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Transplantace organil je nékdy jedinou mozZnosti jak zachranit lidsky Zivot pacienta.
Plati to pro ty organy, jejichz funkci neumime nahradit umélou cestou. Nejvétsim
nedofeSenym problémem transplantaci je odhojovaci reakce, kterd je indukovana v téle
piijemce. Ustiedni ulohu v iniciaci poskozeni §t&pu sehravaji rozdily mezi HLA
antigeny darce a pijjemce. Usp&nost alogennich transplantaci ovliviuje
imunosupresivni terapie. Mezi nejvice pouzivana imunosupresiva patii kortikosteroidy,
tacrolimus, ktery nahrazuje cyklosporin A (kvtli jeho vedlejsim u¢inktim) a kyselina
mykofenolova nahrazujici 1é€bu azatioprinem. Cilem imunosupresivni 1écby je sniZit
riziko akutni rejekce transplantatu, kdy je predevS§im nutné selektivnim zplsobem
zamezit aktivaci T a B lymfocytd, které jsou hlavnimi nositeli imunitni odpovédi na cizi
antigeny a vlastné¢ hlavni pfi¢inou odhojovani transplantitu a reakce Stépu proti
hostiteli. Na druhé stran¢ by imunosupresi nemély byt tlumeny bunky nespecifické
imunity. Vyznamné by bylo zavést do praxe takové metody, které by umozZnily
redukovat nebo dokonce vysadit imunosupresi, aniz by doslo k ohrozeni stépu rejekci.
V soucasné dob¢ jsou provadény ruzné studie pravé s touto problematikou, tak se snad

V budoucnosti podafi tento problém vytesit.
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Organ transplantations are in some occassions the only possibility to save the patient’s life. It
applies especially for organs where the function cannot be restored artificially. The biggest
unsolved problem of transplantations is the rejection reaction induced in the recipient body. The
differences between the HLA antigens of donor and recipient play the key role in the initiation
of the graft injury. The success of allogenic transplantations is influenced by the
immunosuppressive therapy. Among the most frequently used immunosuppressives are
corticosteroids, tacrolimus replacing cyclosporin A (due to its adverse effects), and
mycophenolate mofetil replacing the treatment by azathioprin. The aim of the
immunosuppressive therapy is to decrease the risk of acute graft rejection where it is necessary
to selectively inhibit the activation of T and B lymphocytes which are the main carriers of
immune response against foreign antigens and thus the main reason of graft rejection and graft
versus host reaction. On the other hand, the immunosuppression should not affect the cells of
nonspecific immunity. It might be important to introduce into clinical practice such methods
which enable to reduce or even discontinue the immunosuppresion without the risk of graft
rejection. Recently, several studies targeting this problem are in progress and, hopefully, will

solve it in the future.
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Uvod

Imunosupresiva jsou chemicky rtiznorodé¢ latky pusobici na rozdilnych stupnich rozvoje
imunitni reakce, pficemz inhibuji u¢innéji primarni nez sekundarni faze imunitni
odpovédi. Cilem imunosupresivni 1é¢by je zejména preruSeni nezadouci aktivace T a B
lymfocytt, které jsou hlavnimi nositeli imunitni odpovédi na cizi antigeny. Naopak
bunky zodpovédné za nespecifickou imunitni odpovéd jako polymorfonukleary,
monocyty/makrofagy a NK (natural killer) bunky by mély byt imunosupresi potlaceny
co nejméng.

Vyznamny rozvoj imunosupresivni terapie je t€sné spojen s oborem transplantologie.
Imunosupresivni 1écba po transplantaci ma zpocatku minimalizovat riziko akutni
rejekce a ndsledného vulnerabilniho obdobi, v pozdéjSich fazich pak udrzovaci

imunosupresivni 1écba pusobi profylakticky antirejekcné.

Dale jsou imunosupresiva pouzivana u poruch imunity zplsobenych patologickou
reaktivitou na wvnitini antigeny, tedy u autoimunitnich onemocnéni, a u nékterych
zavaznych projevi alergie. Nezanedbatelné je vyuziti imunosupresiv v hematoonkologii

a v kardiologii, ¢i Siroké pouziti monoklonalnich protilatek v diagnostice 1 1é¢bé.

Na druhé stran¢ imunosupresivni 1écbu provazi celé spektrum nezadoucich ucinkt.
Vyrazna inhibice T a B lymfocyti je spojena s moZznym rozvojem virovych,
mykotickych a protozoarnich onemocnéni a s vy$$im vyskytem malignit, zejména

lymfoproliferaci.

Imunosupresivni 1é€bu provazi také celd fada nezadoucich ucinkli neimunitniho
puvodu. Napf. neZadouci ucinky kalcineurinovych inhibitord zahrnuji hypertenzi,
hyperlipidemii a nefrotoxicitu, spole¢né s kortikosteroidy i diabetogenni u¢inek. Vétsina
antiproliferativnich latek je do urcité miry hepatotoxicka, podavani rapamycinu vede u

20% pacientt k trombocytopenii atd.

Imunosupresiva dnes piedstavuji dynamicky se rozvijejici heterogenni skupinu Ié€iv,
kde vyvoj smeéfuje k substancim s maximalni selektivitou u€inku. Ta je nékdy
vyjadfovana indexem imunitni U¢innosti (ISE), ktery vyjadfuje relativni Uc¢innost

inhibice T a B lymfocytli v poméru k ovlivnéni sloZek nespecifické imunity.
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1 Transplantace a imunitni systém

1.1  Uvod

Transplantace neboli pienos tkani nebo organt predstavuji terapeutické zakroky, které
maji za cil nahradit nefunk¢ni tkan nebo organ piijemce zdravym ekvivalentem. U
vétSiny z nich hraji imunitni déje zasadni roli. Experimentalni transplantacni systémy

velmi vyznamné pfispély k poznani mnoha imunologickych principi.

Nejcaste¢jSim druhem transplantace v klinické praxi jsou krevni transfuze. Z organovych
transplantaci jsou nejpocetnéjsi transplantace ledvin (celosvétové cca 25 000 roc¢ng¢),

dale srdci, jater a rohovky.

Klinické vyuziti transplantaci je limitovano omezenou nabidkou lidskych organt
vhodnych k transplantaci. Lze ocekavat, ze v brzké budoucnosti dojde v této oblasti
K podstatné zmén€. V soucasnosti se testuji geneticky manipulovana zvifata, ktera
mohou byt zdrojem orgdnd pro klinické transplantace. Neni vylouceno, Zze

technologicky pokrok umozni i vyuziti klonovacich technik.

1.1.1 Zakladni pojmy

Jedinec, ze kterého pochazi transplantovany organ nebo tkan (Stép), je darce. Reakce
imunitniho systému ptijemce zptisobuji odhojeni (rejekci) transplantatu, ktery je vniman
jako cizorody. Je-li pfijemce imunodeficitni, mohou imunokompetentni buiiky ve $tépu
reagovat stkanémi piijemce, a zplsobit tak reakci S$tépu proti hostiteli (GvH, graft
versus host). Stépy pochazejici od darce geneticky identického s pfijemcem (identicka
dvojcata, jedinci inbrednich kmena zvifat) jsou syngenni, St€épy od geneticky
neidentického déarce z t¢hoz druhu zivocisného druhu jsou alogenni, od jedince jiného
zivociSného druhu jsou xenogenni. Jako autologni transplantace se oznacuje pifenos
tkani nebo bunék jedince na jiné misto jeho organismu. Zvlastnim druhem transplantace
je pouziti umelych (syntetickych) ndhrad tkéani, vtomto ptipadé hovoifime o

implantacich [1].
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1.1.2 Aloimunitni reakce

Nejcastéjsim druhem transplantace je alogenni transplantace. Geneticky polymorfismus
jedinct téhoz zivocisného druhu zpisobuje, Ze imunokompetentni buiiky jednoho
jedince zpravidla reaguji na pifitomnost antigenti tkani jiného jedince. To je pficinou
hlavnich problému transplantaci, tj. rejekce transplantovaného organu a reakce Stépu
proti hostiteli. Hlavnimi antigeny zodpovédnymi za tuto reaktivitu jsou MHC
glykoproteidy (u lidi nazyvané HLA). I v ptipad¢, ze darce a piijemce maji shodné
alelické formy MHC gp, existuje celd fada dalSich polymorfnich tkanovych antigen,
které mohou byt imunitnim systémem rozpozndny. Tyto antigeny se souhrnn¢ nazyvaji

vedlejsi histokompatibilni antigeny (minor histocompatibility antigens).

