, ktera ukazala, ze vyS8sSi predtransplantacni hodnoty Teff byly asociovany

s nepriznivymi vysledky (Egawa et al., 2009).

Vysledky na$i studie monocytarnich subpopulaci u pacientt po transplantaci ledviny svéd¢i pro
to, ze u téchto pacientl dochazi po transplantaci k posunu v zastoupeni CD14*CD16" a
CD14*CD163" monocytll a ze jsou tyto zmény Caste€né ovlivnény pouzitym imunosupresivnim
rezimem. Béhem prvniho tydne po transplantaci bylo zastoupeni intermedialnich/neklasickych
CD14*CD16" snizeno, coz by mohlo byt zplsobeno jejich pfesunem do §tépu nebo jejich selektivni
deleci. Ta se zda byt vice pravdépodobna, protoze je tato subpopulace starnouci (Merino et al.),
coz nepfimo naznacuje, ze muze byt vice citliva k agresivnimu prostfedi ,cytokinové boure“ spojené
s ischemicko-reperfuznim poskozenim transplantované ledviny. Pocate¢ni poéty CD14*CD16*
monocytl pfed transplantaci byly vySSi nez u zdravych kontrol, coz odrazi kone¢né stadium

onemocnéni ledvin (Rogacev et al.).

Dale jsme pozorovali vliv riznych Ié€ebnych imunosupresivnich rezimd na po¢ty monocytarnich
subpopulaci. U pacientll bez indukce a pacientd s indukci rATG doslo k signifikantnimu poklesu
poctu CD14*CD16* monocytl béhem prvniho tydne po transplantaci, zatimco u pacientt lé€enych
basiliximabem do$lo jen k mirnému poklesu dva tydny po transplantaci. V in vitro experimentu jsme
prokazali pfimy vliv rATG na pokles CD14*CD16" monocyt(l, basiliximab tuto subpopulaci in vitro
neovlivnil. Vysvétleni této odliSné bunééné odpovédi mlze spocivat v riznych mechanismech
pusobeni rATG a basiliximabu. Polyklonalni rATG vede k okamzité, na T lymfocyty cilené, depleci
se zfejmym vlivem i na dalSi imunitni bufiky, zatimco basiliximab se vaze na a-fetézec IL-2R (CD25)
na povrchu aktivovanych T lymfocytd, které pak nejsou schopny navazat IL-2. Léba basiliximabem
ovliviiuje pfedevsim IL-2 a T lymfocyty zprostfedkovanou imunitni odpovéd a pravdépodobné nema

pfimy vliv na monocyty (Vincenti, 2005).

Casné zvySeni exprese CD163 znaku mizZe byt vysledkem lé&by kortikosteroidy, které jsou
soucasti standardnich imunosupresivnich rezimu. Indukce exprese CD163 vlivem glukokortikoidu
jiz byla dfive popsana (Maniecki et al., 2006) a nase in vitro data potvrdila ¢asnou expresi CD163
na monocytech v odpovédi na methylprednisolon. Kromé& zvysSeni poctu monocytl exprimujicich

CD163 vedla stimulace methylprednisolonem také ke zvySeni hustoty exprese CD163 na bunétném
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povrchu. Opozdéné navozeni exprese CD163 u pacientl Ié¢enych rATG bylo pfekvapivé spojeno
s prodlouzenim exprese tohoto znaku a muze byt dusledkem regulace jinymi indukovanymi
burikami, protoZe trvalo 3 mésice po poslednim podani rATG. Poc¢atecni pocty CD14*CD163*
monocytl se neliSily od hodnot u zdravych kontrol. Sou€asné se vzestupem pocti CD14*CD163*
subpopulace jsme pozorovali snizeni celkovych krevnich monocytl jeden tyden po transplantaci
u pacientt l1é¢enych rATG. Bylo prokazano, ze rATG indukuje apoptézu monocytu (Grullich et al.,
2009). Da se predpokladat vliv rATG na funkci monocytl vEetné exprese povrchovych markerd a

produkce cytokinu.

V nasi studii jsme dale s ohledem na osud $tépu béhem jednorocniho sledovani pacientl po
transplantaci ledviny Ié€enych standardni imunosupresi hodnotili pocéty perifernich B lymfocytl a
exprese genu, které byly rozdilné exprimovany v krvi pacientl s operacni toleranci. Z nasSich dat
vypliva dikaz o zvySené imunoregulaci u pacientll bez rejekce v porovnani s pacienty s akutni
rejekci. Prijemci $tépu, ktefi neprodélali akutni rejekci béhem prvniho roku po transplantaci, méli
trvale zvySené exprese FOXP3 a stejné tak pomér FOXP3/MAN1AL v periferni krvi. Podobné byla
u téchto pacientd v pribéhu sledovani konstantné zvysena exprese TCAIM. Zaroven byla exprese
tohoto genu snizena béhem akutni rejekce v Casném potransplantaénim obdobi snizena, coz

naznacuje, Ze by uloha tohoto makeru méla byt dale klinicky validovana.

