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Jednim z faktorq, které zasadné ovliviiuji progndzu pacientd po transplantaci srdce, je absence rejekce - odhojeni stépu. Pokud k rejekci
dojde, maze byt zprostfedkovana imunokompetentnimi burikami nebo protilatkami. Historicky Iépe prozkoumanou i terapeuticky lépe
zvladnutou je bunécna rejekce, kterd byla v popredi vyzkumu a zdjmu poslednich 45 let. K vyraznému ozZiveni zajmu o protilatkami
zprostiedkovanou rejekci doslo poté, co byla prokdzana kauzalni souvislost s rozvojem dysfunkce az selhanim $tépu v casném potrans-
planta¢nim obdobi a s korondrni nemoci stépu v pozdéjsim obdobi. Tento prehledovy ¢ldnek si klade za cil seznamit ¢tenére se souc¢asnymi
moznostmi diagnostiky a [é¢by rejekce zprostfedkované protildtkami.
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A factor shown to heavily impact the prognosis of heart transplant recipients is absence of rejection, i.e., the failure of the body to
accept a transplanted tissue. Historically, a better characterized and more readily treatable type is cellular rejection which has been at
the forefront of research and interest over the past 45 years. There has been an appreciable renewal of interest in antibody-mediated
rejection after graft dysfunction up to graft failure in the early post-transplant period had been shown to be causally related to transplant
coronary artery disease at a later time. This review article aims at keeping the reader up to date about current options in diagnosing

and treating antibody-mediated rejection.
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Rejekce stépu po transplantaci srdce je jednim z kli¢ovych
momentt, které ovliviiuji Zivoty pacientt v potransplanta¢-
nim obdobi. V ptipadé optimalni imunologické shody mezi
darcem a ptijemcem, respektive pfi Gi¢inné imunosupresivni
terapii dochdzi k postupné adaptaci imunitniho systému
na pritomnost §tépu. V pripadé neshody mezi darcem
a prijemcem dochazi k rejekci — odhojovani §tépu. Imunitni
systém reaguje na pritomnost cizich antigenti - aloantigent
(tj. antigent od jiného jedince stejného druhu) bud infiltraci
aktivovanych lymfocyti - buné¢nou rejekci, nebo tvorbou
specifickych protilatek — humoralni rejekci.

Existenci rejekce zprostiedkované protilatkami (humo-
rélni, vaskuldrni) nebyla dlouho vénovana adekvatni pozor-
nost. Teprve vyzkum a vyvoj novych citlivych analytickych
metod umoznil v poslednich deseti letech spolehlivou

detekei protilatek a pritkaz poskozeni tkani zptisobeného
protilatkami. Rejekce §tépu je zptisobena protilatkami proti
specifickym dércovskym HLA antigentim (human leucocyte
antigen — HLA), antigentim krevnich skupin (ABO-izohe-
maglutininiim) nebo non-HLA antigenim endotelidlnich
bunék."? Protilatky mohou byt spojeny s hyperakutni,
akutni a chronickou rejekci’ Tato rejekce se objevuje
Castéji brzy po transplantaci, zvlasté v ptipadé pozitivniho
donor-specifického crossmatch (viz dale), nebo v piipadé
senzitizovanych recipientt s preformovanymi anti-HLA
protilatkami. Humoralni rejekce se v§ak muze objevit
i pozdéji po transplantaci. Akutni humoralni rejekce vede
k poskozeni a funk¢ni poruse srde¢niho $tépu se zavaznymi
hemodynamickymi dusledky (hypotenze, $ok); chronicka
humoralni rejekce pak zptisobuje koronarni nemoc $tépu.*

Prdce byla podporena vyzkumnym grantem IGA MZ CR NT 11262-6/2010.

CorVasa2010;52(11-12)

Gazdi¢ T, et al.

Rejekce zprostiedkovana protilatkami po transplantaci srdce | 713



Incidence humoralni rejekce

S ohledem na pocet transplantaci srdce a riiznorodost po-
uzivanych metod pti vySetfovani protilatek nelze incidenci
rejekce zprostiedkované protilatkami odhadnout zcela
spolehlivé. Mnohé z dostupnych tdajti pochazeji ze studii
s transplantovanymi ledvinami. PouZitim screeningovych
testtl vSak lze odhadnout pfitomnost protilatek HLA az
u 14-23 % recipientd transplantovanych organt s funkénim
$tépem. V jednoro¢nim sledovani bylo pozorovano, ze
u 8,6 % pacientil s pozitivnimi protilatkami doslo k roz-
voji rejekce graftu, coz je signifikantné vice nez u pacientt
s negativnimi protilatkami (3 %).?

Incidence humoralni rejekce je vys$si u pacienti s prefor-
movanymi protilatkami. Proces vzniku specifickych proti-
latek pred transplantaci se oznacuje jako senzitizace. Pri¢iny
alosenzitizace zahrnuji predchozi transfuze erytrocytu
a krevnich desticek, téhotenstvi, implantace mechanické
srde¢ni podpory,®” predchozi transplantace (retransplanta-
ce) nebo pouziti homograftt (napt. pti korekei vad u déti).?

Senzitizace pacientd s implantovanou mechanickou
srde¢ni podporou souvisi s pouzitim krevnich derivatt
v periopera¢nim obdobi a déle s typem konkrétniho pouzi-
tého zarizeni. Srovnavaci studie pulsatilniho typu mecha-
nické podpory (HeartMate I) vyuzivajiciho biomaterialy
a typy s axidlnim prutokem (HeartMate I a DeBakey) bez
biologickych membran ukézala, ze u pfistrojii s axidlnim
prutokem byl vyskyt senzitizace statisticky vyznamné
niz$i.’