1.1.3 Hlavni histokompatibilni komplex (MHC)

Pii alogenni transplantaci jsou pfifinnou imunitni reakce rozdily mezi darcem a
pfijemcem v hlavnim histokompatibilnim komplexu (MHC). Tento systém reprezentuje
skupina geni lokalizovana na 6. chromozomu bunééného jadra. Geny MHC (major
histocompatibility complex) systému jsou organizovany do fady mist — lokus nebo
sublokusti — oznacenych pismeny abecedy. Pro transplanta¢ni praxi maji vyznam lokusy
A, B, a DR. Cely systém je znacn€ polymorfni, na kazdém lokusu je mozno u riznych
jedinct detekovat fadu odlisnych molekul, antigennich specifik (alel), ozna¢enych vzdy
pismenem dané¢ho lokusu a ¢islem specifiky (napi.Al). U clovéka se tyto antigeny
oznacuji jako HLA (human leukocyte antigen). Kazdy jedinec dédi od kazdého z rodict
jeden chromozom, a tudiz jeden haploidni genotyp (haplotyp). Na kazdém lokusu ma

dva antigeny a celkem je na lokusech A, B, DR S§est antigent [13].
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Obriazek 1: HLA komplex se nachazi na 6.chromosomu

Antigeny z lokust A, B, C jsou oznacovany jako HLA antigeny I. tfidy, z lokust DR,
DQ, DP jako HLA antigeny ILtfidy. Antigeny I. tfidy jsou exprimovany na vSech
jadernych somatickych buiikach, antigeny ILtfidy pouze na povrchu antigen
prezentujicich bun€k a B-lymfocytl. Tato distribuce HLA-antigenti ma velky vyznam

pro normalni funkci imunitniho systému.
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B—microglobulin

Obrazek 2: HLA antigeny Ltiidy

HLA-antigeny obou tiid se od sebe li§i v uspofadani glykoproteinovych fetézcu, ale
maji spolecnou dulezitou vlastnost a to, vazat ve zlabku vytvofeném z téchto fetézct
peptidy. Peptidy jsou fragmenty antigeni endogenniho i exogenniho ptivodu. Peptidy
endogenniho puvodu jsou syntetizovany v bunice a spole¢né s HLA-antigenem
exprimovany na jejim povrchu. Peptidy exogenniho plivodu jsou nejdiive ziskany
Stépenim antigenu a potom exprimovany do zlabku HLA-antigenu II. tfidy na povrchu
dendritické bunky nebo makrofagu. Komplex HLA - molekul a peptidu umoziuje

rozpoznani takového komplexu buitkami imunitniho systému [3].
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1.2 Organové transplantace

Utelem transplantace organti nebo tkani je nadhrada nefunkéniho organu piijemce
funkénim organem darce. Darci organii jsou pfedevSim osoby zemielé na nasledky
urazu. Pouze u parovych organi (ledviny) je mozné, aby darcem byla ziva osoba,
obvykle to byva ¢len rodiny. Kritéria vybéru piijemce u transplantaci ledvin je shoda
v krevnim systému ABO, shoda nebo alespon ¢aste¢na shoda v HLA antigenech
(predevsim II. tfidy) a negativni cross-match test na pfirozené protilatky. U
transplantaci srdce a plic se HLA typizace z ¢asovych diivodi neprovadi a aloreaktivita

se potlacuje silnou imunosupresivni 1écbou.

1.2.1 Xenotransplantace

Velkym problémem u orgdnovych transplantaci ziistavd nedostatek vhodnych darci.
Resenim by bylo pouziti vhodnych xenogennich organd. Z fyziologickych a jinych
divodt by optimalnim druhem mohlo byt prase. Lidské sérum vSak obsahuje zna¢né
mnozstvi ptirozenych protilatek, které se vazi hlavné na sacharidové struktury prasecich
endotelidlnich bunék a aktivuji komplement. To zplsobuje hyperakutni odhojovani
téchto xenotransplantati. Kupodivu intenzita xenoreakce T-lymfocytl je paradoxné do
urCité miry tlumena nekompatibilitou nékterych druhové specifickych adhezivnich a

signaliza¢nich molekul, takze je srovnatelna s intenzitou aloreakce.

V soucasné dobé se vénuje velké usili pfipravé transgennich prasat, jejichz bunky by
nesly méné antigenii rozeznavanych lidskymi pfirozenymi xenoprotilatkami a naopak
exprimovaly lidské membranové regula¢ni proteiny inhibujici pisobeni komplementu.
Po zvladnuti tohoto problému by méla byt transplantace takto geneticky
modifikovanych organti analogickéd alotransplantaci, a tudiz zvladnutelnd b&znymi

imunosupresivnimi prostredky [1].
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1.3 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék nahrazuje ptvodni termin
transplantace kostni dfené, nebot’ dne$ni techniky umoziiuji ziskat kmenové bunky
nejen z kostni diené, ale také z pupecnikové krve nebo periferni krve darce po stimulaci
rustovymi faktory. Cilem je osidlit den pfijemce kmenovymi buikami darce, které daji
vznik krvetvorbé. Tento typ transplantace je 1écebnou metodou u nékterych vrozenych a
ziskanych poruch krvetvorby, u imunodeficienci postihujicich lymfoidni nebo
myeloidni fadu, nékteré druhy leukémii. Samotnd transplantace kostni diené je
technicky jednoduché — suspenze smési ¢astecné ¢isténych dienovych bunck se injikuje
do periferni zily pfijemce a kmenové burky si hledaji cestu do kostni dien¢ a usidli se
tam. V momenté¢, kdy je detekovatelnd krvetvorba, hovofime o piihojeni (engraftment).
Nejdiive se obvykle objevuje tvorba erytrocytli, potom granulocytli, trombocytl a
nejpozdéji lymfocyti.

Pted transplantaci kmenovych bun¢k je ve vétSin€ ptipadl potieba tzv. uvolnit prostor
vV kostni dfeni a zni¢it vadné kmenové bunky pfijemce (napf. ozafenim -

tzv.myeloablace).

OdvrZeni §tépu, rejekce, se projevi zastavou krvetvorby pochazejici od darce a obnovou
krvetvorby pfijemce. Mezi hlavni imunologicky problém transplantace kmenovych

bunck je vSak reakce Sté€pu proti hostiteli [ 14].

Typy odbéri krvetvornych bunék darcd CNRDD
1993 - 2008: 364 odbéru u 324 darcu

67
M kostni diefi (170)
3 krevni krvetvorneé buriky {(161) 45 46
krevni lymfocyty - DLI (32)
M pina krev (1)

Obrazek 3: Moznosti odbéru krvetvornych bunék u darcu
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2 Imunitni odpovéd proti Stépu

2.1 Imunitni rozpoznani antigenu

Imunitni potransplanta¢ni reakce je odpoveéd’ imunitniho systému piijemce na neshodné
aloantigeny darce. Reakce je zprostiedkovana antigen prezentujicimi bunkami (APC) a
na pocatku téchto reakci je rozpozndni aloantigenu. Jako aloantigen miize vystupovat
peptid z riznych proteini darce v¢éetné HLA nebo piimo HLA-antigen darce. Jeho
rozpoznani lymfocyty se muze dit dvéma hlavnimi cestami, a to bud’ pfimo, nebo

nepiimo [3].

2.1.1 Prima draha

Ptim4 draha (direct pathway) je unikatnim mechanismem, se kterym se setkdme pouze u
transplantaci. Pfi této reakci T-lymfocyty prostfednictvim svého receptoru (TCR)
rozeznavaji intaktni HLA molekuly exprimované na dendritickych buitkach darce. HLA
antigeny L. tfidy jsou rozeznavany pomoci TCR na CD8+ T-lymfocytli, zatimco HLA
antigeny II. tfidy jsou rozeznavany pomoci TCR na CD4+ T-lymfocytech [15].

T-lymfocyt piijemce T-lymfocyt pijemce

fagozom obsahujici
opracované HLA
antigeny darce

P

dendritickd bunka ddrce dendritickd bunka pijemce
PRIME ROZPOZNAN{ ALLOANTIGENU NEPRIME ROZPOZNANI ALLOANTIGENU

Obriazek 4: Mechanismy rozeznavani HLA antigenii pfijemce
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2.1.2 Neprima draha

U tzv. nepiimé drahy (indirect pathway), kterd se zasadné nelisi od klasické prezentace
jakéhokoliv cizorodého antigenu, jsou HLA antigeny déarce pohlceny antigen-
prezentujicimi bunkami pfijemce migrujici do Stépu. Antigen-prezentujici bunky,
nejcastéji dendritické burniky, pak migruji ze Stépu do lymfatickych uzlin a do sleziny a
zde jsou HLA antigeny darce po intracelularnim opracovani piedkladany v komplexu s
HLA antigeny II. tfidy pfijemce CD4+ T-lymfocytim. Tento mechanismus je identicky
S pocatecni fazi specifické imunitni odpovédi, tak jak fyziologicky probihd i proti
ostatnim extracelularnim proteinim a u transplantaci se uplatni zejména v patogenezi

chronické rejekce stépu [16].
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Obrazek 5: Nepfima stimulace-APC darce uvoliiuji MHC, ktery je prezentovan jako antigen skrz

APC piijemce a stimuluje rejekci
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V posledni dobé¢ se nékdy zminuje jako dalsi moznost tzv. ,,semi-direct prezentace, pii
které dochazi k membranové vyméné HLA molekul po kontaktu mezi dendritickymi

buitkami dérce a ptijemce.

