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Abstrakt

Pod pojmem transplanta¢ni tolerance se povazuje dlouhodobé piezivani funkéniho $tépu bez
potfeby imunosupresivni 1écby. U experimentalnich modelii existuje mnoho zptisobli navozeni
tolerance, avSak do klinické praxe prevedeny nebyly. V soucasné dobé se pouzivd mnoho
farmakologickych imunosupresiv, jejichz smyslem je umoznit organismu akceptovat
pritomnost Stépu a také zachovat obranyschopnost piijemce. Vysledky nékterych studii
prokézaly, ze se vSak davky imunosupresiv daji snizit na minimum, v nékolika pfipadech
pacienti piezivaji dlouha 1éta bez imunosuprese. Budoucnost imunologické tolerance se vklada
do vyvoje biomarkert ¢i do vyuziti mezenchymalnich kmenovych buné¢k. Cilem této prace je
shrnout soucasné poznatky mechanismi imunologické tolerance pfi organovych transplantaci

a pokusit se nalézt perspektivni cile, kterymi by mohl byt dalsi vyzkum smérovan.

Kli¢ova slova: imunologicka tolerance, organové transplantace, rejekce, imunosuprese,

imunomodulace



Abstract

The term transplantation tolerance is considered for a long-term graft survival without the need
of immunosuppressive therapy. In experimental models, there are many ways to induce the
tolerance but have not been transferred into clinical practice, yet. Currently used
pharmacological immunosuppression is designed to allow the body to accept the presence of
graft and also to preserve the immune system of the recipient. Results of some studies have
shown that doses of immunosuppressive agents can be reduced to a minimum and patients
might survive for years without an immunosuppression in few cases. The future of
immunological tolerance is associated with the development of biomarkers or the use of
mesenchymal stem cells. The aim of this thesis is to summarize current knowledge of
mechanisms of immunological tolerance in organ transplantations and try to find prospective

targets, which could be directed to further research.

Keywords: immune tolerance, organ transplantations, rejection, immunosuppression,

immunomodulation
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Uvod

Nahrada tkané se pohybuje od transfuze ¢ervenych krvinek po 1é€bu anémie, transfuze
destic¢ek pro 1écbu trombocytopenie, transplantace jednotlivych organt jako jsou ledviny, jatra,

srdce, slinivka bfisni a v neposledni fad¢ také transplantace obliceje.

Nejvyssim cilem transplantaci je stav trvalé transplantacni tolerance bez dalsi péce
farmakologické imunosuprese. I pfesto, Ze je znamé uspéSné odstaveni pacientl mimo

farmakologickou imunosupresi, jedna se spiSe o vyjimku nez pravidlo.

Vétsina pacientil tedy vyzaduje celozivotni imunosupresivni 1écbu, aby nedoslo
k rejekci St€pu. AvSak imunosuprese vyuzivajici se proti akutni rejekci Casto selhava pii
kontrole chronické rejekce a tato 1écba je spojena s fadou nezadoucich ucinki. Lécba

posledniho stadia chronické rejekce je také spojena s vysokymi ekonomickymi néklady.

Cilem této prace je na zakladé odborné psané literatury shrnout soucasné poznatky
ohledné¢ imunologické tolerance pii transplantovanych organech, popsat néckolik
farmakologickych imunosupresiv a pokusit se najit perspektivni cesty vedouci k trvalé

imunologické tolerance u transplantaci.



1 Mechanismy imunitni reakce proti transplantovanému Stépu

1.1 AKkutni T- buiikkami zprostredkovana (celularni) rejekce
Pro akutni celularni rejekce je typické zasazeni NK bunikami, makrofagy a CD4+, CD8+

T butikami.

Nejprve jsou CD4+ buiiky aktivovany darcovymi APC buitkami bud’ ve §tépu, nebo v
lymfatickych organech. Aktivovany jsou diky cytokinum typu Thl, zejména IFNy, ktery je
produkovan CD4+ burnikami a slouzi k aktivaci CD8+ cytotoxickych lymfocyti. Tyto bunky
migruji do $tépu, kde napadaji buiiky parenchymu. Jen CD8+ cytotoxické T buiky, které jsou
indukovéany piimou cestou HLA aloantigeni mohou zabit buniky S§tépu exprimujici tyto
antigeny. Takto asociované CD8+ T buiiky pfijemce vyuzivaji tii zplsoby cytotoxickych

mechanismu.

Prvnim z téchto mechanismi je interakce Fas receptoru a jeho ligandu FasL.
Cytotoxické T buniky maji na svém povrchu vysoce exprimovany FasL, na které se navaZe Fas
receptor, ktery se nachazi na povrchu mnoha bun¢k. Toto navazani vede k zahdjeni apoptozy v
cilové bunce (Kégi et al. 1996). Dale maji cytotoxické T lymfocyty v cytoplazmé granule
obsahujici granzymy A, B a perforin. Poté, co rozezna cilovou burku, pfesunou se granule
Kk plazmatické membrané a vyliji sviij obsah v misté dotyku. Perforin v cilové membrané tvorti
pory, kterymi se dostanou do builky granzymy. Ty svym plisobenim $tépi kaspazy, a tim
aktivuji kaskadu vedouci k programované bunétné smrti. Tietim zplUsobem je sekrece
lymfotoxinu, ktery také indukuje apoptoézu. U tohoto mechanismu nedochazi ke styku s cilovou

bunikou (Schmid et al., 1986).

Po pfimém i nepiimém rozpoznani HLA molekul se pomocné T lymfocyty (CD4+, Th)
diferencuji do riznych podtypt (Thl, Th2, Th3, Th17 a T regula¢ni lymfocyty) vlivem
cytokinti. Thl lymfocyty se diferencuji v pfitomnosti cytokinu IL-12 a produkuji I1-2, IFN-y a
TNF-o. IFN-y aktivuje makrofagy, které produkuji toxicky oxid dusny, reaktivni kyslikové
radikaly aj. Ve $tépu vyvolaji reakci, kterd ptipomina piecitlivélost oddaleného typu. Th2
podtyp je indukovan cytokinem IL-4. Produkci IL-4, IL-5 a IL-13 se aktivuji eozinofily do
Stépu a ty uvolni granule s enzymy poskozujici §tép (Martinez et al., 1993). Th2 lymfocyty

pomahaji B lymfocytim k produkei protilatek, které se ucastni humoralni rejekce.