Protildtky humoralni rejekce

Na humoralni rejekci se mohou podilet tfi skupiny proti-
latek. Nejdéle a snad i nejlépe prozkoumanou je hyperakutni
rejekce v pripadé transplantace u jedinctd s inkompatibilni
krevni skupinou (ABO).'*'" Dalsi dvé skupiny aloprotilatek
predstavuji protilatky proti HLA a non-HLA antigeniim.
Hyperakutni, akutni i chronickou rejekci mohou spustit
protilatky jak proti HLA tfidy I (oznacovany HLA A, B, C),
tak proti HLA ttidy II (HLA DP, DR, DQ). HLA tfidy I jsou
exprimovany na povrchu vech bunék s jadrem v lidském
organismu, HLA tfidy II jsou pfitomny na tzv. antigen
prezentujicich bunkdach, ke kterym patfi B-lymfocyty
a endotelové bunky. Jako HLA tfidy III oznacujeme kom-
ponenty komplementu. Tzv. non-HLA antigeny predstavuji
heterogenni skupinu antigent pfitomnych na endotelovych
bunkach, doposud ne zcela presné definovanou. Tyto anti-
geny vSak mohou spustit imunologickou odpovéd stejné
silné jako dvé vyse uvedené skupiny. K témto non-HLA
antigeniim fadime tzv. MIC antigeny (major histocompa-
tibility complex [MHC] class I-related chain antigens - fe-
tézcové antigeny souvisejici s hlavnim histokompatibilnim
komplexem). MIC antigeny (MICA, MICB) jsou kédovany
geny, které jsou v tésné blizkosti gent kodujicich MHC
na Sestém chromosomu a mohou zprostfedkovat humoralni
rejekci vedouci k poskozeni cév.'? Mezi non-HLA protilatky
pak radime i autoprotilatky (tzv. anti-heart antibodies),
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protilatky proti vimentinu," srde¢nimu myosinu,"* proteiny
tepelného $oku' a dalsi.

Endotelové bunky darcovského organu mohou byt pri-
marné poskozeny aloprotilatkami, které vznikly bud v pre-
transplanta¢nim obdobi (proces senzitizace, viz vyse), nebo
se vyvinou de novo po transplantaci. V pretransplanta¢nim
obdobi se aloprotilatky objevuji v raznych podskupinich
ekatelt ve 13-70 % (opakované téhotné Zeny po Cetnych
transfuzich).'® Prakticky v kterémkoli obdobi po transplan-
taci Ize vySettit HLA protilatky priblizné u 20 % recipienti.
Vyznam pritomnosti téchto protilatek je vsak nejednoznacny.
U téchto pacientt je vys$i pravdépodobnost, Ze dojde k selhani
$tépu v disledku humoralni rejekce.'” Probihajici humordlni
rejekce neni zjevna z klinickych vySetfeni, dokud parenchym
organu neni poskozen na jistou kritickou uroven, pfi které
jiz zadna imunosupresivni lé¢ba nemtize zvratit poskozeni
§tépu. Zjisténi vzestupu protilatek by proto mohlo vést
k intervenci, ktera by zabranila poskozeni §tépu. Na druhé
strané je vSak znamo, Ze ne u vSech pacientti s pritomnymi
protilatkami dojde k rejekei. Tento fakt by mohl svéd¢it pro
podil protilatky na procesu organové akomodace.'®

Byl vysloven predpoklad, Ze by bylo mozné redukovat
imunosupresi za pravidelné monitorace protilatek a teprve
v pripadé signifikantniho vzestupu protilatek zintenzivnit
imunosupresivni terapii.'”® To by ov§em znamenalo, Ze
mnoho pacienttl ma aktudlné imunosupresi nadbyte¢nou.
V soucasnosti nemame spolehlivy kli¢ k diferenciaci
pacientd, u kterych by mohla byt imunosuprese bezpe¢né
redukovana.

Metody monitorace cirkulujicich protildtek

Vyrazny rozvoj laboratornich technik v nedavné dobé umoz-
nuje detekei specifickych protilatek proti HLA i non-HLA
antigentim, a to i ve velmi nizkych koncentracich.

Uroven senzitizace v pretransplantaénim obdobi je
urcovana stanovenim tzv. panel-reaktivnich protilatek
(panel-reactive antibody — PRA). Historicky nejstar$i me-
todika je zalozena na protilatkami zprosttedkované reakci
komplementu (complement dependent cytotoxicity - CDC)
a lymfocytti - tzv. cell-dependent metodika. Jde o rychlé
a levné screeningové vysetfeni, které slouzi k odhadu
pritomnosti, respektive absence protilatek; je nejméné
senzitivni. Pfi vySetfeni se pouzivd sérum prijemce, které
reaguje s panelem lymfocytt ziskanych z teoreticky zdravé
populace jednotlivcil (potencidlni dérci). Vysledek je pak
uvadén jako procento usmrcenych lymfocytt z celkového
pfitomného poctu bunék.>*!

