Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Marek Karczewski

Wybrane immunologiczne wskazniki ryzyka
ostrego i przewlektego odrzucania allogenicznej nerki

przeszczepionej, pochodzacej od dawcy zmartego

Poznan 2012



© Copyright by Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Poznan 2012

© Copyright by Marek Karczewski, 2012

Tytut angielski
Selected immunologic indicators of acute and chronic rejection of allogeneic kidney transplanted
from a deceased donor

Recenzent
Prof. dr hab. Krzysztof Wiktorowicz

Korekta
Grazyna Dromirecka

Sktad komputerowy
Beata takomiak

ISBN 978-83-7597-163-7

WYDAWNICTWO NAUKOWE UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU
60-812 Poznan, ul. Bukowska 70

Ark. wyd. 4,0. Ark. druk. 9,8. Papier offset. kl. Ill 80 g/m?, 70 x 100.
Format A4. Zam. nr 54/12.
Druk ukonczono w kwietniu 2012 r.



Kasierice, ktora jest zawsze przy mnie, wspierajqc mnie w trudnych chwilach

i dzielgc sie radosciq w chwilach szczesliwych;

Moim szesciu synom, ktorzy cho¢ wielokrotnie przysparzajq rozlicznych zmartwien,
wypetniajq dom radosnym hatasem;

Bratu Jackowi, za naszq wspétprace i braterskie zrozumienie;

Rodzicom, za to, zZe jestem i ze pokierowali mnie na wtasciwq droge w Zyciu;

Catej Rodzinie, ktora daje wsparcie i rados¢;

Krzysztofowi, za pomoc i zZyczliwosé;

Przyjaciotom, na ktérych moge liczy¢;

I Medycynie, ktorej sie poswiecitem.






Spis tresci

WyKaz skrotOwW . .. 7
AT = o 9
1.1. Wprowadzenie . .. ... ... . 9
1.2. Zarys historii przeszczepianianerek uludzi ......................... 9
1.3. Przeszczepianie nerek wPolsce . ......... ... ... .. . . . ... . . ... 10
1.4. Proces odrzucania po przeszczepieniu nerki allogenicznej ............. 11
1.4.1. Wczesne odrzucanie po przeszczepieniu nerki allogenicznej ... ... 11
1.4.2. P6zne odrzucanie po przeszczepieniu nerki allogenicznej ........ 15
1.5. Wybrane immunologiczne wskazniki ryzyka ostrego i przewlektego
odrzucania allogenicznej nerki przeszczepionej, pochodzacej od dawcy
ZMaAaNEgO . .. 17
1.5.1. Cytokiny, jako czgsteczki sygnatowe w reakcji odrzucania przeszczepu
allogenicznego . ... .. 17
1.5.2. Rola limfocytéw T regulatorowych w indukcji toleranciji
transplantacyjnej . ....... ... 20
1.5.2.1. Limfocyty regulatorowe u cztowieka . .................. 20
1.5.2.2. Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FOXP3+ .......... 21
1.5.2.3. Limfocyty T supresorowe CD8+CD28- ................. 22
1.6. Nowoczesne metody rozpoznawania procesu odrzucania przeszczepionej
nerki allogenicznej . ....... ... 23
2. Celbadan . ...... ... 25
3. Metodyka .. ... 26
4. Omowienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy .................... 27
4.1. Rola limfocytow T regulatorowych/supresorowych w indukciji tolerancji
immunologicznej u pacjentdw po przeszczepieniu nerki allogeniczne;j,
pochodzacej od dawcy zmartego ... ... 27
4.2. Wartosc¢ prognostyczna oznaczen wybranych cytokin Th1/Th2 w surowicy
pacjentow w okresie przedtransplantacyjnym w ostrym odrzucaniu
przeszczepionej nerki allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmartego . ... 29
4.3. Profil cytokin w réznych stanach dysfunkcji przeszczepionej nerki
allogenicznej, pochodzacejod dawcy zmartego ...................... 31
4.4, Przydatnos¢ kliniczna monitoringu immunologicznego opartego na
cytometrycznej analizie stezen wybranych cytokin Th1/Th2 w surowicy
i moczu pacjentow poddanych przeszczepieniu nerki allogenicznej,
pochodzacej od dawcy zmartego . .......... ... 32
5. Podsumowanie iwnioski .. ......... . . ... 34
6. PiSmiennictwo . ... ... ... 35