1.2 Protilatkami zprostiredkovana (humoralni) rejekce

1.2.1 Hyperakutni rejekce

Hyperakutni rejekce se miize vyskytnout nékolik minut az hodin po transplantaci,
nejcastéji do 48 hodin. Tento typ rejekce nastane v ptipad¢, ze predem vytvoiené preformované
protilatky piijemce organu, maji v plasm¢ vysokou hladinu. Pti hyperakutni rejekci dochazi
k vazbé preformovanych protilaitek na endotelové bunky Stépu a aktivuji koagulaéni,
komplementovou a kindzovou kaskadu, coz vede k intravaskularni tromboze, ischémii a
nasledné k nekroze. Pfitomnost téchto protilatek je z 99% dédna diivejSi imunizaci napf.
transfuzi nebo téhotenstvim. U 1% populace se preformované protilatky vyskytuji bez zjevného
divodu (Afzali et al., 2007). Hyperakutni rejekce je téz asociovana s krevnimi destiCkami
aneutrofily, vyskytujicimi se v peritubularnich a glomerularnich kapilarach (Racusen and Haas,
2006).

Z duvodu predtransplantacnich testd, napf. zjisténi piitomnosti donor-specifickych
protilatek (DSA) pomoci komplement-dependentniho cytotoxického testu (CDC test), se dnes
hyperakutni rejekce vyskytuji jen ziidka.

1.2.2 Akutni humoralni rejekce

V piipad¢ absence predem vytvotfenych protilatek mize byt §t€p odmitnut nejcastéji
mezi 5. dnem a 3. mésicem po transplantaci. Pfi akutni rejekci se histologické nalezy vyznacuji
difuznim intersticialnim bunécnym infiltratem, ktery je slozen z CD4 a CD8 T-bungk, kde
dominuje CD8. Vzhledem k tomu, ze vétSina akutnich rejekci je zaméfena proti cévam,

infiltrované bunky jsou nalezeny v intimn¢ arterii, T-buiky jsou zpravidla v minorité.

V piipadé¢ akutni humoralni rejekce produkce aloprotilatek probiha za pomoci CD4+ T
lymfocytl. T buniky pomahaji B buikdm produkovat aloprotilatky a pfepnout protilatky IgM
na jiné izotypy, vcetné IgG. V ptipad¢ alogennich transplantaci tkani T bunky jsou aktivovany
pfimym rozeznanim antigenu na APC dérce nebo neptimo peptidy darcovskych antigenti. Byly
navrzeny dva zplsoby spoluprace T a B bungk, které jsou moZné diky nepiimé cesté prezentace
CD4+ T lymfocytl. V prvnim by mohly byt B buiiky stimulovany HLA antigeny I na APC
darct a CD4+ HLA antigeny II na stejné bunice, tzn., Ze lymfocyty jsou v tésné blizkosti, ale
bez interakce mezi T buné¢nym receptorem a téidy antigenu Il na B bunce. V druhém piipadé
by B bunky byly stimulovény antigeny I. tfidy darcovské bunky a CD4+ jsou stimulovany
cizimi peptidy na antigenech Il. tfidy na APC ptijemce. Tyto CD4+ pak mohou interagovat s B
buiikami tak, ze HLA antigeny II T bun¢k rozpoznaji peptidy B bunék.



1.2.3 Chronicka rejekce

Chronicka rejekce je hlavni pticinou selhani transplantovaného Stépu v dlouhodobém
obdobi po transplantaci, fadové mésice az roky. Tento typ rejekce je zptisoben mnoha faktory
— imunologickymi a neimunologickymi. Utastni se na ni humoralni i celuldrni slozky
imunitniho systému. U transplantace ledvin mize také dojit k chronické nefropatii Stépu, coz
znamena, Ze mize mit za nasledek az Gplnou ztratu funkce Stépu. Dochazi pii ni k duplicité
bazalni membrany glomerult a peritubularnich kapilar. Dal§imi piiznaky chronické rejekce

jsou také hypertenze, proteinurie a v pokrocilém stadiu také dysfunkce $tépu.



2 Imunologicka tolerance centralni a periferni

2.1 Centralni imunologicka tolerance

2.1.1 Pozitivni selekce

Vsechny T lymfocyty podstupujici at’ pozitivni, tak negativni selekci dozravaji v brzliku
(Griesemer et al., 2010). Primérna DP (double-positive) burika zije 3-4 dny a jeji osud zavisi
na schopnosti vhodného upravovani interakci TCR s molekulami MHC. Mnoho MHC molekul
dokaze piedkladat samostatné peptidy a pozitivni selekce je sdruzuje do komplexu (Barton and
Rudensky, 1999). Vice nez 95% DP bunék nedokaze vytvofit vazbu k MHC ligandu, tedy
vétsina bunék zanikne. Cast, ktera je schopna s nizkou aviditou navazani na MHC ligand navodi

zrani DP bun¢k na CD4+ nebo CDS8+ (Starr et al., 2003).

2.1.2 Negativni selekce

Diky vypusténi autoreaktivnich T bunéénych kloni dochazi uvniti brzliku k toleranci.
Rozdil mezi afinitami je pro thymocyty rozhodujici. V piipadé¢ s T bun¢k ma receptor
k vlastnim antigentim vyssi afinitu, vede k vypusténi thymocytt apoptdzou (Starr et al., 2003).
Thymocyty s nizkou afinitou k TCR pieziji a pokracuji v dal$im zrani. Fas, ktery je ¢lenem
rodiny TNF, ma roli pii vyvoji apoptozy ve zrajicich thymocytech (Kishimoto a Sprent 1997).
Silna vazba stimuluje rychly nastup Fas dependentnich apopt6zy naivnich T bunék (Kishimoto
and Sprent, 1999). Dalsim pozadovanym signalem je negativni selekce, ktera je kostimulaci

hlavné¢ mezi interakcemi APC s CD28. V nepfitomnosti kostimulace anti-TCR dochazi

k apoptoze thymocytd (Punt et al., 1994).