U vSech typil imunitniho rozpoznavani je podstatou interakce nativnich aloreaktivnich
T-lymfocyti a jejich receptorti (TCR) s MHC molekulou akcesorni buiiky obsahujici ve
svém zlabku imunogenni peptid. Tato prezentace antigenu a s ni spojend mezibunécna
signalizace mezi T-lymfocytem a dendritickou buiikou ma zcela zasadni vyznam nejen
pro nasmérovani, ale také intenzitu imunitni odpovédi. Krom¢ TCR/MHC signalizace
jsou vsak nezbytné jest¢ dalsi signaly pfenesené pies receptory a ligandy téchto bungk,

tzv. kostimulace [4].
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Obrazek 6: MHC/TCR signalizace a kostimulace
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2.1.3 Kostimulace

Kostimulace je diilezita nejen pro aktivaci T-lymfocytd, ale 1 pro jejich preziti. Pii
pfenosu signalu prostiednictvim TCR/MHC molekul bez dostate¢né kostimulace
k aktivaci T-lymfocyti nedochazi, dojde naopak k nastartovani pochod vedoucich
k jeho smrti mechanismem apoptdzy. Hlavnimi kostimula¢nimi drahami jsou interakce
mezi CD40 a CD154 (CD40L) a dale interakce mezi molekulami ze skupiny B7 a
CD28. Vazba mezi molekulami B7-1 (CD80) a B7-2 (CD86) k CD28 muze byt u¢inné
inhibovana expresi antigenu CTLA4 (CD152). Jde o homolog CD28, ktery vsak ma
schopnost indukovat negativni signal, a tim tlumit kostimulaci. Dal§i ptibuznou
molekulou k CD28 je tzv. ICOS (inducible costimulator) vazici dals$i molekulu ze

skupiny B7 oznacovanou jako B7RP-1.

Experimantalni studie potvrdily, Ze pravé blokdda kostimula¢nich molekul nejen
zabrani aktivaci alospecifickych T-lymfocytd, ale dokonce muze prostiednictvim

inhibi¢ni signalizace navodit stav anergie.

Na pocatku alospecifické imunitni odpovédi méa velky vyznam také profil

secernovanych cytokini jednotlivymi subpopulacemi T-lymfocyti.

Jednozna¢ny vyznam hraji Thl-cytokiny IL-2 a IFN-c v odpovédi proti $tépu. Tak jak
tvorba IL-2 spojena s aktivaci alospecifickych lymfocyti a jejich klonalni expanzi, tak
produkce IFN-y aktivujiciho makrofagy a indukujici expresi HLA antigent II. tfidy na

buiikdch parenchymu maji v rejek¢énich mechanismech zvlastni vyznam [4].
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U Th2-cytokind (IL-4, IL-5, IL-13) stale neni shoda v jejich loze pfi transplantacnich
reakcich. Zatimco v nékterych pifipadech mohou rejekei brénit, v jinych studiich se
pfimo ucastni odvrzeni Stépu, pii kterém je $tép infiltrovan eozinofilnimi leukocyty a

Zirnymi buitkami. Cytokinové regulace nelze vymezit pouze na odpovédi Th1/Th2.

Mezi dalsi patii nedavno popsané Thl7-lymfocyty, které produkuji IL-17 nezavisle na
Th1/Th2 diferenciaci a souvisejici s neutrofilnim zanétem, mohou pifimo indukovat
mechanismy souvisejici s rejekei alotransplantatu. Kromé dalSich cytokind, které
s problematikou Th1/Th2/Th17 rovnovahy pfimo souviseji (IL-12, IL-15,IL-18) je
imunosupresivni. Mezi nejvyznamnéjsi patii zejména IL-10 a TGF-B jejichz ¢innost
souvisi s populaci regulacnich T-bun¢k (Treg, Th3, Tr1,NKT), které tlumi imunitni
odpoveédi [4].
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Obrazek 7: Profil cytokint secernovanych jedntlivymi subpopulacemi T-lymfocyti.
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2.2  Odhojovaci reakce

2.2.1 Uvod

Hlavnim imunologickym problémem organovych transplantaci je rejekce. K poSkozeni
Stépu muze dojit z n¢kolika divodu, mezi které patfi cytotoxicita, reakce opozdéné
precitlivélosti indukované CD4 lymfocyty a mobilizujici piedevSim prozanétlivé
cytokiny a makrofagy. Dale pak aloreaktivni protilatky z aktivovanych B-lymfocyti,

které po aktivaci komplementu maji za cil pasobit piedevsim na bunky cévni stény.

Dusledkem imunologické aktivity je rejekce $tépu. RozliSujeme tfi zakladni typy
rejekEnich reakci: hyperakutni, akutni a chronické. Ty mohou vést k poSkozeni nebo az

zniceni transplantovaného organu [2].

2.2.2 Hyperakutni rejekce

Hyperakutni rejekce je zplsobena preformovanymi cirkulujicimi anti-HLA
protilatkami. Pacienti s témito protilaitkami jsou vylouceni z transplantace pozitivni
ktizovou zkouskou, proto by tato rejekce vibec neméla nastat a jeji vyskyt je zcela
vyjime¢ny. Jinym divodem by mohlo byt nedodrzeni kompatibility v krevnich
skupinach. Rozviji se béhem minut az nékolika hodin a projevuje se trombozou
postihujici arterie, arterioly a glomeruly a fibrinoidni nekroézu cévnich stén. Jedinym

feSenim je zpravidla nefrektomie Sté€pu [3].

2.2.3 AKkutni bunécna rejekce

Tato reakce je zprosttedkovana lymfocyty aktivovanymi proti HLA antigenim darce
v lymfatické tkani piijemce cestou piimé nebo nepiimé alostimulace dendritickymi
buiikami. Po primérni aktivaci CD4+ bunék, jsou to zejména alosterick¢ CD8+ T-
lymfocyty, které se vraci do cirkulace a posléze reaguji s endotelem Stépu, hlavnimi
tercovymi buiikkami akutni bunéfné rejekce. Pii akutni bunétné rejekci dochazi
zpravidla k vyrazné infiltraci ledvinného parenchymu jak CD4+, tak i CD8+ buikami,
jejichz cytolyticky ucinek je zalozen jednak na ptsobeni perforinu a granzymu, ale také
na interakci mezi molekulami Fas a Fas-ligand vedouci k apoptdze napadené burky.
Kromé piimého cytotoxického efektu se pii rejekci St€pu mohou uplatnit i mechanismy

pozdni piecitlivélosti s pfisunem a aktivaci makrofagt [4].
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2.2.4 Chronicka rejekce

Je povazovana za hlavni piekdzku dlouhodobého pfeziti alotransplantitu. Rizikovym
faktorem je nejen neshoda v HLA antigenech, ale i pfedchozi zvladnuta akutni rejekce. |
Vtomto piipadé se miize uplatnit bunécnd odpoveéd, ale i mechanismy humoralni.
Diulezitym znakem proti latkové odpovédi proti Stépu je pritkaz deponované C4d slozky
komplementu v transplantované ledviné. Vzhledem k charakteru imunitni reakce
S pritomnosti aktivovanych makrofagl secernujicich fibrogenni cytokiny typu TGF-B se

predpoklada i ucast mechanismi oddalené precitlivélosti.

Imunitni odpoveéd’ proti Stépu transplantované ledviny zahrnuje jak problematiku miry
shody v HLA antigenech, tak slozitou kaskadu bunéénych interakci, na nichz se kromé
imunokompetentnich bun€k podili i fada bunék mimo klasicky rdmec imunitniho
systému. Mezi vyznamny zdroj cytokind patii také bunky renalniho epitelu, fibroblasty
nebo svalové bunky. Pro G¢innou prezentaci aloantigenii dendritickymi buiikami je
nezbytna jejich stimulace pies tzv. Toll-like receptory spojované spiSe s antiinfek¢ni

imunitou buné¢k pfirozené imunity [4] [17].
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3 Typy imunosupresiv a mechanismy jejich a¢inku

3.1 Uvod

Imunosupresivni terapie je v soucasné dob¢ nespecificka, tj. takova, ktera postihuje
nejen nezadouci autoreaktivni nebo aloreaktivni lymfocyty, ale i normalni lymfocyty a
dalsi slozky imunity, proto s sebou nese rizika snizeni antiinfekéni i protindorové

imunity [1].

Imunosupresi 1ze dosahnout nékolika mechanismy — depleci lymfocyti, ovlivnénim

migrace lymfocyti nebo blokovanim mechanismu spojenych s odpovédi lymfocyti.
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Obriazek 9: Priklad deplece T-lymfocyti protilatkami
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Imunosupresivni rezimy rozdélujeme podle doby jejich pouziti a indikaci na induk¢ni,

udrzovaci (profylaktickd) a antirejekcni.

3.1.1 Profylakticka imunosuprese
Induk¢ni imunosuprese

Jde o velmi intenzivni 1é€bu imunosupresivy v ¢asném obdobi po transplantaci. Cilem
je zabranit rejekci Stépu v obdobi, kdy je imunitni odpovéd na aloantigen
nejintenzivngjsi.