Vzhledem k opakované dokumentované vazbé protilatek
ptijemce na HLA tfidy I panelu vysetfovanych lymfocyti,
avSak bez indukce cytotoxicity (tzv. fenomén CYNAP -
cytotoxicity negative adsorption positive) byla ucinnost
této metodiky zvysena pridanim anti-human imunoglo-
bulinu (AHG-CDC), senzitivita tohoto testu se zvysila.”?
Nevyhodou tohoto testu vsak bylo, Ze byly opakované
zaznamenany fale$né pozitivni vysledky na zakladé reakce
non-HLA protilatek.
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Vyuziti dal$ich metod v devadesatych letech umoznilo
vyrazné zpresnéni nalezl a zvySeni jejich prediktivni hod-
noty u senzitizovanych pacientt pfed transplantaci srdce.?
Jde predev$im o moznost stanoveni HLA tfidy I a souc¢asné
HLA tfidy II pomoci screeningového vysetfeni prittokovou
cytometrii (FC-PRA - flow cytometry PRA). Pfi této meto-
dé se pouzivaji mikrokuli¢ky (microbeads), z nichz kazda
je potazena urcitym mnozstvim (2-6) purifikovanych HLA
antigentl zvlast I. nebo II. tfidy, které pak reaguji s proti-
latkami ze séra prijemce.* Pozdéji byla zavedena metoda
s pouzitim jednotlivych izolovanych HLA antigent, coz
umoznilo detekei vice nez 100 specifickych HLA antigent.”®
Po pridani fluorescen¢niho média jsou tyto mikrokulicky
analyzovany v pritokovém cytometru. Procento PRA je
urceno mnozstvim mikrokulicek, které pozitivné reaguji
se sérem prijemce. Stanoveni PRA priitokovou cytometrii
md vyssi senzitivitu nez AHG-CDC.

Dalsi, v devadesatych letech zavedenou metodou
stanoveni PRA, je metoda ELISA (ELISA-PRA). Pii této
metodé jsou pouzity desticky s adsorbovanymi jednotlivymi
HLA antigeny a po pridani séra ptijemce dojde k vyvazani
protilatek. Naslednym pridanim anti-human IgG protilatek
oznacenych napt. alkalickou fosfatdzou a promytim kolo-
rimetrickym substratem je mozné identifikovat navédzané
protilatky.* Zdokonaleni této metody predstavuje pouziti
jednotlivych izolovanych HLA antigenti ptipravenych re-
kombinantnimi technikami (tzv. single-HLA antigen-based
ELISA), amplifikaci cilového signalu pak umoznilo zavedeni
barveni zprosttedkovaného peroxidazou.

Posledni nejnovéjsi metodou stanoveni HLA protilatek je
tzv. Luminex. Jde o priitokovou cytometrii, ktera umoznuje
simultanni méfeni vice nez 100 analytl za pouziti mikro-
kuli¢ek s navazanymi antigeny. Tato metoda je vyhodna
pro svou jednoduchost a je pIné srovnatelna s referen¢nimi
metodami.”

Tyto metody zalozené na detekci jednotlivych HLA
antigenti mohou detekovat pouze HLA-specifické protilatky,
proto nepredikuji humoralni rejekci zptisobenou non-HLA
protilatkami, které mohou byt detekovany tradi¢nim sta-
novenim CDC.

Procentualni vyjadfeni hodnoty PRA vyjadtuje procento
populace, ktera je z hlediska prijemce neakceptovatelnd pro
riziko mozné humoralni rejekce. Na zdkladé inicidlnich
studii je za hranici vyznamnosti pfijimanych nejcastéji
10 % PRA.*% Tato hranice v8ak neni obecné akceptovana
a rtizna pracovisté si stanovuji riiznou hranici (> 0 %, 10 %,
25 %) pro urceni vyznamnosti PRA.*** Tato hodnota by
méla odrazet riziko humoralni rejekce po transplantaci
s ohledem na senzitivitu vySetfovaci metody. Z doporuceni
konsensudlni konference o senzitizovanych pacientech
vyplyva, Ze ke stanovovdni PRA by se méla prednostné
pouzivat nejspiSe metoda stanoveni PRA pomoci priitokové
cytometrie.*”

Ze stanoveni vyznamného rizika u konkrétniho pa-
cienta vyplyvaji zavazné disledky. Senzitizovani pacienti
jsou zarazeni na cekaci listinu k transplantaci déle nez
pacienti s niz§i hodnotou PRA. Ze senzitizace vyplyva
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NIy

nutnost provedeni kiizové zkousky (crossmatch - CM)
pred transplantaci, tzn. reakce séra piijemce s tkani darce
k ovéreni pritomnosti tzv. donor-specifickych protilatek.
Pokud se CM provadi pred zahajenim transplantace, na-
zyvame ho prospektivni, po transplantaci retrospektivni.
V ptipadé pozitivniho prospektivniho CM je provedeni
transplantace kontraindikovano a transplantovany organ
dostava ndhradni prijemce. Tato situace je medicinsky,
organiza¢né a neztidka i psychologicky pro vechny zu-
¢astnéné strany ndrocna.

Krizova zkouska — crossmatch

Analogicky jako pfi stanoveni PRA v obdobi pied
transplantaci za ucasti smési lymfocyti nékolika jednot-
livet lze vyuzit komplement-dependentni cytotoxicity
k provedeni kiizové zkousky proti izolovanym lymfocytim
u konkrétniho darce (CDC-crossmatch - CDC-CM). Tento
test se vyuziva od $edesatych let minulého stoleti.** Pouzi-
tim T-lymfocytt darce lze stanovit protilatky proti HLA
tridy I, pouzitim B-lymfocyti pak protilatky proti HLA
tridy II. Testem lze také prokazat protilatky proti non-HLA
antigenim. Ze vsech testd je tento nejbliz$i skute¢nym
pomérum in vivo (usmrceni cilovych bunék). Cytotoxickou
aktivitu protilatek proti darci lze jednoduse a primo odecist
kvantifikaci usmrcenych bunék z jejich celkového poétu
pouzitého v testu.

Tento test ma vSak nékolik jednozna¢nych nedostatki.
Je méné senzitivni ve srovnani s jinymi testy; izolace B-
a T-lymfocytt zvySuje Casovou narocnost testu; detekované
protilatky museji mit cytotoxickou aktivitu a aktivovat
komplement, coz se nedéje ve vSech pripadech humoralni
rejekce (viz dale). V tomto pfipadé mize dojit k rejekci
i v pripadé negativniho testu CDC-CM. A dale lymfocyty
nejsou identické s in vivo cilem protildtek — endotelovymi
bunkami.