Studie prokazaly roli B7-1 (CD80) a B7-2 (CD86) v negativni selekci. Tyto signaly jsou
zprostifedkovany pomoci CD28. CTLA-4 a CD28 maji protichiidné funkce v negativni selekci,
protoze CTLA-4 poskytuje signaly, které inhibuji indukci (Buhlmann et al., 2003). V tkanich
bohatych na APC oblasti interaguji thymocyty s ko-stimula¢nimi molekulami (CD80, CDS86).
Jsou vyjadieny v thymu jako epitelové buiky (TEC) nebo jako dendritické buinky. Avsak
signalizace TCR vede k apoptoze ptes Fas/FasL drahu, ktera se vyskytuje v kife thymu
(Kishimoto et al., 1998).

V nedavné dob¢ se objevil transkripéni reguldtor v brzliku pojmenovany Aire. Je
exprimovan v epitelovych buiikidch medularniho brzliku. Vlastni toleranci podporuje tak, ze
donuti transkripci fady TSA (tissue specific antigens) v brzliku. V nepfitomnosti tohoto
regulatoru se medularni TEC projevuji jen na omezen€, coz zplisobuje zavazna autoimunitni

onemocnéni. Pfi transplantaci role Aire zatim nebyla definovana (Gardner et al., 2009).



2.2 Periferni imunologicka tolerance

Po pozitivni a negativni selekci se zralé T buniky uvolni z thymu do periferni cirkulace
a sekundérnich lymfatickych organti. Negativni vybér v brzliku odstrani thymocyty, které mayji
vysokou afinitu k TCR tvorici MHC komplexy. Periferni tolerance je rozhodujici pro fizeni
zralych T bunék s nizkou ¢i stiedni afinitou TCR na MHC (Mueller, 2010).

2.2.1 Klonalni delece

Riizné trovné antigennich stimulaci zralych T bun¢k v periferii muze vést ke klonalni
delekci. Malé mnozstvi stimulace mtze indukovat toleranci T bunék ¢aste¢nou regulaci TCR
na CD8&+ bunky (Ferber et al., 1994). Je vSak zapotiebi apoptéza T bunék pro indukci periferni
tolerance transplantatu. Ke klonalni delekci autoreaktivnich T bunék dochazi prosttednictvim
apoptdzy prostiednictvim aktivace Fas/FasL drahy a Bim zavislé mitochondridlni drahy 3.
Tkéanove spojené antigeny mohou byt pfiéné prezentovany z APC na CD8+, které vytvari
potencial pro vyvoj autoimunity. Také mohou vést k odstranéni autoreaktivnich CD8+ T bun&k
(Heath et al., 1998). Davey a kol. prokazal, Ze tolerance mize byt udrzovana vypusténim
aktivovanych CD8+ prostiednictvim aktivace Bim,coz vede k BCL-2 a inhibici apoptoézy T
lymfocytt (Davey et al., 2002). Deficient Bim a Fas mys$i naznacuji chybnou indukci periferni
tolerance, coz vede k zvySeni velikosti lymfatickych uzlin, sleziny a rozvoj autoimunity. To

tedy dokazuje, ze ob& molekuly hraji roli v periferni toleranci T bun¢k (Weant et al., 2008)

2.2.2 Klonalni anergie

Aktivace T bun€k vyzaduje dva signaly: TCR signél a ko-stimulaéni signal. T bunky
nejsou schopny bez ko-stimula¢niho signalu imunitni odpovédi. Hlavnim ko-stimula¢nim
receptorem je CD28 s dvéma ligandy B7.1 (CD80) a B7.2 (CD86), kter¢ jsou exprimovany na
APC. CD28 jsou signaly rozhodujici pro aktivaci T bunégk, proliferaci a ptezivani po interakci
s T bunkami APC (Jenkins et al., 1991). Vysledkem aktivace CD28 ve zvySené expresi cyklinti
a cyklin dependentnich kinaz je sniZena regulace inhibitoru CDK cdk27kipl, zvySena regulace
glukozy v PI3K a aktivace Akt (Appleman et al., 2000). CD28 kontroluje pfezivani T bunék
diky zvySeni BCLxL expresi v T buiikach, kde zabrafiuje T- bunééné smrti z apoptickych
signalti jako je Fas aktivace nebo odstranénim IL-2 (Boise et al., 1995). Aktivace T bunék
Vv nepiitomnosti CD28 vede k anergickému stavu s vadnou aktivaci fosfolipazy a intercelularni
mobilizaci vapniku, ktera je spojena se zvySenymi hladinami CDK inhibitoru p27Kip1 (Rowell
et al., 2005).



2.2.3 Klonalni ignorace

Slabé autoreaktivni B buiky, kterym se nepodafi vyvolat deleci, anergii nebo se
diferencovat do folikuldrni nebo marginalni zény B bun¢k maji potencial byt povazovany za
nebezpecné v ptipadé, ze je povoleno piijimat pomoc od T bunck a podstoupit somatickou
mutaci. Zda se dulezité, aby slabé B buiiky byly fizeny inhibi¢ni signalizaci a byly udrzovany
ve stavu klonalni ignorace za ucCelem ochrany proti rozvoji autoimunity. V piipadé slabé
autoreaktivni B buniky by se m¢l fyzicky zapojit vlastni antigen s cizim antigenem do komplexu.
Tato aktivace B bun¢k by mohla usnadnit proces endocytozy, indukci exprese CCR7 a fizeni
migrace B bun¢k smétujici k T buné&éné zoné, kde by mohly cizi peptidy aktivovat CD4+ T
buniky. To by mohlo mit za nasledek TB spolupréci, coz by zptisobilo somatické mutace bud’ v
mimo folikularnich mistech nebo v zdrode¢ném centru, kde by to mohlo vést k tvorbé silnych

autoreaktivnich B buné¢k a autoprotilatek (Chan et al., 1997; Nishizumi et al., 1995).

2.2.4 Suprese
Ditlezitou roli v supresi imunitnich reakci hraji regulacni T bunky (Treg). Dalsi

imunologicky aktivni bunky, které mohou také potlacit imunitni odpovéd’, jsou NK burky,

CD4-CD8-, CD8+ CD28+ buiiky a veto bunky.