Udrzovaci imunosuprese

Je méné intenzivni nez induk¢ni imunosuprese, jejimz cilem je profylaxe akutni rejekce.
Jednotlivd imunosupresiva se kombinuji do tzv. imunosupresivnich rezimi. Nejcastéji
se jedna o trojkombinace imunosupresiv, kterd zahrnuje imunosupresivum z fady
kalcineurinovych inhibitordi (CsA nebo Tac), dalsi kombinace je s pfidatnym
antiproliferacn¢  puasobicim  imunosupresivem (MMF nebo  Azatioprin) a

s kortikosteroidy.

Ne u kazdého pacienta je trojkombinace nezbytna, Castéji se vyuziva minimalizace

imunosuprese (vysazeni kalcineurinovych inhibitort a kortikosteroidi).

3.1.2 Antirejek¢ni imunosuprese

Antirejek¢ni terapie by se méla vyuzivat se znalosti histologického nélezu, ktery je pro
zvoleni 1é¢by rozhodujici. V piipadg, ze se jedna o akutni celularni rejekci, pouzivaji se
davky metylprednisolonu, v ptfipadé¢ rezistence rejekce se ke steroidim ptidavaji

antilymfocytarni preparaty [4].

Hlavni imunosupresiva pouZivana v organovych transplantacich zahrnuji skupiny
malych molekul (kortikosteroidli, azatioprinu, mykofenolat mofetilu, entericky
potazeného mykofenolatu sodného, inhibitorit kalcineutrinu- takrolimu a cyklosporinu
A, inhibitori mTOR - sirolimu a everolimu) a skupinu biologickych preparatt
obsahujicich proteiny (polyklondlni a monoklondlni protilatky, fazni proteiny a

intraven6zni imunoglobuliny) [4].
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3.2 Kortikosteroidy (CS)

Kortikosteroidy zastupuji malé molekuly a ptedstavuji zakladni preparaty pro udrzovaci
i antirejekéni imunosupresi. Prednison, prednisolon a metylprednisolon se rychle

vstfebavaji a maji kratky polocas v plazmeé avsak dlouhy biologicky polocas.

Patfi mezi nejméné selektivni imunosupresiva, nebot’ piisobi na vSechny faze zanétlivé
odpovédi. Cilovymi bufikami v G€¢inku CS jsou hlavné pomocné T lymfocyty a bunky
monocyto/makrofagového systému. Kortikoidy plsobi tak, ze se navazi na
cytoplazmaticky receptorovy protein, tento komplex integruje v jadie s nékterymi
transkripénimi faktory a blokuje jejich aktivitu. Tim se potlacuje exprese fady genu

(napt. pro nekteré cytokiny jako IL-2) v aktivovanych T-lymfocytech [5].

CS se podavaji jako indukéni preparaty v davkach od 250 mg do 1g v perioperaénim
obdobi, po té se podavaji v sestupnych davkach. Rada transplantadnich center CS
z imunosupresivniho rezimu vysazuje s cilem omezit jejich vedlejsi Gc¢inky. Na druhou
stranu n¢ktefi nemocni na pozdni vysazeni steroidi reaguji rejekci a my neumime
odlisit, kdo z nemocnych bude na toho vysazeni reagovat rejekci $tépu, proto by CS
nemély byt vysazovany u nemocnych po opakovanych transplantaci, pii anamnéze

akutni rejekce nebo ve vysokém imunologickém riziku [4].

Vedlejsi ucinky jsou Casté a vyznamné. Patii mezi né katarakta, osteoporoza, zalude¢ni
viedy, hypertenze, poruchy lipidového a glycidového metabolismu, poruchy spanku,
psychické zmény. Nékteré nezadouci G€inky se mohou objevit jiz po kratké dobé
podavani, proto je pro moznost redukce davky CS vhodnd kombinovana terapie

s dalS§im imunosupresivem [5].

3.2.1 Azatioprin (AZA)

Azatioprin je tiopurinovy derivat, jehoz podstatou Uéinku je ovlivnéni funkce B
lymfocytl s naslednou redukci produkce y globulini a cytokinli. SniZuje citlivost B
lymfocytl k signalim z T bunék, omezuje populaci NK bunék a snizuje jejich aktivitu,
ovliviiuje 1 cytotoxicitu zavislou na protilatkdch. Po podani p.o. je velmi rychle
resorbovan, jeho biologicka dostupnost se pohybuje okolo 50%, distribuce v tkanich je
rovnomérnd. V transplantologii je AZA stdle cast€ji nahrazovdn mykofenolat
mofetilem, ale jeho vyuziti trvd v 1é€bé autoimunitnich onemocnéni jako systémovy

lupus, revmatoidni artritida, vaskulitidy, ITP a dalsi.
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AZA se metabolizuje v jatrech na 6-merkaptopurin a dale se méni na aktivni substanci-

kyselinu tioinozickou.

Hlavnim vedlejS$im uc¢inkem je myelotoxicita, ktera vede k leukopenii, trombocytopenii,
anémii. Akutni toxicita se zpravidla manifestuje nauzeou a zvracenim nebo 1 supresi

kostni dien€. V ptipadé vyrazné leukopenie musi byt podavani AZA zastaveno [5].

3.2.2 Mykofenolat mofetil (MMF)

Mykofenoldt mofetil je ester kyseliny mykofenolové syntetizovany s cilem zvysSit
biologickou dostupnost kyseliny mykofenolové (MPA), kterd je vlastni ti¢innou latkou.
MMF nahradil azatioprin a stal se standardnim imunosupresivnim preparatem.
Zakladem jeho Uuc¢inku je naruSeni syntézy nukleotidii cestou inhibice enzymu
inosinmonofosfat dehydrogendzy (IMDPH), ktery facilituje konverzi inosinmonofosfatu
(IMP) na xantozinmonofosfat. Inhibice IMP dehydrogenazy vede k depleci
quanidinovych nukleotidi a tim i k potlaceni syntézy DNA.

Kyselina mykofenolova pfednostné ptsobi na proliferujici lymfocyty, protoze na rozdil
od vétsiny jinych bunék jsou lymfocyty plné€ zavislé na de novo cesté syntézy purint.
Déle inhibuje tvorbu protilatek a generaci mitogenem anebo antigenem stimulovanych
cytotoxickych T-lymfocytl. Navic béhem interference s formovanim guanozinu
potlacuje  MPA glykosilaci adhezivnich molekul, a tak miZe inhibovat rGzné

chemotaktické procesy fidici bunéénou migraci navozené béhem zanétu a rejekce.

Podéava se 1-1,5g 2krat denné, uvodni davku se doporucuje podat co nejdiive po

transplantaci, davkovani se fidi neZddoucimi ucinky.

Mezi nejCastéjsi nezadouci UCinky patii gastrointestinalni projevy, napf. nauzea,
prujmy, zvraceni. Pomérné Casto se vyskytuji leukopenie a anémie. Vsechny tyto

vedlejsi uinky se zmirni snizenim davky MMF [4] [5].
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3.2.3 Inhibitory kalcineurinu- Cyklosporin A a Tacrolimus

3.2.3.1 Cyklosporin A (CsA)

Cyklosporin A byl zaveden do terapeutickych schémat po organovych transplantacich
v osmdesatych letech minulého stoleti a rychle se stal imunosupresivem prvni volby,
protoze vyznamné zlepSil jednoro¢ni pfezivani transplantovanych ledvin. Pozdéji byly
indikace CsA rozsifeny i na nékterd autoimunitni onemocnéni a primarni rendlni

onemocnéni.

Cyklosporin A je lipofilni cyklicky undekapeptid, ktery byl izolovan z vlaknité houby
Tolypocladium inflatum [4].

Jeho mechanismus ucinku spociva v interakci s cytoplazmatickym proteinem
cyklofilinem. Tento komplex cyklosporin-cyklofilin inhibuje fosfatazu kalcineurin a
nasledné pak dochdzi k zablokovani defosforylace a transportu nuklearniho faktoru

aktivovanych T lymfocytt do jadra.

Tim se znemoZzni tvorba cytokinii pomocnymi T buiikami, které jsou nezbytné pro
aktivaci cytotoxickych T lymfocyti a jejich nédslednou diferenciaci. Jedna se predevsim
0 IL-2 a interferon y. Inhibice produkce IL-4 a IL-5 ovlivni funkce 1 dalSich bunéénych
populaci. Chemotaktickd a fagocytarni aktivita neutrofili neni CsA ovlivnéna.
Z pohledu nezadoucich ucinkii CsA je dulezita jeho schopnost indukovat produkci
TGF-f stimulujiciho fibroblasty [5].