7. Zatgczone publikacje .. ... ... 43



PUBLIKACJA |
Karczewski M., Karczewski J., Kostrzewa A., Wiktorowicz A., Gtyda M.:
The role of Foxp3+ regulatory T cells in kidney transplantation. Transplantation
Proceedings, 2009, 41, 1527-1529. . ... . .. . . . . . . . . 43

PUBLIKACJAII
Karczewski J., Karczewski M., Wiktorowicz K.: Possible defect of T suppressor
cell subpopulation in patients with kidney acute rejection. Transplantation
Proceedings, 2010, 42, 4538-4539. . .. ... . ... ... 49

PUBLIKACJA I
Karczewski J., Karczewski M., Gtyda M., Wiktorowicz K.: Role of Th1/Th2
cytokines in kidney allograft rejection. Transplantation Proceedings, 2008, 40,
3390-3302. e 53

PUBLIKACJA IV
Karczewski M., Karczewski J., Poniedziatek B., Wiktorowicz K., Smietanska M.,
Glyda M.: Distinct cytokine patterns in different states of kidney allograft rejection.
Transplantation Proceedings, 2009, 41, 4147-4149. . ... ... ... .......... 59

PUBLIKACJAV
Karczewski M., Karczewski J., Poniedziatek B., Wiktorowicz K., Gtyda M.:
Cytometric analysis of Th1/Th2 cytokines in the urine of patients undergoing
kidney transplantation. Annals of Transplantation, 2009, 14, 25-28. ........ 65

PUBLIKACJA VI
Karczewski J., Karczewski M., Wiktorowicz K.: Preliminary study evaluating
the risk factors of kidney acute rejection. Central European Journal of Immunology,
2011, 36, 233-236. ... . e 71



Wykaz skréotéow

ACTH
ADCC

APC
AR
ARE
ARF
ATN
AZA
CAl
CD
CML
CmVv
CR
CRE
CsA

CTLA-4

DGF
DSA

DTH
GNZ
Gs
HLA
IFN

IRMA

(ang. Adrenocorticotropic hormone) — hormon adrenokortykotropowy

(ang. Antibody-dependent cellular cytotoxicity) — reakcja cytotoksyczna
zalezna od przeciwciat

(ang. Antigen presenting cell) — komorka prezentujgca antygen
(ang. Acute rejection) — ostre odrzucanie

(ang. Acute rejection episode) — epizod ostrego odrzucania

(ang. Acute renal failure) — ostra niewydolno$¢ nerek

(ang. Acute tubular necrosis) — ostra martwica cewek nerkowych
azatiopryna

(ang. Chronic allograft injury) — przewlekle uszkodzenie przeszczepu
(ang. Cluster of differentiation) — antygen réznicowania

(ang. Cell-mediated lympholysis) — limfoliza zalezna od komorek
(ang. Cytomegalovirus) — cytomegalowirus

(ang. Chronic rejection) — odrzucanie przewlekte

(ang. Chronic rejection episode) — epizod przewleklego odrzucania
cyklosporyna

(ang. Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) — antygen limfocytu
cytotoksycznego 4