Kftizova zkouska metodou pritokové cytometrie (FC-CM)
ma oproti CDC-CM vyssi senzitivitu™ a je vice reproducibil-
ni. Krevni bunky darce jsou inkubovéany se sérem prijemce
a nasledné jsou inkubovany s fluorescenéné znacenym
anti-human imunoglobulinem. V pfipadé, Ze ma ptijemce
protilatky proti darci, fluorescen¢ni protilatky se navazou
na protilatky proti lymfocytim, které jsou jiz navazany
na lymfocyty darce.

K vyhoddm tohoto testu pattfi, ze detekuje HLA
tridy I i I, stejné jako non-HLA protilatky, a v pripadé
pouziti vhodnych fluorescen¢nich protilatek umoznuje
také detekovat protilatky, které ke svému tucinku nevyzaduji
komplement. Fyzickd izolace B- a T-lymfocyti pred testem
neni nutna, tfidéni subpopulaci Ize provést elektronicky
v priibéhu pritokové cytometrie. Tato metoda predstavuje
t.¢. referencni metodu stanoveni donor-specifickych HLA
protilatek.

Nevyhodou testu je, Ze prokazuje pouze vazbu donor-
-specifickych protilatek na lymfocyty; vazba protilatek vsak
jesté neznamena usmrceni, proto pozitivni test neznamena
nevyhnutelné patologicky tcinek na cilové buriky.?
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Virtudlni crossmatch

Nutnou podminkou vy$e uvedenych metod je pritomnost
bunék déarce v redlném case pred transplantaci. V pripadé
potencialniho darce z velké geografické vzdalenosti nastava
¢asovy problém s dopravenim ddrce a jeho vySetfenim
na pracovisti, kde ma byt provedena transplantace, pfedné
s ohledem na ischemii §tépu. To vede k nutné preferenci
lokélnich darct. Dusledkem jsou dlouhé ¢ekaci doby
senzitizovanych prijemct.’ Problém je jesté markantnéjsi
v piipadé transplantace srdce u déti.***” Zavedeni novych
vy$etfovacich metod vyuzivajicich pritokovou cytometrii,
které umoznuji rychlé vysetteni specifickych protilatek proti
jednotlivym HLA antigenim u prijemce a stanoveni kon-
krétnich HLA antigenti darce (tzv. HLA typizace),’® vedlo
k moznosti predikce kompatibility darce a $tépu. Tento
pristup se nazyva virtualni crossmatch. Vede ke zvyseni
pravdépodobnosti provedeni transplantace, a tim umoziuje
vyrovnat $§ance na transplantaci mezi senzitizovanymi a ne-
senzitizovanymi Cekateli.” Problémem je senzitivita testu,
negativni virtualni crossmatch mize byt fale$né negativni,
a proto je vzdy nutné doplnit retrospektivni crossmatch
k jeho ovéreni.?

Monitorace protilatek po transplantaci

Uloha protildtek v rozvoji dysfunkce $tépu po transplan-
taci neni dostate¢né definovana. Vztah mezi komplement
fixujicimi protildtkami a rozvojem koronarni nemoci §tépu
byl opakované prokazan.***! Podobny vztah byl popsan
mezi protilitkami a rozvojem bronchiolitis obliterans
po transplantaci plic.*>** Z recentnich studii vyplyva, Ze
opakované vySetfeni protilatek v potransplanta¢nim ob-
dobi by mohlo slouzit jako ¢asny varovny signal aktivace
T-lymfocytti anebo aktivity B-lymfocytti a moznych nasled-
nych imunologickych komplikaci.®® Frekvence vysetfeni
protilatek by se méla odvijet od odhadu potencialniho
rizika vzniku rejekce. U nesenzitizovanych pacientti se
jako racionalni pristup jevi monitorace kazdé tfi mésice
v prvnim roce, pozdéji dvakrat ro¢né."

V ptipadé rozvoje humordlni rejekce se monitorace
protilatek jevi jako vhodny nastroj sledovani u¢innosti anti-
rejekéni terapie. Tim by byl definovan novy cilovy ukazatel
v terapii — [é¢it protilatky, a nikoli histologicky nélez. Studie
zkoumajici G¢innost antirejekéni terapie po transplantaci
ledvin ukazala, ze i v pripadé vymizeni histologickych
znamek rejekce pti pretrvavajici vys$si koncentraci deteko-
vanych protilatek doslo ke ztraté stépu. Naopak po dosazeni
alespon 50% redukce protildtek oproti maximalni hodnoté
ke ztraté stépu nedoslo.*

Srovnévaci studie pacientti s HLA protilatkami nebo bez
nich v pre- nebo potransplanta¢nim obdobi ukazala, Ze byt
m4d pritomnost protilatek v pretransplanta¢nim obdobi vliv
na jednoro¢ni preziti, vyraznéjsi vliv na dlouhodobé preziti
(deset let) nema. Jako nejhorsi se jevi pfitomnost protilatek
vzniklych de novo po transplantaci. Pravdépodobnym
vysvétlenim je, Ze v potransplantaénim obdobi vznikaji
donor-specifické protilatky.*
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Mechanismus protilatkami zprostfedkované

rejekce

Potencialni cilové bunky rejekce predstavuji mezi jinymi

endotelové bunky a myocyty koronarnich cév, které tvori

bariéru mezi bunkami imunitniho systému piijemce a dar-
covskym alograftem. Imunitni odpovéd proti alograftu je
sloZena z mnoha zpusobu aktivace a poskozeni ciziho organu.