Terapie cyklosporinem znacné zvysila preZiti po transplantaci orgdni (zejména srdce,
ledviny, jater). Mize byt podavan intraven6zné¢ nebo peroraln€. Jeho absorpce
z gastrointestindlniho traktu je proménlivd, neodhadnutelnd a nelplnd. Biologicka
dostupnost CsA se v pribéhu 1é¢by zvysuje, tudiz se peroralni davky musi postupné
snizovat, aby byla zajiSténa konstantni koncentrace cyklosporinu v krvi. Davkovani
tohoto 1éku u pacientd se stanovuje na zakladé namétenych hodnot CsA v krvi. Timto
zpusobem lze zabranit neucinné 1é¢bé zptisobené nizkymi davkami cyklosporinu nebo
toxicité zplsobené predavkovanim. CsA se uplatiiuje vice u nemocnych, ktefi jsou po

transplantaci v riziku vzniku nebo dekompenzace diabetu pfi 1écbé tacrolimem.
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Cyklosporin je kompletné odbourdvan v jatrech, jeho biologickou pfeménu a preménu
jeho metabolitl zajiStuje enzym cytochrom P-450. Bylo identifikovano vice nez 30
metaboliti CsA a predbézné Uidaje naznacuji jejich niz§i imunosupresivni Uc€inky a

cytotoxicitu nez samotny cyklosporin.

Mezi nezddouci ucinky patii interference CsA a fadou farmakologickych latek,

hypertenze, po transplantacni diabetes, nauzea, hirsutismus aj. [6].

4 antigen

4 4 receptor

T - lymfocytu

o5, .
25, takrolimus

cyklosporin A

>l
kalcineurig A v

CaM

kalcineurin A
CaM

: = inhibice
' jadro
NF-AT

NF-AT, A ” m
A | pmrermm

aktivace genu

D mRNA

L2
R g

Obrazek 10: Molekularni uéinky tacrolimu a cyklosporinu A

30



3.2.3.2 Tacrolimus (FK 506)

Tacrolimus je nejvetsi makrolidové imunosupresivum, které bylo izolovano z houby
Streptomyces tsukubaensis v osmdesatych letech 20. stoleti. Pro svoji t¢innost a mensi
interindividulni a  intraindividualni  farmakokinetickou  variabilitu = se  stal

upfednostnovanym preparatem.

Podobné jako CsA patii mezi latky s vazbou na imunofiliny. V cytoplazmé bunék
obsahuje specificky receptor, v tomto piipad¢ na tzv. FK binding protein (FKBP-12,
makrofilin). Komplex takrolimus-FKBP-12 se vaze na kalcineurin a inhibici této kinazy
brani aktivaci transkripénich faktort. V disledku tohoto komplexu nedochazi v T-
bunce k produkci cytokind, jako napt. IL-2, IL-4, interferonu y a destickového

rastového faktoru.

Tacrolimus je do jisté miry schopen potlacovat produkci potransplantaénich protilatek
proti HLA 1 non HLA antigeniim, na rozdil od cyklosporinu vykazuje vyrazny inhibi¢ni
ucinek na prodkci IL-10 a tim muze inhibovat infiltraci cytotoxickych bunék $tépu a

omezovat poskozeni téchto tkani [5].

Vétsina center pouziva FK 506 pro mladsi nemocné s rizikem vzniku akutni rejekce,
pro ty, ktefi by neméli mit vyssi davky kortikosteroidli a rovnéz pro nemocné ve vyssim
riziku kardiovaskularnich komplikaci. Usp&$né nahradi cyklosporin A v piipadé
opakovanych rejek¢nich epizod [4].

Spektrum nezadoucich U€inkl tacrolimu se Caste€né piekryva s nezadoucimi ucinky
cyklosporinu. Podle nékolika studii ma FK 506 nizsi G¢inky na vysku krevniho tlaku,
méné zvysSuje v porovnani s CsA hodnoty celkového cholesterolu, triglyceridii, LDL
cholesterolu, neovlivituje HDL cholsterol. Rozdilny G¢inek na hladiny transformujiciho
rastového faktoru B (TGFR) vysvétluje nizsi nefrotoxicitu tacrolimu a obecné nizsi
schopnost indukovat fibrotické zmény organd a aterioskledzu. Tacrolimus nezvySuje

hladiny TGF, navic tlumi transdukci signalu pies receptor pro TGFf typu 1 [5].
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Inhibitory kalcineurinu zptsobuji dvé formy nefrotoxicity - funkéni (akutni) a

strukturalni (chronickou) nefrotoxicitu.

Funk¢ni nefrotoxicita ma vztah k jeji davce, mize byt vratnd, kdyz se podavani 1éku
zastavi a je spojena s poSkozenim renalni hemodynamiky a glomerularni filtrace, ktera

se vyvine brzy po zahgjeni 1écby.

Strukturalni nefrotoxicita nemusi byt vratna a je Casto progresivni, zahrnuje poskozeni

arteriol, tubulti a mechanismem miize byt odliSna od funk¢ni nefrotoxicity.

Funkéni a strukturalni nefrotoxicita jsou déje, které se navzajem ovliviuji [4].

3.2.4 Inhibitory mTOR

Oznaceni této skupiny vyplyva z mechanismu jejich ucinku, kdy tyto preparaty

Vv cytoplazmé vazi kindzu oznacenou jako mTOR (mammalian target of rapamycin).

Sirolimus (rapamycin) je novéjsi makrolidové imunosupresivum izolované
z aktinomycety Streptomyces hygroscopicus nalezené v poloviné 70. let minulého

stoleti. Derivat rapamycinu dostal ozna¢eni everolimus.

Sirolimus se pouziva v rozlicnych imunosupresivnich kombinacich, zpocatku byl
doporucovan spolu s kalcineurinovymi inhibitory, ale jiz prvni studie ukézaly horsi
rendlni funkce, pokud byl sirolimus podavén spolu s cyklosporinem A. Z divodu
vyznamné potenciace nefrotoxicity tak  sirolimus pfedstavuje spi§ alternativu
Kk inhibitorim kalcineurinu. PfestoZze jsou jeho vedlejsi G¢inky velmi Cetné a rovnéz
omezily jeho Siroké rozsiteni, ukazuje se, Ze i1 tak ma v imunosupresivnich rezimech své
misto [18].

Mechanismus sirolimu (taktéZ everolimu) spocivd ve vazbé na cytoplazmaticky
imunofilin FKBP, ktery se nenavdZe na kalcineurin, ale na vazebné proteiny
rapamycinu (MTOR). Vazba komplexu FKBP-sirolimus blokuje tzv. tieti signal od
receptori pro cytokiny, rastové faktory tim, Ze zplsobi zablokovani fosforylace
ribozomalnich proteinti, cyklin-dependentnich kindz a nékterych dalSich reguldtorti
bunééného cyklu, ¢imz dojde k zastaveni bunécéného cyklu v pozdni GI1/S fazi.

Sirolimus tak blokuje bunécnou proliferaci.
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Vedlejsi uéinky sirolimu a everolimu jsou velmi rozli¢né. Cetné jsou hematologické
komplikace, leukopenie a trombopenie. Nejcastejsi popisovny nezddouci ucinek 1écby
je porucha metabolismu lipidi, zplsobend zvySenim koncentrace inhibitoru
lipoproteinové lipazy. Casté jsou také kozni zmény pfipominajici akné. Sirolimus muiize
opozdit rozvoj funkce S$tépu po transplantaci z diivodu prodlouzeni hojeni akutni
tubularni nekrézy. Rovnéz potencuje nefrotoxicitu cyklosporinu a takrolimu. VétSina

vedlejsich Gc¢ink sirolimu je zavisla na davce [4].

Biologicka lécba

V soucasné dobé se ukazuje, ze udrZzovaci imunosuprese je spojena s fadou vedlejSich
ucinki, které omezuji dlouhodobé vysledky transplantaci ledvin. Jednou z mala
moznosti, jak zlepsSit vysledky, jsou nové piistupy v biologické 1é¢bé a to lécbou

proteiny.

3.2.5 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky anti-CD3 (OKT3)

Muromonab-CD3 je prvni lé¢ebné pouzivanou monoklonalni protilatkou. OKT3 je
imunoglobulin IgG a je to protilatka mysiho ptivodu. OKT3 je namifena proti znaku
CD3 a zplsobuje endocytézu TCR, do jedné hodiny jsou tyto buniky opsonizovany a

odstranény z ob¢hu v retikuloendotelovém systému [19].

Z divodu vyraznych nezadoucich uc¢inkt (tzv.syndrom z uvolnéni cytokini), syndrom
prvni davky, kdy dochazi k uvolnéni cytokind, které muze vést az k otoku plic s
naslednymi komplikacemi, vznik lymfomi, vétsi naklonnost k infekcim je mozna jen

kratkodoba lé¢ba.
Monoklonalni protilatky proti receptoru IL-2 (anti-CD25)

Ve srovnani s OKT3 jsou tyto protilatky velmi dobie sndSeny, nemaji velky pocet

nezadoucich u¢inkl a jsou uzivany jen k prevenci rejekce [8].
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Monoklonalni protilatka anti-CD20 (Rituximab)

Rituximab je vysokoafinitni monoklondlni protilatka (MP) proti znaku CD20, coz je
transmembranovy protein exprimovany na pre-B a zralych B-lymfocytech. Tato MP ma
jednak ptimé antiproliferaéni a apoptdzu navozujici ucinky na nékteré¢ CD20+ bunééné
linie, jednak se véaze na slozku komplementu Clq a aktivuje i1 dalsi, cytokiny
zprostiedkované cytotoxické reakce. Protilatka kombinovand s konvenéni chemoterapii

zlepSuje jeji ucinnost, aniz by zvySovala jeji toxicitu [9].
Monoklonalni protilatka anti-CD52 (Alemtzumab)

MP proti znaku CDS52, glykoproteinu, ktery exprimuji cirkulujici mononukledrni bunky
véetné T 1 B-lymfocyti a NK-bun¢k. Tato MP ma silné deplecni ucinky na cirkulujici
lymfocyty. Alemtzumab je urCen jak pro lécbu chronické lymfatické leukémie z B-
bunek, tak 1 pro 1é¢bu revmatoidni artritidy, sklerodermie, roztrousené sklerozy a i jako

imunosupresivum po organovych transplantacich [4].