(ang. Delayed graft function) — opdzniona czynno$¢ przeszczepu

(ang. Donor specific antibodies) — przeciwciata przeciwko antygenom
dawcy

(ang. Delayed type hypersensitivity) — nadwrazliwos¢ typu péznego
granzym

glikokortykosteroid

(ang. Human leukocyte antigen) — ludzki antygen leukocytarny
interferon

interleukina

(ang. Immunoradiometric assay) — metoda immunoradiometryczna



iTregs (ang. Induced regulatory T cells) — indukowane limfocyty T regulatorowe

KIR (ang. Killer cell immunoglobulin-like receptor) — immunoglobulinopodobny
receptor komorek cytotoksycznych

MAC (ang. Membrane attack complex) — kompleks ataku btonowego

MHC (ang. Major histocompatibility complex) — gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej

MLR (ang. Mixed lymphocyte reaction) — mieszana reakcja limfocytéw

MMF mykofenolan mofetilu

NKC (ang. Natural killer cell) — naturalny zabdjca, komoérka NK

NONARE (ang. Non-acute rejection episode) — brak epizodu odrzucania ostrego

nTregs (ang. Natural regulatory T cells) — naturalne limfocyty T regulatorowe

PFN perforyna

PRA% poziom surowiczych przeciwciat alloreaktywnych

PRR (ang. Pattern recognition receptor) — receptor rozpoznajacy wzorce
molekularne

RIA (ang. Radioimmunoassay) — metoda radioimmunologiczna

RAPA rapamycyna

Tac takrolimus

Tc (ang. T cytotoxic) — limfocyt T cytotoksyczny

TCR (ang. T cell receptor) — receptor limfocyta T

Th (ang. T helper) — limfocyt T pomocniczy

TNF (ang. Tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworow

TGF (ang. Transforming growth factor) — czynnik transformujacy wzrostu



1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Niniejsza rozprawa sktada sie z cyklu 6 oryginalnych publikacji poswieconych wy-
branym immunologicznym wskaznikom ryzyka ostrego i przewlektego odrzucania al-
logenicznej nerki przeszczepionej, pochodzacej od dawcy zmartego. Prace te zosta-
ty opublikowane w recenzowanych czasopismach polskich i zagranicznych w latach
2008-2011. Prezentowane badania zostaty przeprowadzone na Oddziale Transplan-
tologii i Chirurgii Ogolnej Szpitala Wojewddzkiego w Poznaniu oraz w Katedrze Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

1.2. Zarys historii przeszczepiania nerek u ludzi

Przeszczepianie komorek, tkanek i narzadow, w tym nerek, jest od wielu lat uznang
klinicznie metodg leczniczg. Z chirurgicznego punktu widzenia bardzo szybko opraco-
wano skuteczne metody przeszczepienia nerki, natomiast przez dtugi czas trudnymi
do pokonania pozostawaty przeszkody biologiczne, jakimi sg reakcje organizmu na
obcy narzad. Dopiero rok 1933 przyniost przetom w tej dziedzinie. Ukrainski chirurg
Voronoy przeszczepit nerke dawcy grupy krwi B pacjentowi z grupg krwi 0. Biorca
zmart po dwoch dniach z powodu nadostrego odrzucania przeszczepu wywotanego
niezgodnoscig w obrebie uktadu ABO [1]. Przypadek ten przyczynit sie do postepu
w dziedzinie transplantologii.