Regula¢ni T bunky byly nejdiiv definovany u hlodavct jako CD4+ CD25+ s funkei
potlacovani imunologické odpovédi (Sakaguchi et al., 1995). Asi 10% z perifernich CD4+
bunck exprimuji I[L-2 receptory na svém povrchu. Za normalnich okolnosti produkuje brzlik
imunoregula¢ni CD4+ CD25+ T buiiky, které jsou anergické k TCR a jsou schopny potlacit
proliferaci jinych T bunék (Itoh et al., 1999). Mohou mit afinitu k MHC/peptid, coz vede
Kk tniku z negativni selekce v brzliku (O’Garra and Vieira, 2004). Vy¢erpanim CD25+ T bunék
vede k rychlejsimu odmitnuti alogennich $té€pt a zvySuje reakce $t€pu proti hostiteli (GVHD)
vztahujici se na umrtnost v mysich modelech. Infuze CD4+ CD25+ T regula¢nich bun¢k snizila
GVHD mortalitu u ptijemci alogenni HSTC (Taylor et al., 2002). Treg navozuji toleranci
K histokompatibilnimu antigenu, ktery se neshoduje se Stépem a je zapojen v toleranci a

prevenci odmitnuti §tépu po transplantaci organu (Waldmann et al., 2004).

NK bunky jsou bunky, které exprimuji markery NK bun¢k (CD16 a CD56 u lidi)
asociujici spolu s markery T bun€k a TCR af} na jejich povrchu. Vylucuji vysoké hladiny IL-4
a IFN-y (Bendelac et al., 1997).

Aktivita veto bunék je definovana jako schopnost potlaceni cytotoxickych T lymfocyta.

Nejucinngjsi veto aktivita byla nalezena v CD8+ nebo jejich klond. K apoptdze dochazi pies



Fas/FasL drahu a vSechny bunky véetné BM podskupiny maji tuto aktivitu (Reich-Zeliger et
al., 2000). Pouzitim vysokych davek kmenovych bun¢k muize byt indukovana tolerance,
zejména CD34+, které byly pouzity v haploidentickych transplantacich, coz mélo za nasledek

zhojeni MHC nesourodych kmenovych bunék (Reisner and Martelli, 2008).



3 Bunky a cytokiny ucastnici se navozeni imunologické tolerance

3.1 T regula¢ni bunky

T regulacni lymfocyty (Treg) maji kli¢ovou roli v regulaci celého imunitniho systému.
Jsou tvofeny v thymu a v mensi mite i v periferii. Treg mimo to, Ze poskytuji imunitni dohled
regulovat rizné bunky a slozky imunitniho systému. Treg bunky jsou definovany jako
CD4+CD25"9" Foxp3 T bun&né populace (Fontenot et al., 2003). CD4 molekula je jeden
z markeru T pomocnych bunék, které se podileji na ko - receptoru TCR. Molekula CD25 ma
ulohu pfti funkci, preziti a generaci Treg bunék, protoze o fetézec ma vysokou trimerni afinitu
s IL-2 receptorovym komplexem, ktery je schopen vazat IL-2 i pii velmi nizkych
koncentracich ptitomnych v téle (Wang et al., 2005). Transkrip¢ni faktor Foxp3, ktery je také
znamy jako Scurfin je zasadni pro rozvoj a supresivni funkce Treg bunek (Khattri et al., 2003).
Plsobi jako hlavni regulator aktivujici nebo potlacujici cilové geny (Zheng et al., 2007).
Pivodnim piedpokladem bylo, Ze Foxp3 definuje nezralé thymocyty a podstupuje diferenciaci
do buné€k Treg. Studie vsak ukazaly, ze Treg bunécna linie je pted indukci exprese Foxp3 (Lin
etal., 2007). Také se prokazalo, ze Foxp3 neni striktné specifickym markerem pro Treg bunky,
mize byt pfechodné exprimovan i u jinych leukocyt (Allan et al., 2007). Foxp3 je nezbytny
pro ziskani supresivniho fenotypu, amplifikace a stabilizace molekularni struktury (Lin et al.,
2007) Treg buné&cné linie spolu s dalsimi signaly jako je IL-2, TCR, a TGF-B. Dysfunkce nebo
mutace Foxp3 nebo jeho genu vede k defektnimu vyvoji Treg bunék, nasledkem je tézka
imunopatologie, kterd je vyznacovana multiorgdnovou autoimunitni a zanétlivou poruchou
(Fontenot et al., 2003). Exprese Foxp3 je sama upravovana dle poc¢tu transkripénich faktort
stejné jako TCR signalizaci, cytokiny a epigenetické mechanismy (Hori, 2011) — zejména
methylace Foxp3 lokusu, ktera je zasadni pro stabilni udrzovani Foxp3 exprese (Zheng et al.,
2007) a tim je také dana stabilita Treg bunécné linie. Krom¢ vyse uvedenych molekul existuji
jiné povrchové, intracelularni molekuly spojené s Treg bunéénym fenotypem. V posledni dobé
studie ukazaly, Ze transkrip¢ni faktor Helios je dal$im markerem thymu odvozeny od nTreg
bunék. Bylo popsano, ze Helios vaze Foxp3 promotor, coz vede k domnénce, Ze by mohl byt
zapojen do regulace Foxp3 exprese (Getnet 2010), tedy supresivni aktivity Treg bunék.
Kostimula¢ni molekuly a nékolik dal§ich molekul nachazejici se na povrchu bunék Treg patii
mezi zapojené do vyvoje Treg bunék. Nicméné€ jejich exprese neni omezena pouze na

podskupinu Treg, ale daji se nalézt i na T a B buiikach.