3.2.6 Polyklonalni protilatky

Polyklondlni protilatky (PP) se v soucasné dob& pouzivaji v indukéni i1 antirejekéni
imunosupresivni 1é¢beé. Ziskavaji se imunizaci kralikti nebo koni lidskymi lymfocyty
odebranymi z tymu. [ kdyz se v soucasnosti pouziva téméf vyhradné antitymocytarni
globulin (ATG), nedavno byl poskytnut k dispozici jest¢ antilymfocytarni globulin
(ALG).

Mechanismem uc¢inku ATG je predev§im deplece T-lymfocyti. Podané protilatky se
navazou na velké mnozstvi povrchovych znakt lymfocytid, dojde k opsonizaci a po ni
jsou lymfocyty lyzovany bud’ klasicky komplementem anebo prostfednictvim Fc

receptoru bunikami retikuloendoelového systému [4].

3.2.7 Intraveno6zni imunoglobuliny (IVIG)

IVIG jsou svou funkci protilatkami, které maji velmi vyznamnou ulohu v regulaci
imunitnich reakci a to zejména pii obrané proti infekcim. Efektivné blokuji humoralni
imunitni odpoveéd’ po transplantaci. Podavaji se pomalou nitrozilni infuzi a jsou obvykle

dobie snaSeny. Mezi nezaddouci G€inky patfi alergické reakce, bolesti svall a hlavy.
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4 Monitorovani hladin imunosupresiv

Monitorovani koncentraci imunosupresiv se vyuziva ke kontrole optimalniho nastaveni
nezadouci ulinky, 1Uzké terapeutické rozmezi a interindividudlni variabilitu
farmakokinetickych parameri. Mezi imunosupesiva, ktera monitorujeme v laboratofi
LNM (laboratoi neautomatizovanych metod) - IKEM (Institut Klinické a experimentalni

mediciny), patii cyklosporin A, tacrolimus, sirolimus a kyselina mykofenolova.

4.1 CyKklosporin A - CMIA ( Abbott)

Metoda Architect Cyklosporine je chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikrocasticich
(CMIA) ke stanoveni cyklosporinu v lidské plné krvi. Cyklosporin je cyklicky
oligopeptid slozeny z 11 aminokyselin, je fungalniho plivodu a tfadi se mezi U¢inné

imunosupresivum.

Tato metoda je dvoukrokova imunoanalyza ke kvantitativnimu stanoveni cyklosporinu
vyuzivajici technologii CMIA s tzv. flexibilnimi protokoly. Tato technologie se nazyva

Chemiflex.

Pied vlastnim zpracovanim je vzorek plné krve v ramci manudlni piipravy lyzovan
solubiliza¢ni reagencii, extrahovan precipitacni reagencii a odstiedén. Vznikly
supernatant se slije do zkumavky pro pifedpfipravu potransplanta¢nich testt, ktera se
pak vloZi do analyzatoru Architect. Probéhne chemiluminiscenéni reakce a vysledek
této reakce se méfi v elativnich svételnych jednotkdch (RLU). MnoZstvi CsA
pfitomného ve vzorku je nepifimo umérné signalu v jednotkach RLU detekovanému

optikou Architect 1 Systém [6].
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V soucasné dobé¢ stanovujeme dv¢é hladiny cyklosporinu, hladinu C-0 a hladinu C-2.
C-0: hladina latky v krvi zjiSténa pied poddnim dalsi davky.

C-2: hladina cyklosporinu v krvi 2 hodiny po podani davky.

Komplexni klinicky stav pacientii spolu s individudlnimi rozdily v senzitivité vici
imunosupresivnim ucinkiim cyklosporinu maji u jednotlivych pacientii za nasledek
ruzné pozadavky na optimalni hladiny v plné krvi. U kazdého pacienta se pred zménou
1é¢by doporucuje provést dikladné klinické hodnoceni. Osetfujici 1ékat by mél na
zaklad¢ tohoto klinického vyhodnoceni stanovit pro kazdého pacienta individualni
rozmezi hodnot. LécCebny rezim pacienta nelze ménit pouze na zdkladé hodnot

cyklosporinu v plné krvi.

Monitorovani hladiny C-2 je novym méfitkem tspéchu. Bylo zjisténo, ze dochdzi ke
snizenému vyskytu akutnich rejekei, snizeni zavaznosti rejekénich piihod a snizeni

incidence akutni renalni dysfunkce.

4.1.1 Hodnoty Cyklosporinu (1éku Consupren, Sandimun) v LNM-IKEM

analyt  |Cyklosporin - CyA

1€k Consupren,

Sandimun Neoral

normalni|9 mésicu 250-350 ug/I
hodnoty |srdce 250-350 ug/I
jatra, ledviny,slinivka|150-250 ug/I

kriticka |pfed davkou vice nez 450 ug/l
mez

Tabulka 1: Hodnoty Cyklosporinu (Iéku Consupren, Sandimun) v LNM-IKEM
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4.2 Tacrolimus - CMIA (Abbott)

Metoda Architect Tacrolimus je chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich
(CMIA) ke kvantitativnimu stanoveni tacrolimu V lidské plné krvi. Metoda Architect se

pouziva pro pacienty po alotransplantaci jater a ledvin podstupujici terapii tacrolimem.

Tacrolimus se vaze na proteiny ze skupiny oznacené jako vazebné proteiny FK 506. Ve
velké mife je metabolizovan v jatrech a v mikrotomech tenkého stfeva pusobenim
enzyml cytochromu P-450. Bylo identifikovano 9 rGznych metabolitli tacrolimu,
nekteré byly zjiStény a testovany v plné krvi. Metoda Architect Tacrolimus je zpozdéna
jednokrokova imunoanalyza ke kvantitativnimu stanoveni tacrolimu v lidské pIné krvi,

~ror

ktera vyuziva technologii CMIA s tzv. flexibilnimi protokoly, Chemiflex.

Pred zahdjenim vlastniho automatického zpracovani probéhne piredpiiprava jako u
cyklosporinu, vzorek krve je extrahovan precipitacni reagencii a pak odstfedén. Takto
pfipraveny supernatan se slije do zkumavky pro pfedpfipravu potransplantacnich testi,
ktera se pak vlozi do analyzatoru Architect. Mnozstvi tacrolimu ve vzorku je nepfimo

umérné signalu v jednotkach RLU, které je detekované optickym systémem Architekt.

Pro hladiny tacrolimu v plné krvi neexistuje pevné stanovené terapeutické rozmezi.
Optimalni hladina se u jednotlivych pacientdi 1i§i vzhledem ke klinickému stavu
pacientd, jejich individualitou v senzitivit€¢ vic¢i imunosupresivni 1é€b€, soubéZnému
podavani dalSich imunosupresiv (kombinace je mozna se sirolimem nebo everolimem),

nefrotoxicitou tacrolimu, typem transplantace [6].

4.2.1 Hodnoty Tacrolimu (léku FK 506) v LNM-IKEM

analvt Tacrolimus- Tac|
1ek Proaraf=FK 506
norméalni 0-2 mésice 15-20 ua/l
hodnoty 3-6 mésictu 10-15 ua/l
6-9 mésica 9-14 ua/l
dale 5-10 ua/l
kriticka mez|pfed davkou  |vice nez 40ug/1

Tabulka 2: Hodnoty Tacrolimu (Iéku FK 506) v LNM-IKEM
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4.3 Sirolimus - CMIA ( Abbott)

Metoda Architekt Sirolimus je chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikrocasticich
(CMIA) ke kvantitativnimu stanoveni sirolimu v lidské plné krvi na systému Architekt.
Metoda se pouziva pii péCi o pacienty po transplantaci ledvin podstupujici terapii

sirolimem.

Sirolimus je makrocyklicky lakton, ktery se vaze na imunofilin FKBP12 a vysledny
komplex se vaze na specificky regulacni protein bunééného cyklu mTOR a inhibuje

jeho aktivaci.

Metoda Architekt je zpozdéna jednokrokovd imunoanalyza. Pfed automatickym
zpracovanim dochdzi k manualni piedptipravé, stejné jako u stanoveni CsA a Tac, stim
rozdilem, ze vzorky plné krve po vysrazeni precipitacni reagencii se inkubuji 10 min ve
vodni teplé lazni a po té jsou odstiedény. Vznikly supernatant se slije do zkumavky pro
ptedpfipravu potransplantacnich testii a vlozi se do analyzatoru. Mnozstvi sirolimu je

nepiimo umérné signalu v jednotkach RLU.