Nedavno bylo ukazano, ze slozeni B lymfocytarniho kompartmentu je urcujici pro osud $tépu;
naivni a transitorni B lymfocyty byly asociovany s dlouhodobou funkci Stepu a operaéni toleranci,
zatimco pamétové B lymfocyty s omezenym prezitim $tépu a rejekci (Heidt et al., 2011; Kirk et al.,
2010; Sagoo et al., 2010). My jsme pozorovali vy$Si pocty B lymfocytu u pacientli bez rejekce a
s hrani¢nimi zmé&nami v porovnani s pacienty s akutni rejekci. Dale jsme potvrdili klinickou
dalezitost markert operaéni tolerance spojenych s funkci B lymfocytll v pribé&hu jednoho roku po
transplantaci u pacientt Ié€enych standardni imunosupresi. Ve studii konsorcia Indices of Tolerance
(Sagoo et al., 2010) byly pomoci microarray identifikovany geny CD79B, MS4A1 (CD20) a TCLAL
mezi celkem 10 geny, které nejlépe odliSuji pacienty s operacni toleranci od ostatnich skupin
pacientl. Transkripty gent TCL1A, CD79B, MS4A1l byly zvySené exprimovany v krvi pacientl
s operacni toleranci bez imunosupresivni IéEby v porovnani s pacienty se stabilni funkci ledvinného
Stépu (Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010) &i s pacienty s intersticialni fibrézou a tubularni atrofii
(Brouard et al., 2007). VSechny tfi vySe zminéné Siroce citované studie (Brouard et al., 2007; Newell
et al., 2010; Sagoo et al., 2010) hodnotily pacienty s operacni toleranci s dlouhodobé fungujicimi
Stépy, ale analyza tolerantnich markerd u pacientl v ¢asném potransplantacnim obdobi, kdy jsou
pacienti jeSté 1éCeni vysokodavkovou imunosupresi a béhem akutni rejekce zatim chybéla. Nase

prospektivni studie tak nabizi novy pohled na problematiku tolerance.

V nasi studii jsme pozorovali vy$Si exprese gent CD79B, MS4A1 a TCL1A v periferni krvi
pacientd s dobrym osudem $tépu béhem obdobi sledovani. Gen CD79B, kdduje transmembranovy

protein, ktery je souc€asti komplexu antigenniho receptoru B lymfocytl. Nejvyraznéjsi rozdily
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v genové expresi byly u geni MS4A1 a TCL1A. MS4A1 (CD20) je transmembranovy protein
exprimovany na zralych i nezralych B lymfocytech. Fyziologicka exprese onkoproteinu TCL1A
(T-cell leukemia/lymphoma 1A) je limitovana na ¢asna vyvojova stadia bunék (v€etné imunitnich) a
jeho exprese byla signifikantné zvySena u naivnich B lymfocytl a lymfocytl s prodlouzenym
prezitim (Noguchi et al., 2007; Tabrizi et al., 2009). Exprese tohoto proteinu byla nejvyssi
u nezralych B lymfocytd a nizka nebo zcela chybéjici u zralych B lymfocytu (Kuraishy et al., 2007).
V nasi studii byly v periferni krvi nékolik mésicu po transplantaci up-regulovany geny asociované

S naivnimi nezralymi B lymfocyty.

Rok po publikovani nasi prace ukazujici asociaci markert tolerance spojenych s funkci
B lymfocytl s dobrym osudem $tépu potvrdil nase zavéry Heidt et al., ktefi vySetfili exprese stejnych
markert u nemocnych s probihajici rejekci (Heidt et al., 2014). Je tak mozno soudit, Ze exprese
TCL1 a vysSi zastoupeni transientnich B bunék v periferii pfedstavuji prognosticky pfiznivy fenotyp.
Tito nemocni by pak nemuseli byt vystaveni standardni imunosupresi, ktera je pro né vlastné

nadmeérna.

Domnivame se, Ze nové biomarkery tolerance predstavuji nadéji pro budouci potransplantacni

sledovani, ale jejich uziteCnost musi byt validovana v prospektivnich klinickych studiich.
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6. ZAVERY

Indukéni 1éCba rATG byla asociovana s expanzi CD4*CD25*FoxP3* T regulanich bunék.
Lécba basiliximabem vedla k pfechodnému objeveni se CD4*CD25"°"-FoxP3* bunék pfi
sou¢asném prechodném vymizeni CD4*CD25'FoxP3*. Pacienti 1é€eni indukéni
imunosupresivni léCbou méli nizSi vyskyt rejekci v porovnani s pacienty bez indukce. Trvale
vy8Si pomér CD4*FoxP3* Treg k CD8*CD45RA*CD62L  Teff byl asociovany s nepfitomnosti
rejekce po indukci basiliximabem. Tyto nalezy naznacuji mozné dal$i mechanismy podilejici

se na protirejkEnim plsobeni rATG a basiliximabu.