3.2 B regula¢ni bunky

B regulacni bunky maji stale neurcity piivod a vyvojovou drahu. Neni jasné, zda je
mozny vyvoj B regulacnich bun¢k z riznych populaci B bun¢k ¢i existuje jeden specificky
progenitor. Bregs jsou tedy definovany na zaklad¢ jejich funkce, pfedevsim na schopnosti
produkovat supresivni cytokin IL-10. Obg¢as je tato skupina bunék ozna¢ovana jako B10 buiky
¢1 Brl buiky. Stejné tak umi produkovat protizanétlivy cytokin TGF-B, kdy je pak mozno B
bunky pojmenovat jako Br3 (Berthelot et al., 2013). Obdobné jako u Tregs jsou aktivovany
pted projevem své funkce. Rovnéz je mozné, zZe Bregs mohou exprimovat transkripéni faktor
Foxp3 oznacujici se jako B-Foxp3 (DiLillo et al., 2010). V soucasné dob¢ neexistuje jednotny
model, ktery by mohl zahrnovat vSechny typy Bregs. S piihlédnutim na vlastnosti a jejich pavod
jde tedy Bregs zatadit do tii hlavnich kategorii. Prvni kategorii jsou adaptivni Bregs, kter¢ jsou
tvofeny pomoci adaptivnich imunologickych reakci skrz BCR, CD40 a ptipadné¢ TLR
signalizaci (Fillatreau et al., 2002). Dalsi kategorii jsou nezralé¢ Bregs, které jsou vyvinuty
z nezralych B bunék pod rezii CD40 (Blair et al., 2009). V neposledni fadé vrozené Bregs, které
jsou odvozeny od ILBs (O’Garra et al., 1992). Pocetné studie prokazaly, ze lidské B bunky
jsou schopny produkovat I1L-10 po stimulaci. S odkazem na piedeslé kategorie jsou u lidi
pritomny nezralé a vrozené druhy. Adaptivni typ by vSak mohl u lidi také existovat, ale nejsou

k tomu v soucasné dobé védecké dukazy (Duddy et al., 2007).

3.2.1 Nezralé lidské Bregs

Po transplantaci ledvin u tolerantnich pacienti nedoslo k zvyseni po¢tu IL-10 k produkci
nezralych Bregs v porovnani s pacienty, kteti vyzaduji imunosupresivni rezim (Duddy et al.,
2007). U pacientd, ktefi jsou infikovani virem chronické hepatitidy B je rovnéz zvysSena
produkce IL-10. A to tak, Ze Bregs potlaci specifickou CD8+ T bunécnou odpovéd’ proti viru
hepatitidy B (Das et al., 2012).

3.2.2 Vrozené lidské Bregs

Na rozdil od mySich B bunék, které exprimuji vétSinu TLR, lidské B buiiky maji
omezenéjsi expresni profil TLR. Lidské periferni B buiiky jsou pfedev§im vyjadiené¢ TLR7 a
TLRY. Vyssi exprese TLR byly nalezeny v CD27+ pamét'ovych B bunikach (Bernasconi et al.,
2003). Zatimco aktivace TLR je prvotni hnaci silou IL-10 v bunkach lidského téla, kostimulace
prostiednictvim BCR82 nebo CD40 by mohla poskytnout synergicky ucinek pro sekvenci IL-
10 v CD27+ Bregs (lwata et al., 2011).
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’ Innate” Bregs

TLR/microbial
agonists

‘Adaptive” Bregs \

Obrazek 1.: Klasifikace Bregs a jejich vyvojové cesty (Zhang, 2013)

3.3 M2 makrofagy

M2 makrofagy neboli alternativné aktivované makrofagy se daji dle své funkce rozdélit
do tff skupin a to na makrofagy Ucastnici se hojeni, regulacni makrofagy a s tumorem

asociované makrofagy (Mosser 2008).

3.3.1 Makrofagy ucastnici se hojeni

spojeny s Th2 odpoveédi a obnovou tkang, kde je zvySeny predpoklad fibrozy profibrotickymi
faktory jako je fibronektin, matrixové metaloproteinazy (MMP), IL-1p3 a TGF-B (Martinez et
al., 2009). Také se zvySuje exprese arginazy 1, enzymu hydrolyzujici L-oritin a L- arginin na
mocovinu. Z makrofagl uvoliujici se IL-10 a TGF-B inhibuji LPS/TLR4 zprostiedkovanou
produkci TNF-a a IL-1p a snizuji expresi Thl zvySenim CD4+ Foxp3+ Treg (Bogdan et al.,
1992). Tyto M2 makrofagy jsou charakterizovany tim, ze produkuji spisSe ARG1 nez iNOS/NO,
coz je déla velice efektivni pfi odstrafiovani parazitarnich infekci, ale naopak omezuje

schopnost zabit intracelularni patogeny (Hesse et al., 2001). Téz zvysuji expresi manézového
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receptoru, ktery je schopen vazby na mikroorganismus, ktery ma na sobé vdzanou mandzu

(Anthony et al., 2006).

3.3.2 Regula¢ni makrofagy

mnozstvi TGF-f a IL-10. Diky produkei IL-10 jsou schopny diferenciovat Th2 buiiky a umoznit
regulacni T bunécénou odpoveéd’. Exprimuji vysokou hladinu kostimula¢nich molekul (CD80,
CD86) (Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009). Sfingokinaza 1 a LIGHT patii mezi hlavni znaky
pro identifikaci regula¢nich makrofagt (Edwards et al., 2006).

3.3.3 Tumorem asociované makrofagy (TAM)

Tumor asociované makrofidgy jsou odvozeny od cirkulujicich monocytii, zasahujici
nadorovou tkan a svymi imunosupresivnimi vlastnostmi ptispivaji k ristu nadorti. Mezi faktory
podporujici rist a migraci nddoru patii vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF), CSF a
mnoho chemokind jako je napiiklad CCL2 nebo CCLS5 (Barleon et al., 1996). Diferenciaci
V nadoru zaptic¢ini TGF-f a IL-10, které jsou produkovany TAM, ale 1 nddorovymi buiikami.
Tumorem asociované makrofagy jsou schopny zachytit bunécné drti po poskozeni tkané, jsou
dilezité v lymfogenezi, angiogenezi, piestavbé tkani a funkei, které podporuji vyvoj metastaz

a nadord (Mantovani et al., 2002).
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4 Navozeni transplantac¢ni tolerance v experimentu

4.1 Antigeny alogenniho piivodu

Osvédcena metoda stanoveni tolerance je chimérismus, charakterizujici se jako
koexistence tkani dvou geneticky rtiznych bytosti v jednom organismu (Billingham, 1952).
Muize byt zptisoben infuzi krvetvornych latek ¢i jako vedlejsi produkt transplantatu. Jako feSeni
problému s toxicitou imunosupresiv byly provedeny cetné pokusy pro toleranci Stépu
v experimentalnich modelech. Bylo zjisténo, Ze smiSeny alogenni chimérismus ovlivni pfijeti
stépu (Xu et al., 2006). Vyhodou vyvolani smiSené¢ho chimérismu je snizeni vyskytu a
zavaznosti GVHD.