Optimalni rozmezi hodnot zavisi na klinickém stavu pacienta, individualnich rozdilech
Vv senzitivité, nezddoucich ucincich sirolimu, soubézném uzivani dalSich imunosupresiv
(s CsA nebo Tac), dobé uplynulé od transplantace a dalSich faktorech. Z téchto divodi
nelze 1éCbu pacienta ménit pouze na zakladé hodnot sirolimu a u kazdého pacienta se

pti zméné 1écby doporucuje provést dikladné klinické hodnoceni [6].

4.3.1 Hodnoty Sirolimu (l1éku Rapamune) v LNM-IKEM

analyt  |Sirolimus-Siro

1ék Rapamune,

Rapamycin

normalni| 9 mésic 4,5-14 ug/l

hodnoty

kriticka |pfed davkou |vice nez 25 ug/l

mez

Tabulka 3: Hodnoty Sirolimu (léku Rapamune) v LNM-1IKEM
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4.4 Kyselina mykofenolova - EMIT (Dade Behring)

Mykofenolat mofetil je preparat, ktery je urcen k profylaxi rejekce u pacientti po
alogenni transplantaci ledviny, transplantaci srdce a dalSich transplantovanych organt.
MMF je 2-morfolinoethylester kyseliny mykofenolové (MPA) a byl vyvinut jako 1é¢ivo
zlepsujici vyuzitelnost MPA, aktivni imunosupresivni latky. Vzhledem k tomu, ze se
MMF rychle konvertuje na MPA, je souprava Emit vyvinuta pro méfeni celkové
koncentrace MPA v plazmé¢.

Hladina MPA v plasmé je ovlivnéna farmakokinetikou metabolismu MMF, typem
transplantatu, vékem, rasou, dobou po transplantaci, klinickymi komplikacemi a

soucasné podavanymi 1éky.

V nasi laboratofi stanovujeme MPA ve tfech Casech. V ¢ase 0, za 30 min a 120 min. po
podani. Vysledky jsou vyhodnoceny v AUC, coz je oblast pod kiivkou vyjadiujici
zavislost koncentrace MPA na ¢ase. Mnozstvi davky, které se dostane do krevniho
ob¢hu, pak stanovujeme. Index expozice se vypocitavad ze vzorkll krve odebranych

v urcitych intervalech po podani davky.

Stanoveni MPA je zaloZzeno na kompetici o vazebna mista na protilatce proti MPA.
MPA ze vzorku kompetuje sSMPA znaenou enzymem glukoso-6-fosfat
dehydrogendzou (G6PDH) obsazenou v enzymovém reagentu. Kinetickd zména
absorbance pii této reakci je métfena spektrofotometricky. Enzymova aktivita klesa
S vazbou protilatky, coz umoziuje méfit koncentract MPA ve vzorku prostfednictvim

enzymové aktivity.
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Pro MPA neni stanoveno terapeutick¢ rozmezi v plasmé. Pozadavky na optimalni
hladinu se lisi podle klinického stavu, v citlivosti K imunosupresivu, spolutc¢inku jinych

imunosupresiv (kombinace mozZna s jakymkoliv imunosupresivem), typu transplantatu.

Jednotliva zmétend hodnota MPA by neméla byt signalem ke zméné 1é€ebného rezimu.
Kazdy pacient by mél byt klinicky vysetfen pfed stanovenim terapie a kazda laboratot

by méla stanovit rozmezi na zaklad¢ klinickych zkuSenosti [7].

4.4.1 Hodnoty Mykofenolatu (lékii Cellcept, Mykofenolat mofetil) v LNM-
IKEM

Tabulka 4: Hodnoty Mykofenolatu (1éka Cellcept, Mykofenolat mofetil) v LNM-IKEM
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5 Rezimy k navozeni transplantacni tolerance

Transplantan¢ni, neboli imunologicka tolerance slouzi k potlaceni imunitni odpoveédi
proti specifickému antigenu bez soucasné suprese celého imunitniho systému a pfi

zachovani normalnich imunitnich mechanismui vii¢i ostatnim antigenim.

Imunologicka tolerance se d€li na centralni (indukovana v thymu) a periferni

(indukovana v perifernich lymfatickych organech).

5.1 Mechanismy uplatiujici se v transplantacni toleranci

Tolerance v soucasné dob& neni povazovana pouze za pasivni d¢j, ktery je zaloZzeny na
neschopnosti tolerantniho jedince specificky reagovat, ale je to d¢j aktivni, zajiStovany
vice mechanismy. Dnes uz vime, ze tolerantni jedinec reaguje na tolerovany antigen
zvlastni formou imunitni reakce, kterd se ve fenotypu projevi jako nereaktivita
(tolerance). Mezi tfi zékladni mechanismy imunologické tolerance patii klondlni delece,

bunécna anergie a aktivni suprese.
Klondlni delece je proces, ptfi kterém jsou eliminovany ptislusné klony specificky
aloreaktivnich lymfocyti.

Anergie - vtomto procesu pfislusny klon bunck zlstava v organismu, ale proti

specificému antigenu nereaguje.

Supresorové builky se nachdzi ve vSech popsanych modelech imunologické tolerance. T
lymfocyty potlacuji imunologickou reaktivitu jinych imunokompetentnich bunék a tim

zpusobuji toleranci adoptivné z tolerantnich jedincl na netolerantni.

Mezi dalsi mechanismy patii mikrochimerismus, kdy malé procento darcovskych
hematopoetickych bunék byva nalezeno i u ptijemcti, kteti toleruji alogenni organovy

transplantat [10].
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5.1.1 Regulacni T-lymfocyty

Nejznaméjsi populaci regulac¢nich T-lymfocytl jsou pfirozené CD4+ a CD25+ Tiegs
tvofeny v thymu. Tyto buniky jsou namifeny proti vlastnim antigenim a exprimuji
transkripcni faktor foxp3, ktery je nezbytny pro jejich diferenciaci. Pfirozené Tegs jSOU

podminkou dlouhodobého pfijeti transplantatu.

Bylo prokazano, Ze lze uskuteCnit i pfenos tolerance dal$im piijemcim bez dalSich
manipulaci a ze je tento pfenos zavisly pouze na CD4+ T-lymfocytech. Také je znamo,
ze se T-lymfocyty u dalSich pfijemct mohou tzv. edukovat za ptfitomnosti pivodni
populace tolerantnich T-bun€k. Tento proces se nazyvd ,infekéni tolerance” a
vysvétluje, jak je mozné, ze jednou navozena tolerance maze trvat po tak dlouhou dobu,

co jsou pritomny antigeny darce [4].

5.1.2 Dendritické buiky

Dendritické buiiky nejsou jenom vyznamné proto, Ze upozorfiuji imunitni systém na
pfitomnou infekci, ale také proto, Ze jsou schopné cirkulovat mezi tkdnémi a udrZovat
toleranci proti vlastnim antigenim. Zatim neni znamo, jestli existuji pfirozené
dendritické bunky, které zajiStuji toleranci, nebo jestli se nezralé dendritické bunky

uplatiuji v toleranci.

Vi se, ze fada farmak napft. kyselina acetylsalicylova, dexametazon, IL-10 a dalsi, je
schopna zménit reaktivitu dendritickych bun€k pochézejicich z kostni dfené tak, aby se
pak mohly uplatnit v toleranci. Zménéné bunky exprimuji na svém povrchu méné MHC
antigenl II. tfidy a kostimula¢nich ligand (CD40, CD80, CD86) a také soucasné
sekretuji méné prozanétlivych cytokini (IL-12) [4].
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5.1.3 Kostimulace-blokada-resistentni rejekce

O mechanismech indukce tolerance prostfenictvim kostimula¢ni blokady bylo
publikovano velmi mnoho ¢lankd. Hlavnim zjisténim bylo, ze kostimulac¢ni blokada
s CTLAA4Ig a anti — CD154 je G¢inngjsi pfi inhibici CD4 bun€k nez pfi inhibici CD8
bun¢k. Tento jev byl vypozorovan u koznich S§tépl, stfevnich a srdeCnich Stépu.
Aloreaktivni bunky CD4 se zdaji byt zavislé na CD40-CD154 ve vétsi mife nez CD8
bunky, které mohou byt aktivovadny nezévislym mechanismem. Je znamo, ze 1écba
CTLA4Ig muze byt schopna indukovat toleranci CD8 buiiky bud’ pfimo, nepiimo nebo
jen do urcité miry, ale velmi Casto pouze Castecné. Jednim ze zplsobl jak zabranit
vzniku rejekce po kostimulaéni blokddé CD8 bun¢k, je zablokovat cestu IL-15/1L-15R

pomoci inhibitord syntézy bilkovin.

Nedavné vyzkumy prokazuji existenci dalsiho receptoru pro CD80/CD86, jimz neni ani
CD28 ani CTLA4. Tento antigen je signdlem pro T-butiky a jeho potlaceni by mohlo

prispét k ovlivnéni rejekénich mechanisma [11] .

