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Historie transplantaci

4.-5. stoleti pf. n. |. Lékar Sushruta Samhita (Indie) - postupy pro
rekonstrukci nosu ¢i usnich boltcl - autotransplantace

19. stoleti — prvni xenotransplantace ledvin - transplantacni
techniky

zaCatek 20. stol. — neuspésné pokusy o transplantace zvirecich
ledvin lidem a 1. pokusy o alotransplantace — problém s
odhojovanim (rejekci) organu

1960 — Peter Medawar a Thomas Gibson - odhalen imunologicky
zaklad

60. léta - prvni uspésné transplantace + transplantace dalsich
organu

1970 — cyklosporin — prvni imunosuprese - vyrazné zlepseni
prezivani



Otazky dneska

» rozvoj imunosupresiv — jejich vyvazeni?
» zpusob odbéru a uchovavani organt?
» rejekce - HLA typizace
- protilatky proti HLA (DSA), C4d depozity
- v€asné rozpoznani rejekce a jeji predikce
-> nové biomarkery
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Cile prace

BAFF cytokin - marker humoralni rejekce (AMR)?
solubilni BAFF (sBAFF)

rozdil v koncentraci u pacientli s AMR a bez rejekce?
porovnani s klinickym pribéhem po transplantaci
vazané formy BAFF

jaké subpopulace B lymfocyt(

zmény u pacientd s AMR a bez rejekce?

porovnani s klinickym priibéhem po transplantaci
porovnat s vyvojem sBAFF

Zhodnoceni rizika vyvoje akutni AMR u pacientl po transplantaci ledviny



B lymfocyty a jejich uloha v rejekci

e B lymfocyty — produkce protilatek, uvolnovani
prozanétlivych cytokinu a chemokinl, komplement

e AMR - velké riziko pro selhani transplantovanych
orgdnl -> hledani novych moznosti
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BAFF (B-bunécny aktivacni faktor)

také nazyvan CD257, BlyS, Tall-1, TNF-4, THANK, TNSF 13b
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BAFF

eligand vazany na membranu

euvolnovan jako sBAFF

*homotrimery

* 60-mery -vazba na receptory meAFFmer

(v kyselém ph rozpad)

Ugands

Heterotrimers

APRIL

*sdili s BAFF receptory TACI
a BCMA

*silna vazba na BCMA, slabé
na TACI (u BAFF obracené)
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Cévni reciste

B lymfocyty
(marginalni zony)
Neswitchované,
nezavisléna T
lymfocytech

Transientni
B lymfocyty

Kostni
dren

Folikularni B ly.
Prodélavaji
hypersomatickou mutaci a
izotypovy presmyk -
switchované bunky

antigen

Pamétové B ly. Plazmatické buriky
(PLB) putuji do kostni
drené, produkuji

protilatky



Exprese receptoru pro BAFF
na B lymfocytech

Receptor BAFF-R
 dominantni receptor maturovanych B ly.

-> zaklad pro preziti a maturaci B ly. -> pozitivni
regulace

(NG et al, 2004, Cancro, 2004)

* neni—na prekurzorech B ly. v kostni dreni

(Batten et al., 2000)

e zvysena exprese na aktivovanych T ly.
-> k produkci T,,1 cytokinového spektra CD4 T ly.

(Ng et al., 2004)



Exprese receptoru pro BAFF
na B lymfocytech

Receptor TACI
* podporuje presmyk imunoglobulinu (IgG, IgA, IgE)

* snizovani poCtu B ly. — smérovani do apoptozy

(Seshasayee et al., 2003)

* zvysuje expresi Fas a FasL na povrchu LPS aktivovanych
bunék marginalni zony

(Figget et al., 2013)

e zvysSena exrese na B ly.-aktivovanych pres TLR -> aktivace B ly.
marginalni zony

(Groom et al., 2007, Katsenelson et al., 2007)

* na pamétovyh burikach

(Darce et al., 2007)

e preziti makrofagu
(Chang et al., 2006)



Exprese receptoru pro BAFF
na B lymfocytech

* Receptor BCMA

e vysoce exprimovan na prekurzorovych B ly. v
kostni dreni -> podpora dlouhého preziti

(Mackay et al., 2003. Zhang et al., 2005, O Conor et al., 2004)

* neni exprimovan na slezinnych B ly.

(Sadanlick et al., 2008)

* role v prezentaci antigenu

(Yang et al., 2005)



BAFF a transplantace

 BAFF - dulezitd role v zZivoté B bunék -> vime malo o uUloze sBAFF a jeho
receptorech pri transplantaci a rozvoji AMR

* mohl by slouzit jako marker AMR?

« pacienti s anti-HLA protildatkami a vySSimi hladinami sBAFF vysSi
pravdépodobnost vyvoje AMR -> neutralizace sBAFF - zajimava terapie?
(pouzito u autoimunit — protilatka proti BAFF - belimumab)

(Banham et al., 2013, Thibault-Espitia et al., 2012)
e jiné prace - neprokazaly, ze by se hladina sBAFF pred transplantaci liSila

u pacientl s AMR a pacientl bez rejekce
(Snaunoudj et al., 2014)

* neutralizace s BAFF/APRIL - aplikovana pro zvySeni ucinnosti CD40 / CD154(CD40L)

prijemcim
e Dostatecné ucinné?
(Gorbacheva et al., 2015)
e uautoimunitnich onemocnéni v kombinaci s jinymi imunosupresivy

(Lateef et al., 2010, Ginzler et al., 2012)