Pti hladin€ chimerismu darce >60% nebyl $t€p odmitnut po celou dobu studie (100-200
dni), naopak pfi hladiné <20% byl §t€p odmitnut. Problém, kterym je potieba se zabyvat v
klinické praxi je GVHD (Gorantla et al., 2003). Dalsim problémem, ktery souvisi
S chimérismem je toxicita zafeni. Metodou jak snizit zafeni je vytvofeni vrstvy lymfocytd a
CD28 blokady. V experimentech bylo piijeti $t€pl touto alternativni cestou bez problémul

(Foster et al., 2003).

Mysi modely poskytuji mnoho vyhod studovani v laboratofi. Jsou dostupné transgenni
kmeny, monoklonalni protilatky, produkty cytokint a dalsi (Foster and Liu, 2003). Vyuziti
primatt ve vyzkumu zacalo v roce 2005, kdy byl transplantovany $t€p odmitnut (Cendales et
al., 2005).

4.2 Ozarenim

Mezi jedny z nejcastéjSich popisovanych metod patfi metoda zaloZzena na
myeloablativni pfipravé piijemce celotélovym ozéafenim, avSak tito jedinci jsou vystaveni
vysokému riziku imrtnosti (Slavin et al., 1998). Po transplantaci se také projevuje do jisté miry

imunodeficitni stav (lldstad, 1985).
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5 Kilinické studie k indukci transplantacni tolerance

5.1 Polyklonalni protilatky

Polyklondlni protilatky (rpAb) jsou extrahovany ze zvifat, které byly naoCkovany
lidskymi lymfocyty. V soucasné dob¢ jsou dva typy, které jsou pouzitelné v klinické praxi a to
konisky anti-tymocyt globulin (ATG) a kralici ATG. Tyto protilaitky moduluji expresi
bunéénych povrchovych receptort a to tak, Ze ¢ini T bunky inertni (Haurum and Bregenholt,
2005).

5.2 Monoklonalni protilatky

Mnoho monoklonalnich BASILIXIMAB

DACLIZUMAB

. , APC
protilitek  (mAb) jsou bézné

pouzivano pfi transplantaci jako S

4
MHC/PEPTIDES 2 @
; a I

induk¢ni terapie — obdobi pied a po
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Stépu a snizeni vyskytu nasledkid

NFAT AP-1 NFkB!
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Obrazek 2.: Monoklonalni protilatky (Zaza et al., 2014)

5.2.1 Muromonab

Muromonab-CD3 (OKT3) je prvni monoklonalni protilatka schvalena pro 1écbu
akutniho odmitnuti Stépu. Vaze se na podjednotku CD3 tvofici vnitini ¢ast receptoru T
lymfocytl. Po podani muromonabu jsou CD3+ buiiky zlikvidovany a dochézi k redukci bun¢k
nesouci CD4, CD8 a CD11. Hlavni nevyhodou OKT3 je skol k syndromu uvoliovani cytokini.
Tento syndrom je problematicky u plicnich transplantaci, kde byl §té€p poskozen ischemii.
OKT3 je rozpoznan jako cizi latka u imunitniho systému a muze to vést k tvorbé neutraliza¢nich

protilatek, které mohou zptisobit sérovou nemoc (Norman, 1995).

5.2.2 Basiliximab, daklizumab
Basiliximab je chiméricka protilatka obsahujici 75% lidskych komponenti, daklizumab
az 90% a je tedy oznacovana jako humanizovana protilatka. Tyto protilatky jsSou namiteny proti

alfa fetézci receptoru IL-2 (CD25) a je pouzity v kombinaci indukujicich imunosupresiv (Kahan
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et al., 1999). Basiliximab tvofi vazbu blokujici interakci IL-2 s IL-2Ra. Tento receptor je

exprimovan pouze na aktivovanych T lymfocytech (Du et al., 2010).

5.2.3 Alemtuzumab

Alemtuzumab je rekombinantni humanizovand IgG1 protilatka proti antigenu CD52.
Rozdily v expresi CD52 muze vysvétlovat diferencidlni citlivost na alemtuzumab. Vycerpava
B a T bunky s omezenym ¢i zddnym uclinkem na hematopoetické progenitorové bunky
(Gilleece and Dexter, 1993). Pamét'ové T buriky jsou Casteéné usetfeny alemtuzumabem, kde
se CD8+ bunky obnovuji rychleji nez CD4+ bunky (Trzonkowski et al., 2008). Také odstranuje
dendritické buiiky odvozené z monocyti z krevniho ob¢hu, coz snizuje fagocytoézu a prezentaci

hostitelského antigenu. Toto pravdépodobné prispiva ke snizeni GvHD (Ratzinger et al., 2003).

5.2.4 Rituximab

Rituximab je monoklonalni protilatka proti CD20 vyskytujicim se na B bunkach. Po vazbé
rituximabu na CD20 dochazi k cytolyze B bunék a k jejich obnoveni dochazi az za 6 mésict.
Mechanismus ucinku pfi akutni humoralni rejekcei neni jasny, vzhledem k tomu, Ze plazmatické
bunky neexprimuji na svém povrchu CD20. VétSina studii vSak hlasi ptiznivé vysledky. Takeé
muze byt pouzit k desenzibilizaci imunizovanych pacientd, kteti kvtli pozitivnim vysledkiim
ktizové zkousky nemohou podstoupit transplantaci. Nicmén¢ se Casto stava, ze titr neklesne na

potiebnou hodnotu (Vo et al., 2008).