Rejekce zprostredkovana protilatkami pfedstavuje proces,
ktery je dusledkem piisobeni imunoglobulinti (protilatek)
proti darcovskym antigentim umisténym na endotelu
mikrovaskulatury alograftu. Deponované imunoglobuliny

a komplement s rezultujicimi zdnétlivymi procesy poskozuji

stény cév ¢innosti neutrofilti a makrofdgt vedouci k arteriitidé

a venulitidé, které Ize pozorovat v endomyokardidlni biopsii.»*¢
Interakce mezi protilatkou a antigenem vede k primar-

nimu poskozeni endotelu ¢tyfmi riiznymi cestami:

1. ptimou formaci komplext atakujicich membrany (mem-
brane attack complex - MAC),

2. zénétlivymi bunkami aktivovanymi rozpustnymi frag-
menty komplementu,

3. fagocyty, které rozpoznavaji fragmenty komplementu
deponované v endotelovych bunkach cestou receptorii
pro komplement,

4. buné¢nou cytotoxicitou dependentni na protilatkach, bez
ticasti komplementu.

Prvni tfi cesty jsou zavislé na komplementu. Nélez
fragmentu komplementu C4d v kapilarach graftu poskytuje
jasny dutkaz pro tuto ,,komplement-dependentni® hypotézu.
Za jednoznac¢né potvrzeni humordlni rejekce se pak pova-
zuje imunohistochemicky prikaz ptitomnosti fragmentd
komplementu C4d.**

Sekundérni dusledky po poskozeni endotelu zahrnuji ak-
tivaci desticek a trombézu, proliferaci endotelovych bunék
a bunék hladkého svalstva a tkané/organu poskozenych
humoralni anebo bunéénou infiltraci. Pochopeni téchto
mechanismii vedlo k vypracovani kritérii pro stanoveni
diagndzy humoralni rejekce. Jejich souhrn uvadi tabulka 1.

Prezentace darcovskych antigent antigen-prezentujicimi
bunkami T-lymfocytim pfijemce vede k aktivaci a klonalni
proliferaci v pfitomnosti kostimula¢nich molekul. Endote-
lové bunky srde¢niho alograftu hraji v procesu rejekce kri-
tickou roli. Up-regulace endotelialnich adhezivnich molekul
vede k ,pfilepeni® aktivovanych cirkulujicich lymfocyta
a extravasaci do intersticia $tépu. Produkce a uvolnéni
cytokind z aktivovanych T-lymfocytt a up-regulace jejich
povrchovych receptort vede k proliferaci bunék imunitniho
systému a infiltraci makrofagt. Vysledkem téchto déju je
pak poskozeni myocytd a nekrdza, které Ize rozeznat, ale
také odstupniovat histologickym vy$etfenim myokardialni
tkané ziskané ptfi endomyokardialni biopsii. Tato technika
predstavuje zakladni kimen identifikace bunécné rejekce.

Hyperakutni reakce je nejlépe dokumentovanym prikla-
dem rejekce zprostfedkované protilatkami. Je zptisobena
preexistujicimi protilatkami (napf. protilatky proti antigenu
A nebo B krevnich skupin nebo anti-HLA protilatky), které
se vazou na endotel a aktivuji komplement. Endotelové
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Tabulka 1 Nalezy pfi akutni rejekci srdce zprostiredkované
protilatkami

1. Klinicky dtikaz akutni dysfunkce stépu

2. Histologicky dukaz akutniho poskozeni kapilar (pozaduje se a a b)
a) Zmény endotelu kapilar: otok nebo obnazeni s kongesci
b) Makrofagy v kapilarach
c) Neutrofily v kapilarach (v tézsich pripadech)
d) Intersticialni edém anebo krvéceni (v tézsich pripadech)
3. Imunopatologicky dlikaz poskozeni zprostfedkovaného protilatka-
mi (v pfipadé absence indukce OKT3) (pozaduje se a nebo b nebo ¢)
a) lg (G, M, anebo A) + imunofluorescenc¢ni priikaz C3d anebo
C4d nebo C1q (ekvivalentni barveni difuzné v kapilarach)
b) CD68 pozitivita pro makrofagy v kapilarach anebo imunohisto-
chemicky priikaz C4d v kapilarach
¢) Fibrin v cévach (volitelné, pokud je potvrzen, proces se
popisuje jako zavaznéjsi)
4. Sérologicky prikaz protilatek anti-HLA tfidy | anebo anti-HLA tfidy
Il nebo jinych anti-donor protilatek (napf. non-HLA, ABO) v case
biopsie (podporuje klinické anebo morfologické nalezy)

bunky jsou stimulovany k sekreci von Willebrandova fakto-
ru, ktery zprosttedkovava adhezi destic¢ek a jejich agregaci.
Série téchto procest pak vede k tromboze a vaskularni
okluzi a nasledné dochazi k ireverzibilnimu ischemickému
poskozeni organu.

Od zavedeni vysetfeni senzitizace v pretransplanta¢nim
obdobi klesla incidence protilatkami zprostfedkované
hyperakutni a akutni rejekce dramaticky. Nova imuno-
supresiva umoznuji, ze drtivd vétSina transplantovanych
organd je v prabéhu prvniho roku po transplantaci plné
funkéni. AvSak dlouhodobé prezivani po transplantaci se
za poslednich 20 let podstatné nezménilo.***

Pfi chronické rejekci, ktera se manifestuje jako koronarni
nemoc transplantovaného organu, je intimalni ztlusténi
disledkem proliferativniho u¢inku anti-HLA protilatek. Je
pravdépodobné, Ze po poskozeni endotelu vede humoralni
anebo celularni infiltrace k pfimému poskozeni organového
parenchymu. Rychlost tohoto procesu pak zavisi na tfech
faktorech: na mnozstvi aloprotilatek, schopnosti transplan-
tovaného organu reparovat tkan a imunosupresivni a dalsi
podptirné terapii.