Po okresie Il wojny Swiatowej zwiekszyto sie zainteresowanie immunologig, a tym
samym transplantologig. W roku 1953 Simonsen w Danii i Dempster w Londynie opu-
blikowali wnioski ze swoich badan, w ktorych podali, iz przyczyng zatrzymania funk-
cji nerki sg procesy immunologiczne oraz, ze preferowanym miejscem umieszczenia
przeszczepianej nerki jest dét biodrowy [1, 2]. Na poczatku lat 50. Kuss, Dubost i Se-
rvelle przeszczepili kilka nerek w okolicy miedniczej, nie stosujgc zadnej immunosu-
presji. W tym samym okresie Lawler w Chicago przeszczepit nerke w podobny sposaob.
W 1953 r. Hume przedstawit swoje wyniki przeszczepiania nerki z uzyciem ACTH lub
kortyzonu [3]. Stwierdzit, ze przetoczenie krwi przed przeszczepieniem moze by¢ ko-
rzystne, ale istotng role odgrywa zgodno$¢ grupowa krwi. Dopiero udane przeszczepy
u blizniakdéw jednojajowych przeprowadzone przez Murraya w Bostonie przyczynity sie
do dalszego rozwoju transplantologii [4]. Lata 60. to gtdwnie rozwdj technik przetrzy-
mywania narzaddéw i typowania tkankowego. Lata 70. przyniosty rutynowe typowanie
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HLA-DR (Morris) [5]. W 1976 r. zostata odkryta przez Borela cyklosporyna, wykorzy-
stana nastepnie przez Calnea do leczenia, co stanowito prawdziwy przetom w leczeniu
immunosupresyjnym pacjentdow po przeszczepieniu narzadow [3, 6]. W Polsce pierw-
sze udane przeszczepienie nerki, pobranej od osoby zmartej, przeprowadzit profesor
Jan Nielubowicz 26 stycznia 1966 r.

W ostatnich latach w Polsce nastgpit gwattowny rozwoj transplantologii klinicznej.
Przeszczepianie nerek stato sie, obok hemodializ i dializ otrzewnowych, uznang meto-
da leczenia nerkozastepczego. Nastgpito to dzieki rozwojowi immunologii transplanta-
cyjnej, poznaniu mechanizmow niedokrwienia narzadéw oraz wprowadzeniu nowych
schematow leczenia immunosupresyjnego.

1.3. Przeszczepianie nerek w Polsce

Przeszczepianie nerek w Polsce rozpoczeto sie w 1966 r. Po poczatkowym okre-
sie wzrostu ilosci wykonywanych przeszczepéw, obecnie liczba zabiegéow utrzymuje
sie na poziomie blisko 1000 rocznie. Liczba oczekujacych na przeszczepienie nerki
w Polsce w 2010 r. wynosita 1469 osdb. W tym samym roku przeszczepiono w Polsce
nerki 999 biorcom. W tej ogdlnej liczbie, 949 biorcow otrzymato nerki pochodzace od
dawcéw zmartych, a 50 biorcow od dawcoéw zywych [7].

W latach 1994 — 2011 w Szpitalu Wojewddzkim w Poznaniu przeszczepiono okoto
1800 nerek, z czego w 2011 r. wykonano 135 przeszczepdédw [Rycina 1].
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Rycina 1. Liczba przeszczepionych nerek w stosunku do liczby pobran przeprowadzonych przez zespot
z Oddziatu Transplantologii i Chirurgii Szpitala Wojewddzkiego w Poznaniu [opracowanie wiasne].
lllustration 1. Ratio of kidney transplantations to kidney harvestings performed at the Department of
Transplantation and General Surgery, District Hospital in Poznan [own study].
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1.4. Proces odrzucania po przeszczepieniu nerki allogenicznej

Proces odrzucania jest gtbwng przyczyng utraty przeszczepionej nerki i statystycz-
nie dotyczy co czwartego przeszczepionego narzadu [8]. W 10-letnim okresie po prze-
szczepieniu, proces ostrego odrzucania jest odpowiedzialny za utrate narzadu u 4,1
—5,4% pacjentéw, a przewlekte odrzucanie u 16,1-20,3% biorcéw [9]. Wprowadzenie
nowych schematéw immunosupresyjnych znacznie zmniejszyto czestos¢ wystepowa-
nia epizodow ostrego odrzucania. W wiekszosci osrodkéw transplantacyjnych roczne
przezycie przeszczepu wynosi ok. 90% [8].

Ponizsza tabela [Tabela 1] prezentuje wyniki przeszczepiania nerek pobranych od
dawcéw zmartych na Oddziale Transplantologii i Chirurgii Ogdlnej Szpitala Wojewodz-
kiego w Poznaniu. Wyniki uzyskiwane w osrodku poznanskim zblizone sg do wynikow
z innych placowek na swiecie.