Experimentalni cast
Experiment 1 — solubilni BAFF

*retrospektivni stude, 92 pacientl sledovanych v Case, séra z periferni krve
* klinicky stav sledovan - 7 let

*HLA protilatky a donor-specifickych protilatky (DSA)

epacienti s AMR (n=13) byli vybrani na zakladé nalezu C4d depozit v
peritubuldrnich kapilarach transplantované ledviny (imunoflorescencni
detekce) a detekci pozitivhich DSA v sérech pacientu

*rozvoj AMR — 2 tydny aZ 3 mésice po Tx Folystyrene beads:

*hladiny sBAFF - Xmap metodika-Luminex T

o Streptavidin-PE
Biotin
Detection Antibody
. ?ﬂ- Target Analyte



Experimentalni cast

Experiment 2 — membranové vazany BAFF

analyza vztahu sBAFF a membranove vazaného BAFF na
jednolivych subpopulacich B ly. u pacientt s AMR a bez
rejekce

20 pacientu

periferni krev, zkumavky s EDTA, zpracovana (izolace
mononuklearnich bunék)

meérena na prutokovém cytometru Cyan ADP 9C
SBAFF - z plazmy - Luminex



Koncentrace sBAFF ve vztahu k AMR

Bez rejekce AMR # hodnota
sBAFF pred Tx 3,4+1.4 (0,6-6,8) 2,413 (0,6-5,3) |NS
(ng/ml)

3m po Tx 3,541,5 (0,7-7,6) #4341 8+1,1 (0,4-3,8) | <0,001
6m po Tx 3,6+1,4 (1,4-7,1) *2,34+1,2 (0,6-4,7) | <0,05
rok po Tx 4,0£1,5 (1,4-7,2) “2,8+1,3 (1,4-5,6) | <0,05

Koncetrace sBAFF u pacientl bez rejekce a s AMR, Hodnoceno Mann-Whitney(v testem, *, ***vztaZeno ke skupiné bez rejekce
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Vyvoj koncentrace sBAFF cytokinu v ¢ase u pacientl bez rejekce a s AMR, Hodnoceno Mann-Whitneyovym testem, (* p < 0,05)



Funkce CD znaku na B lymfocytech

CD19

CD21

CD24

CD27

CD38

CD257

Funkce-regulace vyvoje, aktivace, diferenciace (v komplexu s
CD21,CD81...) Spolu s BCR zvysuje vnimavost k aktivaci antigenem

Vyskyt-na vsech Blymfocytech véetné pro-B lymfocytd, snizena exprese
po maturaci do plazmatickych bunék

Funkce-na CD4+ T ly nezavisla aktivace Bly (obrana proti antigeniim
s repetitivni polysacharidovou strukturou)

Vyskyt-hlavné na T2 Bly a Bly marginalni zény (receptor pro C3d slozku
komplementu)

Funkce -neznama

Vyskyt-vSechny stadia Bly s vyjimkou plazmatickych bunék
Funkce-patfi do rodiny TNF receptoru

Vyskyt-plazmatické B lym.

Funkce-enzym s mnoha aktivitami
Vyskyt-transientni buriky a plazmatické B lym.
Funkce-podporuje maturaci, preziti a aktivaci B lymfocytu
Vyskyt —B lym.a T lym.
(Vlkova, et al., Immunol. 185(11):6431-8,2010)
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Gatovaci strategie pro stanoveni lidskych
perifernich B lymfocytu
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EXPERIMENT 2

20 pacientl, 23-70 let
AMR - 4 pacienti a 2 pacienti - ACR (maly vzorek)
sledované obdobi - 14 pacientl - bez rejekce

indukéni 1é€ba - ATG (n=9), intravendzni imunoglobuliny (n=3) a jednou
plazmaferéza, protilatka proti IL-2 receptoru (n=3) a jednou protilatka proti CD52

sBAFF u pacienti s AMR:

pred transplantaci 1,4 + 0,4 ng/ml

tyden po transplantaci *0,88 £ 0,3 ng/ml
3 m po transplantaci 1,77 £ 0,4 ng/ml
SsBAFF - bez rejekce

pred transplantaci 1,45 + 0,8 ng/ml

tyden po transplantaci 1,32 £ 0,8 ng/ml a
3 m po transplantaci 1,7 £+ 1,6 ng/ml



Meéreni exprese vazaného BAFFu
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MBAFF (X-Med)

Transientni buriky
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V 4 \'4
Zavery
*Hladiny sBAFF ani BAFF vazaného na B Ilymfocytech pred transplantaci
se signifikantné neliSily u pacientll s AMR a bez rejekce.

*Koncentrace sBAFF — v dobé rejekce je signifikantné nizsi u pacientli s AMR ve srovnani
s pacienty bez rejekce.

*U pacientl s AMR signifikatné klesla hladina sBAFF v pribéhu rejekce. U pacient(l bez
rejekce nebyl pokles sBAFF v Case zaznamenan.

*U pacientl s AMR doslo k statisticky vyznamnému nariGstu BAFF vazaného na B
lymfocytech v dobé rejekce. U pacientl bez rejekce nedoslo k Zadné zméné hladiny BAFF
po celé sledované obdobi.

*BAFF se vaZe na receptory na vsech populacich B lymfocytl (nejvice na plazmatickych
bunkach).

*BAFF by mohl slouZit jako marker humoralni rejekce (pokles hladiny sBAFF i nar(st
membranoveé vazaného BAFF na B lymfocytech)
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