Prvnim faktorem je mnozstvi aloprotilatek. Recipienti
s vy$sim titrem protilatek proti antigentim krevnich skupin
méli vyssi incidenci ¢asného selhdni §tépu. Pacienti s méné
nez 10 % panel-reaktivnich protilatek méli signifikantné
delsi prezivani nez pacienti s vy$$i mirou senzitizace.**!

Druhym faktorem je schopnost transplantovaného
organu reparovat tkan. Jde o hlavni mechanismus, ktery
muze rejekci zpomalit, nebo oddalit. Zavisi vSak na typu
tkané. Bunky nékterych tkani maji kapacitu k regeneraci
po poskozeni (napf. endotelové bunky, tubularni bunky
ledvin, hepatocyty). Jiné, jako jsou myocyty, se regenerovat
nemohou a po nevratném poskozeni a ztraté bunky jsou
nahrazeny jizvou (typicky fibrézou).

Tretim faktorem je imunosupresivni a dal$i podptirna
terapie. Rliznd imunosupresiva mohou mit rizné ucinky
na inhibici tvorby protilatek (tabulka 2). Na zakladé hypoté-
zy, Ze prevence vzniku trombozy muze oddalit rejekei $tépu,
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byla pouzita antikoagula¢ni terapie v kombinaci s 1é¢bou
vedouci k depleci ¢i supresi tvorby protilatek u ABO inkom-
patibilni transplantace.*

V Klinické praxi vSak zjistujeme probihajici chronickou
rejekei az ve stadiu, kdy dojde k morfologickym zménam
na cévach, resp. k poskozeni $tépu. Z metod, které vyuzi-
vame k uréeni vaskulopatie, se za zlaty standard povazuje
intravaskularni ultrazvukové vysetteni (IVUS) v pribéhu
selektivni koronarografie.”® Dal$i upfesnéni nalezt lze
ocekavat od implementace virtudlni histologie do klinické
praxe. Tuto metodu by pak bylo mozné vyuzit i k moni-
toraci vlivu pouzitych lé¢ebnych postupii. Nevyhodou je
invazivni charakter vy$etfeni.

Prevence a lé¢ba humoralni rejekce

B-lymfocyty, presnéji plazmatické bunky, jsou hlavnimi
bunkami produkujicimi protilatky. Z toho dtivodu se
k dosazeni prevence rejekce zprostiedkované protilatkami
stava inhibice a deplece bunék produkujicich protilatky
extrémné dulezita.

Ve snaze o zvy$eni pravdépodobnosti Gspésné transplan-
tace u senzitizovaného pacienta se rozviji koncept desen-
zitizace. Jde o provedeni lé¢ebného tkonu ¢i tkont, které
povedou ke snizeni koncentrace anti-HLA protilatek, a tim
zvy$i Sanci na uspésnou transplantaci a potransplanta¢ni
pribéh. Tento postup se nazyva preemptivni desenzitizace.
Jako potencialné slibna se jevi (pravdépodobné) kombinace
vysokodavkovanych i.v. imunoglobulint, plazmaferézy a ri-
tuximabu (viz déle). V pripadé, ze dojde k tvorbé protilatek de
novo po transplantaci s hrozicim potenciadlnim poskozenim
§tépu, lécebny postup vedouci k zachrané stépu (pokud je
mozny) oznacujeme jako zachranna (rescue) desenzitizace.

Obecné feceno vSechna aktualné pouzivana imunosupre-
siva maji pfimy nebo nepfimy ucinek na inhibici/depleci
B-lymfocyti. Nejc¢astéji pouzivana imunosupresiva (cyklo-
sporin A, tacrolimus - tzv. kalcineurinové inhibitory a si-
rolimus [rapamycin], everolimus — tzv. mTOR inhibitory)
jsou silnymi imunosupresivy, kterd interferuji se signalizaci
T-lymfocytt. Uspésné prodlouzeni preziti $tépu pouzivanim
téchto 1é¢iv vedlo k mylnému nazoru, ze T-lymfocyty jsou
jedinymi hradi, kteti zptisobuji rejekci $tépu. Protoze vSak
mnoho aloantigenti vyvolavajicich protilatkovou odpovéd
jsou proteiny (napt. HLA, MIC) a protilatkova odpovéd
na proteinové antigeny vyzaduje pomoc antigen-specific-
kych T-lymfocyt, latky ovliviujici T-lymfocyty neptsobi
preventivné pouze na T-lymfocytarni - bunécnou, ale
také na protilatkami (B-lymfocytdrni) zprosttedkovanou
imunitni odpovéd. Tento mechanismus vysvétluje, proc¢ tato
primarni imunosupresiva mohou byt pouzita samotna nebo
v kombinaci s dalsi 1écbou k terapii humoralni rejekce.

Sirolimus a everolimus inhibuji buné¢nou proliferaci
a jsou schopny redukovat, a dokonce zvratit intimalni
rist v korondrnich tepnach. Ve srovnéavacich studiich
(s azathioprinem®** a kalcineurinovymi inhibitory™) byl
u obou pripravki pozorovan priznivy ucinek a signifi-
kantni redukce intimalniho rtistu. Tyto latky predstavuji
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Tabulka 2 Vliv rdznych imunosupresivnich modalit na tvorbu protilatek

Kategorie Lécba Hlavni mechanismus

Inhibice a deplece Cyklosporin A Nepfimo sekundarné inhibuji proliferaci B-lymfocytti v disledku
bunék produkujicich Tacrolimus (FK 506) redukované produkce cytokinG T-lymfocyty.

protilatky Sirolimus (rapamycin)

Azathioprin
Cyklofosfamid
Mykofenolat mofetil (MMF)

Inhibuji DNA syntézu v délicich se bunkach (T- a B-lymfocytech a dalsich
délicich se bunkach).