5.1.4 Mezinarodni projekty k navozeni transplantacni tolerance

Nedavné ojedinélé pokroky klinicky vyuZivajici princip navozeni tolerance
transplantovaného orgdnu vedouci k trvalému piijmuti alogenniho transplantatu bez
pouziti b&zné imunosupresivni 1é€by iniciovaly zaloZzeni mezinarodni sité

transplantacnich center v ramci projekti RISET a ITN.
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RISET (Reprogramming the Immune System for Establishment of Tolerance)

Jedna se o nadnéarodni evropsky projekt financovany Evropskou komisi v ramci Sestého
ramcového programu, ktery se zaméiuje na pokrok ve vyzkumu tolerance v klinické
praxi. V soucasné dob¢ studuje také laboratorni testy k urceni tolerance v transplantaci.
Byly nashromazdény vzorky z riiznych studii, které budou posouzeny jako potencidlni

biomarkery k predpovédi indukéni tolerance transplantaci u ledvin nebo kostni diené.

RISET je soucasné centrem evropského klinického hodnoceni celkové imunosuprese u
dospélych piijemcii transplantace jater k posouzeni bezpecnosti této strategie u velké

skupiny ptijemct a identifikaci biomarkert spojovanych s toleranci.

Pti jedné studii, ktera byla provadéna u pacientt tii roky po transplantaci jater, nedoslo
u nékterych piijemct béhem 18-ti mésici k rejekci a ti byli oznafeni za tolerantni.
Béhem této studie byla vysazena veSkera imunosupresivni terapie po dobu 12-ti

mésicl, 6-ti mésicnich etapach [12].

ITN (Immune Tolerance Network)

Jde o mezinarodni spolupréci s pfevahou severoamerickych pracovist’ a cilem urychlit
rozvoj klinické imunitni tolerance. V soucasné¢ dob¢ je provadéno klinické hodnoceni
smiSenych chimér, se snahou nahradit pottebu dlouhodobého uzivani imunosupresiv po
transplantaci ledvin. Vzorky z této a dalsich studii budou tvofit zaklad pro testovani
biologické tolerance, nejen transplantacni.V soucasnosti ITN sponzoruje v USA dvé

klinické studie, které se zamétuji na transplantace jater u déti a dospélych.

Ve snaze podpofit objev novych biomarkerli spojenych s transplantacni toleranci jater,
RISET a ITN podepsaly smlouvu o spolupraci, kterd zahrnuje dohodu o vymeéné
veédeckych vysledkli a biologickych vzorkli mezi obéma spole¢nostmi. Tato popsana
spoluprdce umozni ziskat informace o tolerantnich a ne-tolerantnich pfijemcich
vhodnych k vySetieni u obou instituci, coz zvysi jejich schopnost identifikovat

potenciondlni uzite¢né biomarkery [12].
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Diskuse

Ze svétovych statistik vyplyva, ze v souc¢asné dob¢ je piezivani transplantované ledviny
od Zijicich darcti v prvnim roce po transplantaci az 98%, od zemielych darci jen asi
93%. V prvnim piipad¢ je primernd doba funkce organu az 20 let, avSak ve druhém
ptipadé pouze 8-12 let. | z tohoto divodu jsou vysledky piijmu organu od Zivého darce

Z dlouhodobého hlediska lepsi.

Transplantace poskytuje ve srovnani s jinymi metodami ndhrady funkce ledvin nejvyssi
kvalitu Zivota. V CR se v minulém roce transplantovalo celkem 355 ledvin, z toho
kolem 200 ledvin v IKEMU. Pfijmuti orgdnu od zijictho darce tvoii kolem 8 %
z celkového poctu. Trendem se stava transplantace ledviny od Zijicich darcl, zejména

v USA, ale i v CR se toto dafi rozvijet.

Cast pacientl, ktefi ¢ekaji na transplantaci orgdnu, se kvuli nedostatku darcti operace
nedockd a bohuzel umira. Nedostatek darct neni dén jen tim, Ze umird malo lidi, ale
velmi Casto i1 tim, Ze nefunguje rychla spoluprace resuscitacnich jednotek, jednotek

intenzivni péce a transplantacnich center.
Od poloviny 60. let provedli ¢esti 1ékati okolo 5000 transplantaci.

Ve své praci jsem vénovala pozornost nejen transplantacim, ale i imunosupresivni
1é¢bé, ktera je velmi dualezitd pravé po transplantaci a umoziuje pfijeti transplantatu.
Mezi nejzékladnéj$i imunosupresivum patii kortikosteroidy. Lécba steroidy neni
piekvapivé spojena s rizikem vzniku tumorl a je moZno je podavat 1 v té¢hotenstvi.
Zakladni stavebni sloZky po organovych transplantacich predstavuji CsA a Tac.
Cyklosporin se zacal pouzivat v 80. letech minulého stoleti a stal se rychle
imunosupresivem prvni volby. Kvili svym vedlejsim, nefrotoxickym ucinkiim je
V soucasnosti nahrazovan Tac, coz je novéj$i makrolidové imunosupresivum, které se
do klinické praxe dostalo v poloviné 90. let. Pravé pro svoji UCinnost a mensi
farmakologickou variabilitu se stal upfednostiovanym preparatem. MMF nahradil
Vv 1é€be azatioprin, fada studii prokazala snizeny vyskyt akutni rejekce s prodlouZenim
pteziti transplantovanych ledvin.

Vyznamné by bylo zavést do praxe takové metody, které by umoznily redukovat nebo
dokonce vysadit imunosupresi, aniz by doslo k ohroZeni §té€pu rejekci. V souc¢asné dobe

jsou provadény rtzné studie pravé stouto problematikou, diky nimz se snad v

budoucnosti podati tento problém vyftesit.
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Ve své praci jsem se pokusila o pfiblizeni dilezitosti transplanta¢ni mediciny, diky niz
se podarilo zachranit a prodlouzit zivoty tisice lidi. Cilem transplantace je navratit

nemocného zpét do aktivniho Zivota.

Ceska republika je na velmi vysoké urovni v transplantacni mediciné ve srovnani
S jinymi zapadnimi zemeémi. Co se tyka poctu darcii organt, je na tom dokonce Iépe nez

napf. sousedni Némecko.

Byla dokonce umisténa na tfetim mist€¢ v Evropé v po¢tu kombinovanych transplantaci
slinivky bfigni a ledvin u diabetikil. Jedingm centrem v CR, kde se transplantace
slinivky bfisni provadi je prazsky IKEM, kde kombinovanou transplantaci ledviny a

slinivky bfisni loni podstoupilo 22 lidi, samotnou slinivku dostalo pét lidi.

Od 80. let minulého stoleti se vysledky transplantaci v§ech organd vyznamné zlepsily.
Pomohlo k tomu zdokonaleni metody odbéru, uchovani organt a opera¢ni techniky,
stejné¢ tak vyvoj modernich 1€kt (imunosupresiv), které pomahaji organismu Iépe
pfijmout cizi organ.

I pies tento pokrok v medicing trpi jak CR tak vyspé&ly svét stalym nedostatkem organti

K transplantacim.

Lidé, kteti potiebuji novy organ, jsou zafazeni na ¢ekaci listinu. Transplantace ledviny
od zijiciho darce je vyhodna, protoZe jde o pldnovanou operaci, na kterou je jak darce
tak, pfijemce pfipraven. V tom je hlavni rozdil od transplantace od zemfelych darct,
kdy je vykon nutné provést v relativné kratké dobé&, aby nedoSlo k poskozeni funkce

organu.

Vyzkum bunc€k avSak ukazuje nové cesty budouciho zdravotnictvi a my si mozna

budeme schopni vypéstovat nové organy piimo v téle, kdo vi...
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Seznam zkratek

ALG antilymfocytarni globulin

ATG antitymocytarni globulin

APC antigen prezentujici buiika

AUC oblast pod kiivkou

AZA azatioprin

C4 C4 slozka komplementu

CDh cluster of differentiation

CMIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
CS kortikosteroidy

CsA cyklosporin A

CTLA cytotoxic T-lymfocyte associated antigen (CD 152)
DNA deoxyribonukleova kyselina
EMIT enzym imunoanalyza

Fas apoptoticky receptor

FK 506 tacrolimus

GvH graft versus host

G6PDH glukoso-6-fosfat dehydrogenaza

HLA human leukocyte antigen

IFN vy interferon vy

IL interleukin

IMP inosinmonofosfat

IMDPH inosinmonofosfat dehydrogenaza

IKEM Institut klinické a experimentalni mediciny
ITN immune tolerance network

IVIG intravendzni imunoglobulin
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LNM
MHC
MMF
MPA
MP
mTOR
NK

PP
RISET
Tac
TCR
Th
TGF B

Treg

laboratof neaumatizovanych metod
major histocompatibility komplex
mykofenolat mofetil

kyselina mykofenolova
monoklonélni protilatka
mammalian target of rapamycin
natural Killer

polyklonalni protilatka
reprogramming the immune systém for establishment of tolerance
tacrolimus

T bunéény receptor

T helper

transformujici rstovy faktor 3

T regulacni bunka
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