Tabela 1. Wyniki przeszczepiania nerek pobranych od dawcéw zmartych na Oddziale Transplantologii
i Chirurgii Ogdlnej Szpitala Wojewddzkiego w Poznaniu [opracowanie wiasne]

Table 2. Results of cadaveric kidney transplantations performed at the Department of Transplantation
and General Surgery, District Hospital in Poznan [own study]

L. LICZb? DR Przezycie % przezycia Przezycie % przezycia
Przezycie objetych R .
. biorcy biorcy przeszczepu przeszczepu
obserwacja
3 mies. 1356 1338 99 1298 96
12 mies. 1158 1108 96 1024 88
36 mies. 888 816 92 722 81
60 mies. 658 598 91 510 78

1.4.1. Wczesne odrzucanie po przeszczepieniu nerki

Przyspieszone ostre odrzucanie

Przyspieszone ostre odrzucanie jest spowodowane immunizacjg biorcy przed prze-
szczepieniem nerki. Odpowiedzialne za ten proces sg przeciwciata skierowane prze-
ciwko obcym antygenom, gtownie antygenom zgodnosci tkankowej (ang. Human Leu-
kocyte Antigens — HLA) dawcy oraz antygenom krwinkowym uktadu ABO. Wytwarzanie
duzych ilosci takich przeciwciat przez organizm biorcy powoduje trwate i nieodwracal-
ne uszkodzenie przeszczepionego narzadu. Jezeli pojawia sie bezposrednio po prze-
szczepieniu, wywotuje nadostre odrzucanie, ktore moze rowniez pojawic¢ sie w kilka
dni po zabiegu. Powikfanie to wystepuje niezwykle rzadko, jako ze w procesie selekcji
dawcéw wykonuje sie probe krzyzowg (ang. Cross-match) przed przeszczepieniem
narzadu. W procesie nadostrego odrzucania faza powstawania przeciwciat przeciwko
alloantygenom nastepuje przed przeszczepieniem narzadu, na skutek kontaktu uktadu
immunologicznego biorcy z obcym antygenem, gtéwnie w czasie transfuzji krwi, wcze-
Sniejszym przeszczepom tkanek i narzadéw oraz cigzom [10]. Po wypetnieniu tozyska
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naczyniowego przeciwciata biorcy taczg sie z komdrkami srédbtonka naczyniowego
i aktywujac uktad dopetniacza i uktad krzepniecia oraz chemotaksje neutrofiléow pro-
wadzg do niedokrwienia i martwicy scian naczyn, a nastepnie catego migzszu ner-
ki. W procesie tym dochodzi do zmniejszenia diurezy (oliguria, anuria), powiekszenia
i bolesnosci przeszczepionej nerki oraz podwyzszenia temperatury. Objawy te sg nie-
specyficzne i mogg w ogole nie wystgpi¢ [11]. W réznicowaniu bierze sie najczesciej
pod uwage zakrzepice w zyle lub tetnicy nerkowej. Stan taki wymaga natychmiastowej
operacjii i usuniecia przeszczepionego narzadu.

Wczesne odrzucanie typu komoérkowego

Ostre odrzucanie przeszczepu jest reakcjg typowa w przypadkach wystepowania
réznic w zakresie antygendw zgodnosci tkankowej pomiedzy dawcg a biorcg. W wa-
runkach eksperymentalnych (przy uzyciu modelu zwierzecego) reakcja osigga naj-
wieksze natezenie w ciggu tygodnia od dokonania przeszczepienia. W warunkach
klinicznych odrzucanie ostre moze nastgpi¢ w przeciggu kilku dni do kilku miesiecy
od transplantaciji, ze szczegolnym nasileniem epizodéw w trzydziestodniowym okre-
sie pooperacyjnym [12].