Rituximab Anti-CD20 (marker povrchu B-lymfocytd) monoklonalni protilatka, vede
k depleci B-bunék.

Bortezomib Proteasomovy inhibitor, indukuje apoptézu plazmatickych bunék.

OKT3 Anti-CD3 (marker povrchu T-lymfocytt) protilatka, nepfimo inhibuje

proliferaci B-bunék.

Antithymocytarni globulin (ATG)
a antilymfocytérni globulin (ALG)

Vede piimo k depleci a neptimo k inhibici B-lymfocyt.

Campath-1H

Anti-CD52 (marker povrchu thymocytd, B- a T-lymfocytl a dalSich), vede
ptimo k depleci B-bunék.

Splenektomie

Chirurgicky odstranuje organ produkujici lymfocyty (oboje B- i T-lymfocyty).

Odstranéni nebo

Imunoadsorpce

Odstranuje protilatky z periferni krve (antigeny krevni skupiny, protein A

zablokovani preexistujicich

nebo sloupce potazené anti-human Ig protildtkami).

nebo de novo vzniklych

il Plazmaferéza (PPH) nebo vyména

plazmy (PE)

Odstranuje protilatky a dalsi humoralni faktory (komplement, cytokiny atd.)
z periferni krve.

Intravendzni imunoglobulin (IVIG)

Anti-idiotypovy Ucinek (blokuje mista vazajici antigen protilatek proti darci)

a dalsi.

Zpomaleni, nebo oddaleni
protiladtkami zprostfedkovaného

Antikoagulacni terapie

Inhibuje vznik krevnich srazenin.

primarniho nebo sekundarniho

Glukokortikoidy
poskozeni

vyznamnou a v kontextu ostatnich doposud zavedenych
imunosupresiv i vyjimecnou moznost ovlivnéni probihajici
chronické koronarni vaskulopatie po transplantaci srdce.”®*

Dalsi podskupina imunosupresiv interferuje se syntézou
DNA a jejich hlavni uc¢inek je na délici se tkané. Tyto latky
(azathioprin, cyklofosfamid a mykofenolat mofetil) maji
primy inhibi¢ni u¢inek na B-lymfocyty — aktivné se délici
bunky. Je pozoruhodné, ze vzhledem k vlivu mykofenolatu
na biosyntetickou de novo purinovou cestu miize inhibovat
lidské lymfocyty (B a T') specifi¢téji a G¢innéji nez jiné bunky.

Antilymfocytdrni protildtky. Protilatky proti povrcho-
vym molekuldm lymfocytii ptisobi odstranénim specifické
podskupiny lymfocytd, resp. inhibici jejich bunéénych
funkci. Mezi témito monoklonalnimi ¢i polyklondlnimi
protilatkami pusobi rituximab specificky proti povrcho-
vému markeru B-lymfocytd CD20. Pouziti jediné davky
rituximabu, doplnéné kortikosteroidy a plazmaferézou, ptip.
antithymocytdrnim globulinem vede k tspé$né 1é¢beé.*0-¢2
Predpoklada se, ze pouziti rituximabu prispéje ke zlepseni
vysledku tézké, na steroidy rezistentni, respektive protilat-
kami zprostfedkované rejekce.

Novym, velmi slibnym lékem s apoptotickym tc¢inkem
na plazmatické bunky je bortezomib. Mechanismem jeho
ucinku je proteasomovd inhibice, kterd vede k depleci
plazmatickych bunék.®® Piivodni indikace bortezomibu je
lé¢ba mnohocetného myelomu, aktualné se pridava jako
rescue lécba refrakterni humoralni rejekce.®*-¢
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Protizanétlivy ucinek, apoptdza B-lymfocytd.

Splenektomie. Slezina je organ, ktery produkuje lymfo-
cyty, filtruje krev, zajiStuje zasoby krevnich bunék a destruuje
starnouci bunky. Odtivodnénim splenektomie je odstranéni
hlavniho zdroje lymfocytd, véetné B-lymfocytt produkuji-
cich protilatky. Uzitek splenektomie vzhledem k pretrvavani
$tépu a preziti pacienta je vSak sporny. Bylo dolozeno, Ze
splenektomovani pacienti méli redukovanou incidenci a in-
tenzitu epizod rejekce a lepsi preziti; tento prospésny ucinek
byl v§ak kratkodoby. Dlouhodoby prospéch ze splenektomie
ustupuje hlavné riziku fatalni infekce a sepse.

Imunoadsorpce. Tento ptistup in vitro specificky od-
straniuje imunoglobuliny z periferni krve pacienta uzitim
antigenti krevni skupiny A nebo B, proteinu A (komponenta
bunécné stény Staphylococcus aureus se silnou vazebnou
afinitou ke konstantnimu Fc-segmentu IgG protilatek) nebo
sloupce potazeného antigeny proti lidskym Ig. Pavodné byl
tento pristup pouzit jako preemptivni terapie pro AB0-in-
kompatibilni nebo presenzitizované pacienty. V dal$im
obdobi vsak bylo popsano i uspésné pouziti béhem rejekce
zprostiedkované protildtkami.”