Indukéni 1é&ba rATG byla kratce po transplantaci spojena s poklesem T a NK bunék a
transkriptt asociovanych s T a NK burikami a s up-regulaci dvou transkriptl asociovanych
s rejekci (MAN1A1 a TLR5). Vys$Si exprese téchto dvou rejekénich genu ve skupiné s rATG
lé€bou mohou odrazet jiz predtransplatacné zvysSené riziko rejekce u téchto pacientd.
Indukéni 1éCba basiliximabem byla asociovana se zvySenim absolutnich poctl Treg a
zvySenou hladinou exprese genu FOXP3 a TCAIM, coz mlze naznaCovat protektivni

potencial &by basiliximabem.

Transplantace ledviny je spojena se zménou monocytarnich subpopulaci CD14*CD16* a
CD14*CD163" a je cCasteCné ovlivnéna pouzitym imunosupresivnim reZimem. Pocet
perifernich CD14*CD16" a CD14*CD163" monocytl by se mohl stat jednim z potencialné
perspektivnich ukazatell ke zhodnoceni imunitni odpovédi u pacientl po transplantaci
ledviny. Indukce imunosupresivnich CD14*CD163* monocytl a potlaceni prozanétlivych

CD14*CD16"* monocytl by mohla hrat protektivni Ulohu v asné fazi po transplantaci ledviny.

V prabéhu sledovani byly u pacientd bez rejekce a pacientd s hrani€nimi zménami
pozorovany signifikantné vySsi pocty perifernich B lymfocytl a exprese genu spojenych
s funkci B lymfocytd (MS4A1 (CD20), TCL1A, CD79B) a dale TCAIM a FOXP3 v porovnani
s pacienty s rejekci. Ve Stépech byly nejvySSi exprese TCAIM pozorovany u pacientl bez
rejekce. NaSe pozorovani naznacuji, ze ,B bunécny podpis® znamy od pacientd po
transplantaci ledviny s operacni toleranci bez nutnosti imunosupresivni IéCby, je také spojen
s kontrolovanou aloimunitni odpovédi u pacientl po transplantaci ledviny na bézné

imunosupresivni |&éCbé.
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7. CONCLUSIONS

The rATG induction therapy was associated with the expansion of CD4*CD25*FoxP3*
regulatory T cells. Basiliximab caused a transient appearance of CD4*CD25"°""FoxP3* cells
and concurrently a transient disappearance of CD4"CD25*FoxP3*. Patients treated with
induction therapy had lower incidence of rejection compared to patients with no induction.
Sustained high CD4"FoxP3* Treg / CD8"CD45RA*CD62L" Teff ratios were associated with
absence of rejection after basiliximab induction. These findings suggest possible additional
mechanisms participating on anti-rejection action of rATG and basiliximab.

The rATG induction therapy was associated with an intense reduction in all T cell type
population and NK cells and profound decreases of T and NK cell-related transcripts and
with the up-regulation of two rejection-associated transcripts (MAN1A1A and TLR5) in the
early post-transplant period. Higher expression of these two rejection genes could reflect
higher pre-transplant risk in these patients. Basiliximab induction was associated with
increased absolute number of Treg cells, and increased expression of tolerance associated

markers FOXP3 and TCAIM which could indicate a protective potential of basiliximab.

Kidney transplantation is associated with modulation of CD14*CD16" and CD14*CD163*
monocyte subpopulations partially affected by an immunosuppressive regimen used.
The number of peripheral CD14*CD16* and CD14*CD163" monocytes might be one of new
potentially perspective laboratory parameters to evaluate immune responses in kidney
transplant recipients. The induction of immunosuppressive CD14*CD163" monocytes and
down-regulation of proinflammatory CD14*CD16" monocytes might play a protective role in
the early phase after kidney transplantation.

A significantly higher number of peripheral B cells and expressions of B-cell-related genes
(MS4A1, TCL1A, CD79B), TCAIM and FOXP3 were observed during follow-up in
rejection-free patients and in patients with borderline changes as compared to rejection
group. Highest intragraft expression of TCAIM was observed in rejection-free patients. These
observations suggest that “B-cell signatures”, known from drug-free tolerant patients without
any immunosuppression, are also associated with controlled alloimmune response in kidney

transplant recipients on standard immunosuppression therapy.
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