Wystepujq tutaj dwa typy reakcji, reakcja nadwrazliwosci typu péznego DTH (ang.
Delayed type hypersensitivity) i reakcja cytotoksycznosci limfocytow T [Rycina 2].
W pierwszym mechanizmie limfocyty pomocnicze Th1 produkujg limfokiny, ktére zwiek-
szajg przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych i stymulujg miejscowy proces zapalny
poprzez komorki jednojadrzaste (limfocyty, makrofagi/monocyty). W drugim mecha-
nizmie limfocyty Tc rozpoznajg swoisty alloantygen dawcy i niszczg komorki dawcy
poprzez ich lize na skutek dziatania perforyn i granzymow lub apoptoze, po interakc;ji
miedzy czasteczka CD178 (Fas ligand) na limfocycie Tc a czasteczkg CD95 (Fas) na
powierzchni komorek przeszczepu.

Pomimo przewagi limfocytéw Tc oraz makrofagéw/monocytéw w nacieku, decydu-
jaca role w procesie odrzucania ostrego petng limfocyty T pomocnicze CD4+ (Th). Ich
rola polega na aktywacji limfocytow Tc oraz indukcji odpowiedzi o typie nadwrazliwo-
8ci typu péznego z udziatem makrofagéw. Dodatkowo, limfocyty Th moga wywieraé
bezposredni efekt cytotoksyczny na komorki przeszczepionego narzadu poprzez cza-
steczke Fas i indukcje apoptozy [11].
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Rycina 2. Gtéwne mechanizmy ostrego odrzucania przeszczepu allogenicznego (objasnienie w tek-
Scie). Skroty: (ang. Delayed type hypersensitivity) — nadwrazliwos¢ typu péznego, ADCC (ang. Antibody
dependent cellular cytotoxicity) — reakcja cytotoksyczna zalezna od przeciwciat, PFN — perforyna, GNZ
— granzym, Fas — antygen powierzchniowy CD95, limfocyt Tc — limfocyt T cytotoksyczny.

lllustration 2. Major mechanisms underlying the acute allograft rejection (description in text). Abbrevia-
tions: DTH — Delayed type hypersensitivity, ADCC — Antibody dependent cellular cytotoxicity, PFN —
Perforin, GNZ — Granzyme, FAS — CD95 antigen, Tc lymphocyte — Cytotoxic T lymphocyte.

Najistotniejszg role w procesie ostrego odrzucania komorkowego wydajg sie zatem
peic limfocyty pomocnicze Th1, ktére sg zdolne do nasilania reakcji typu cytotoksycz-
nego. W naciekach obecne sg rowniez limfocyty T pamieci CD8+, ktére mogty powstac
w wyniku wczesniejszych immunizacji (cigza, transfuzja, wczesniejsze przeszczepie-
nie etc.). Limfocyty te mogag wywierac efekt cytotoksyczny na komoérki przeszczepio-
nego narzadu z pominieciem etapu ekspansji klonalnej i réznicowania, co znacznie
przyspiesza reakcje odrzucania. Istniejg dane wskazujgce, ze komorki pamieci po-
wstate w wyniku wczesniejszych immunizacji mogg wchodzi¢ w reakcje krzyzowe z in-
nymi antygenami allogenicznymi [13]. Pomimo ze limfocyty T petnig kluczowg role
w ostrym odrzucaniu komorkowym, warto pamietac, iz wzrost ekspresji czastek proza-
palnych w obrebie przeszczepionego narzadu zachodzi na dtugo przed rozpoczeciem
odpowiedzi swoistej. Wczesne procesy zapalne sg wynikiem dziatania mechanizméw
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wrodzonych na uszkodzenie przeszczepionej tkanki i sg niezalezne antygenowo [14-
16]. W procesach tych kluczowg role wydajg sie petni¢ receptory rozpoznajgce wzor-
ce molekularne (ang. Pattern recognition receptors — PRR), ktére w odpowiedzi na
rézne sygnaly ,zagrozenia” (ang. Damage-associated molecular patterns — DAMPS),
wywotane rozlegtymi uszkodzeniami w obrebie przeszczepionego narzadu, aktywujg
prozapalne szlaki sygnatowe [17]. Prowadzi to m.in. do aktywac;ji profesjonalnych ko-
morek prezentujgcych antygen dawcy, znajdujgcych sie w obrebie przeszczepionego
narzadu, a w rezultacie do aktywacji limfocytéw T biorcy na drodze bezposredniej
prezentacji antygendw allogenicznych [12]. Dodatkowo, sygnaty prozapalne aktywujg
komorki nieswoiste, takie jak neutrofile, makrofagi, komérki NK, prowadzac do infiltra-
cji narzadu i jego dalszego uszkodzenia.