Plazmaferéza/vyména plazmy. Odstranéni protilatek
a daldich plazmatickych faktorti je uc¢innou antirejekéni
terapii. Na rozdil od imunoadsorpce odstranuje plazmafe-
réza nejen protilatky, ale i dal$i humoralni faktory, jakymi
jsou komplement a cytokiny. Teoreticky by proto méla byt
plazmaferéza G¢innéjsi v prevenci anebo zvladnuti humoral-
ni rejekce. Doposud dostupné nekontrolované studie v$ak
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prinesly kontroverzni vysledky,*"° které podtrhuji nutnost
dalsiho klinického vyzkumu.

Intravenézni imunoglobuliny (IVIG). Intraven6zni imu-
noglobuliny jsou pfipraveny z poolu plazmy nékolika tisicti
zdravych darcti krve, a proto se predpokladd, ze obsahuji
témét neomezené mnozstvi specifickych protilatek. Mecha-
nismus suprese PRA u pacientt ¢ekajicich na transplantaci
neni zcela spolehlivé objasnén. Lze predpokladat, ze se zde
uplatiiuje efekt vazby protilatky na protilatku, ktery vede
k potlacenti jejtho t¢inku. Byla vsak popsana i fada dalsich
potencialnich mechanismd, které zahrnuji inhibici aktivace
komplementu, zablokovani down-regulace Fc-receptort
a modulaci aktivace a diferenciace T- a B-lymfocyta.

Aktualni protokoly 1écby vyuzivaji IVIG ve vysokych
(2-3 g/kg) nebo nizkych davkach (100 mg/kg).” Na zakladé
reakce protilatek na podanou inicidlni 1é¢bu pak lze stanovit
nutnost rozsifeni o dal$i modalitu — napt. rituximab.>* IVIG se
jevi jako optimalni moznost 1é¢by u pacientu s rejekei a pridru-
zenou infekci. Umoziuje imunomodulaci nutnou ke zvladnuti
rejekce a soucasné posiluje imunitni odpovéd ke zvladnuti
infekce.”” Na zdkladé provedenych srovnani se jevi IVIG jako
ucinna lé¢ba humoralni rejekce, ne vsak v preemptivni desen-
zitizaci. Vys$$i Gspésnost 1é¢by humoralni rejekce maji protokoly
kombinujici plazmaferézu s IVIG a imunosupresivy.”>’

Glukokortikoidy. Jsou casto aplikovanymi latkami
uzivanymi $iroce v transplantologii k inhibici $kodlivého
vlivu imunitni odpovédi indukované rejekci $tépu. I kdyz
mohou glukokortikoidy ptimo indukovat apoptézu B-bu-
nék a inhibovat tvorbu aloprotilatek, hlavni smysl uziti
glukokortikoidii spociva v jejich silném protizanétlivém
uc¢inku. Farmakologicky ucinek kortikosteroidii na rejekei
vyplyva hlavné z inhibice produkce cytokint. Vzhledem
k jejich silnému imunosupresivnimu a protizanétlivému
ucinku jsou nyni glukokortikoidy léky prvni volby v 1écbé
rejekce. Vyhody vyplyvajici z pokracujici 1écby rejekce
kortikoidy museji byt vyvazeny rizikem zavaznych, nékdy
az fatalnich nezadoucich uc¢ink.

Zavery

Protilatky jsou spojeny s hyperakutni, akutni i chronickou
rejekei srde¢niho $tépu. Klinickou dtilezitost maji protilatky
proti HLA antigentm ttidy 1 II, zvlasté pokud jsou donor-spe-
cifické, ale neméné zavazné diisledky mohou mit i protilatky
proti non-HLA antigentim. Poskozeni cilovych bunék §tépu
je vétsinou dusledkem aktivace komplementu, ale uplatiiuji se
i mechanismy, které nejsou komplement-dependentni.

I pres velky pokrok, ktery byl u¢inén na poli vyzkumu
rejekce zprostiedkované protilatkami, neni tento stav do-
posud uspokojivé patologicky ani klinicky charakterizovan
a vyzaduje dal$i upfesnéni a standardizaci diagnostickych
a lécebnych postuptl.” Techniky stanoveni protilatek byly
do klinické praxe zavedeny pred 50 lety a doposud se dal
vyvijeji a zdokonaluji. Umoznuji nejenom diagnostiku, ale
i monitoraci pribéhu rejekce zprostredkované protilatkami.
Jako dtilezita a smysluplna se jevi monitorace protilatek
v pre- i potransplanta¢nim obdobi.
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Priblizeni se porozuméni mechanismiim ucasti protilatek
na poskozeni §tépu umoznilo zavedeni velmi ic¢innych, ag-
resivnich a ¢asto i ekonomicky velmi nakladnych lé¢ebnych
postupt, které zvysuji Sance pacienta na preziti.

Pfesto zustavd mnoho nejasnosti. V diagnostice humo-
ralni rejekce se doposud neobejdeme bez endomyokardialni
biopsie, ktera je vzhledem ke svému invazivnimu charakteru
potencialné rizikova. Probiha diskuse ohledné mozného
zavedeni podrobnéjsiho gradingu humorélni rejekce. Neni
objasnén jednoznacny vztah mezi cirkulujicimi protilatkami
arozvojem rejekce. Ziistava nejasné, pro¢ nékteti pacienti maji
dobrou funkci §tépu i pres pritomnost protilatek, a jini nikoli.

Pretrvava nejistota ohledné 1é¢by presenzitizovanych
pacienti a dopadu lécby na potransplantacni prubéh.
Neni jasny rozsah a intenzita 1éc¢by v pretransplanta¢nim
obdobi, které by vedly k optimalnimu vysledku - preziti
$tépu i pacienta bez vlivu na zhor$eni kvality Zivota.
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