5.2.5 Belatacept

Belatacept je fuzni protein CTLA-4, ktery na svij povrch vdze komplex CD80/86.
Belatacept je odvozen z abataceptu, coz je lidsky fizni protein kombinujici CTLA-4 s IgG1.
Lisi se od sebe substituci dvou specifickych aminokyselin, které zptisobuji vyssi aviditu vazani
k CD80 a CD86 a ucinngjsi inhibici aktivace T bun¢k. Belatacept dokaze zachovat rychlost

glomerularni filtrace a také snizit chronickou nefropatii §tépu (Vincenti et al., 2005).

5.2.6 Intravendzni imunoglobuliny

Intravendzni imunoglobuliny (IVIG) jsou nejbéznéjsim prostiedkem vyuzivajicim se
samostatng, Ci Castéji v kombinovanych forméach u pacientii pred transplantaci s pozitivni
darcovskou specifickou anti-HLA protilatkou (DSA) a k 1é¢bé po transplantaci v ptipade akutni
humoralni rejekce. Nizké davky IVIG se tedy daji podavat v kombinaci s plazmaferézou,
takrolimem a mykofenolatem mofetilem (MMF). Jako vedlejsi GCinky se muze objevit
anafylakticka reakce na podani cizorodé bilkoviny nebo trombotické komplikace. Je nutné pti

1é¢be sledovat DSA (Scornik et al., 2007).
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5.2.7 Bortezomib

Bortezomib je inhibitorem proteazomu. Proteazom je proteinovy komplex
odbouravajici ubikvitinované proteiny, které jsou pfitomny jak v cytoplazmé, tak v jadru.
Inhibice proteazomu mize vést ke snizeni aktivity transkripéniho faktoru NFxB, zastavé
bunééného cyklu ¢i zvysit apoptozu (Sadaka et al., 2011). Diky svému cytotoxickému Géinku
na plazmatické bunky, které nemusi byt zniCeny jinou imunosupresivni lécbou, se vyuziva
v transplantologii pii léCeni akutni protilatkami zprostfedkované rejekce. Po podani
bortezomibu dochazi k trvalé a rychlé eliminaci darcovskych specifickych anti-HLA protilatek.
Mezi vedlejsi u€inky patii napi. neuropatie a hematologicka toxicita, které je potfeba peclivé

sledovat (Walsh et al., 2010).
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6 Perspektivni cile imunomodulace vedouci Kk navozeni

transplantacni tolerance

Jednou z nejvétsich piekazek pii transplantaci je imunitni odpoveéd’, zavisici na sile a
typu reakce, kterd je uréena typem bunky a bunéénymi podminkami, ve kterych se vyskytuje.
Vnitini (hormony, cytokiny) a vnéjsi (chemické latky, infekce) podminky mohou zménit
epigeneticky profil genu, a tim pfimo ovlivnit jeho expresi a nakonec 1 imunitni odpovéd'.
Znalost epigenetickych mechanismt, které se podileji na diferenciaci a rozvoji imunitniho
systému v poslednich letech pokrocila. Sledovani téchto mechanismi ukazuje, Ze by se mohly
snizit nepfiznivé ucinky imunosupresivni terapie (Rodriguez-Cortez et al., 2011). Pisobenim
nekolika enzymii jako je DNA methyltrasferazy (DNMT), histondeacetylazy (HDAC),
histonmethyltransferazy (HMT), histonacetyltransferazy (Cepicka) a fosfatazy jsou zplisobeny
epigenetické zmény, které maji schopnost naruSit bunény mechanismus ptispivajici ke

zmé&nam imunitni bunééné homeostazy (ENCODE Project Consortium, 2012).

V soucasné dob¢ je nedostatek biomarkert, které jsou pottebné pro sledovani imunitni
odpovédi. Jsou nutné pro snizeni imunosupresivni terapie a zlepseni z dlouhodobého hlediska
vysledkl transplantaci. Vyvinutim neinvazivnich biomarkerd by dosSlo k vcéasné detekci
pacienttl, ktefi odmitnou transplantovany $t€p. Methylace DNA na IFNg, FasL a IL-10 genech
by mohly byt pouZity jako biomarkery pro snizeni odmitnuti $t€pu. Soucasné studie ukazuji, Ze
lécba s epigenetickymi modifikatory v kombinaci s imunosupresivni terapii prodluzuje
prezivani Stépu.

V poslednich letech se zdd byt jako atraktivni strategie bunécné terapie vyuZiti
mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCS), které se ziskdvaji z kostni dfené. Maji
imunomodulacni vlastnosti, podporuji rist T regulacnich lymfocytd a tlumi odpovéd T
efektorovych bunék (Wang et al., 2013).

Pfi pouziti epigenetickych modifikaci vsSak také existuje riziko zplsobeni
chromozomalni nestability, coZ mliZze vyvolat rakovinu. Je tedy potieba zaméfit se na proteiny,

které rozeznaji specifické modifikace histonli jako je napiiklad BET rodina proteint, které

umozni dédi¢nou a stabilni manipulaci genové exprese cilovych gent (Nicodeme et al., 2010).
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6.1 Dendritické bunky

Dendritické bunky (DC) jsou esencialnimi mediatory adaptivni a pfirozené imunitni
odpovédi vyvolavajici toleranci (Merad et al., 2007). Ptimo po transplantaci vedou k aktivaci
efektorovych T lymfocytd a NK bun€k ¢i organizuji zanét po ischemicko-reperfuznim
poskozeni (Bullwinkel et al., 2011). Pi absenci zanétlivych signali dendritické buiiky muzou
indukovat toleranci. Terapie s tolerogennimi DC (TolDC) je s Vv soucasnosti pfitazlivym
pfistupem k minimalizaci vyuZzivani imunosupresiv (Moreau et al., 2012). Ve zvifecich
modelech doslo ke zlepSeni funkce $tépu a v soucasné dobé je cilem toto prevést na lidi. Na
funkce DC mohou mit vliv epigenetické modifikatory napi. HDAC (Frikeche et al., 2012).
(TNFa, IL-1B, IL-6, IL12) a exprese kostimula¢nich molekul (CD40, CD80, CD86) (Nencioni
et al., 2007).

6.2 Chimerismus

Nedavno bylo uvedeno, ze trvaly chimerismus je nezbytnym ptedpokladem pro
uspésnou indukci tolerance. AvSak dle jinych vyzkumii nahrazeni celé piijemcovy
hematopoetické populace darcovskymi buiikami je obtizné u pacienti bez malignit navodit.
Mimo problémy s GVHD mize trvaly chimérismus vést k sekundarni imunodeficienci a
nachylnosti k bakterialnim, virovym ¢i plisnovym infekcim (Leventhal et al., 2012). A i kdyz
se pi1 smiSenému chimerismu podafi témto komplikacim zamezit, tento stav je obtizné udrzet
u neshodujicich se MHC, kde ma smiSeny chimérismus tendenci byt bud’ pfechodné (bunky
pfijemce nahradi donorové buniky) nebo trvale (darcovské jsou nahrazeny piijemcovymi)

potlacen.

Vysledky studii, u kterych byla u hematologickych malignit kromé& kostni diené
transplantovana také ledvina, téz poskozena amyloiddzou ukazaly, Ze 1ze u téchto pacientl
minimalizovat davky imunosupresiv a né&ktefi dokonce piezivaji vice nez 10 let ve stavu

smiSeného chimerismu bez jakékoliv imunosuprese (Kawai et al., 2014).
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Zavér
Zaverem celé prace lze fici, ze v souCasné dob¢ zaznamenava transplantacni imunologie
zasadni pokrok. Pokud by se podatfilo dosdhnout podobnych vysledki u ¢lovéka jako na

zvifecich modelech, znamenalo by to obrovsky posun v transplantacni medicing.

Momentalné¢ se potlaCeni imunitni odpovédi proti St€épu navozuje pomoci
farmakologickych imunosupresiv. Bohuzel je toto feSeni velmi nakladné a je také spojeno se
zavaznymi nezddoucimi G¢inky. Vysledky nejnovéjsich studii vSak ukazuji, ze dlouhodobé
stability transplantované ledviny bez dalsi imunosupresivni 1écby je u nckterych pacienta

mozno dosahnou napt. indukci smiSeného chimerismu.

Soucasny trend ukazuje, Ze v nejblizsich letech bude klicové najit dalsi biomarkery,
které by vymezily vhodné pacienty, u kterych bude mozno snizit nebo dokonce vysadit
imunosupresi aniz by doSlo k rejekci alotransplantatu. Nadé&je se vkladaji také do vyuziti
mezenchymalnich kmenovych bunék, T regula¢nich bunék a dalSich populaci, které maji

imunomodula¢ni schopnosti a mohly by pfispét k toleranci Stépu.
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Seznam zKratek

APC
ARG
ATG
BCL
BCR
Breg
CCL
CCR
CD

CDC

Cdk
CSF
CTL
DC
DNMT
DP
DSA
Fas
FasL
Foxp3
GVHD
HDAC
HLA
HMT

HSTC

Antigen presenting cell
Arginine

Antithymocyte globuline
B cell lymphoma

B cell receptor

B regulatory cells
Chemokine ligands
Chemokine receptor
Cluster of differentiation

Complement dependent
cytotoxicity assay

Cyclin-dependent kinase
Colony stimulating factors
Cytotocic T lymphocyte
Dendritic cell

DNA methyltransferase
Double positive

Donor specific antibodies
Surface molecule

Fas ligand

Scurfin

Graft versus host disease
Histone deacetylase
Human leukocyte antigen
Histone methyl transferase
Hematopoietic stem cells
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Buiika prezentujici antigen
Arginin

Antithymocytarni globulin
B lymfocytarni lymfom

B bunécny receptor

B regulacni lymfocyty
Chemokinovy ligand
Chemokinovy receptor
Diferencni antigen

Komplemet-dependentni
cytotoxicky test

Cyklin-dependentni kinaza
Faktory stimulujici kolonie
Cytotoxicky T lymfocyt
Dendritické bunika

DNA methyltransferaza

Donor-specifické protilatky
Povrchova molekula

Fas ligand

Scurfin

Reakce Stépu proti hostiteli
Histondeacetyldza

Lidské leukocytarni antigeny

Histonmethyltransferaz

Hematopoietické kmenové bunky



IFN
19G
IgM
IL
ILB
INOS
IVIG
LPS
mAB
MHC
MMF
MMP
MSCS
NF»B
NK
NOS
OKT3
PI3K
rpAb
TAM
TCR
TEC
TGF
Th
TLR
TNF

TolDC

Interferon

Immunoglobulin G
Immunoglobulin M
Interleukin

Innate like B cell

Inducible NOS

Globuline intravenous
Lipopolysaccharide
Monoclonal antibody
Major histocompatibility complex
Mycopphenolate mofetil
Matrix metalloproteinase
Mesenchymal stem cells
Transcription factor

Natural killer

Nitric oxide synthase
Muromonab
Phosphoinositide-3-kinase
Polyclonal antibody

Tumor associated macrophages
T cell receptor

Thymic epithelial cells
Transforming growth factor
Helper T lymphocyte
Toll-like receptor

Tumour necrosis factor

Tolerogenic dendritic cells
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Interferon

Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Interleukin

Vrozena jako B burika
Indukovatelna NOS
Intravendzni globulin
Lipopolysacharid

Monoklonalni protilatky

Hlavni histokompatibilni komplex
Mykofenolat mofetil

Matrixové metaloproteindzy
Mezenchymalni kmenové bunky
Transkripéni faktor

Ptirozeni zabijeci

Syntaza oxidu dusnatého
Muromonab
Fosfoinositid-3-kinaza
Polyklonalni protilatky
Tumorem asociované makrofagy
T buné¢ny receptor

Epitelové bunky thymu
Transformujici rastovy faktor
Pomocny T lymfocyt

Receptor podobny genu Toll
Faktor nekrotizujici nadory

Tolerogenni dendritické bunky



Treg T regulatory cells T regulacni lymfocyty

TSA Tissue specific antigens Tkanové specifické antigeny
VEGF Vascular endothelial Vaskularni endotelialni
growth factor rustovy faktor
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