Wczesne odrzucanie typu komorkowego najczesciej wystepuje w koncu pierwszego
tygodnia po przeszczepieniu nerki. W procesie tym zostaje zachowany przeptyw przez
nerke, wiec obraz w scyntygrafii lub badaniu dopplerowskim jest odmienny w réznicowa-
niu z przyspieszonym ostrym odrzucaniem, w ktérym z reguty brak jest przeptywu krwi
przez nerke. Biopsja nerki i badanie histopatologiczne jest ostatecznym rozpoznaniem.

Wczesne odrzucanie typu humoralnego

W procesie tym, po wczesniejszym przeksztatceniu limfocytow B w komorki pla-
zmatyczne, produkowane sg przeciwciata skierowane przeciwko antygenom MHC
dawcy (klasy I i Il) oraz innym antygenom zlokalizowanym w obrebie przeszczepio-
nego narzadu, gtdwnie antygenom srodbtonka [10]. Nastepnie aktywowany uktad do-
petniacza na drodze klasycznej powoduje powstanie kompleksu MAC (C5-C9), ktory
niszczy btony komorkowe, i powoduje lize komérek przeszczepu. Liza komoérek prze-
szczepu moze nastgpi¢ takze w reakcji cytotoksycznej zaleznej od przeciwciat ADCC
(ang. Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity) [11]. W procesie tym dochodzi
do zniszczenia komorek dawcy przez komorki zapalne, takie jak monocyty, granulo-
cyty i komorki NK tgczace sie z receptorem Fc przeciwciat optaszczajgcych komorki
docelowe przeszczepionego narzadu. Zmiany w tym typie odrzucania, zarowno Kkli-
niczne jak i histopatologiczne, sg znacznie mniej zaznaczone, niz w typie komorko-
wym. Wczesne odrzucanie typu humoralnego wystepuje z reguty w pierwszych kilku
miesigcach po przeszczepieniu, szczegolnie u pacjentow wysoko immunizowanych.
Najczestszym odchyleniem jest izolowany wzrost poziomu kreatyniny. Ostateczne
rozpoznanie dokonywane jest na podstawie biopsji nerki, a markerem uszkodzenia
humoralnego jest rozlane gromadzenie sie znacznika przeciwciat anty-C4d w badaniu
immunofluorescencyjnym. Odrzucanie to jest tatwe do przeoczenia i trudne do zrézni-
cowania z martwicg cewek nerkowych (ATN) na podstawie obrazu klinicznego i metod
obrazowych. Odrzucanie typu humoralnego moze by¢ powiktane dodatkowo odrzuca-
niem komorkowym, co znacznie utrudnia rozpoznanie i skuteczne leczenie.
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1.4.2. Pézne odrzucanie po przeszczepieniu nerki allogenicznej

Chociaz proces ostrego odrzucania wystepuje gtdwnie we wczesnym okresie po-
operacyjnym, to jednak w niektorych przypadkach dochodzi do procesu ostrego od-
rzucania w kilka miesiecy lub lat po przeszczepieniu narzgdu. Nie ma jednoznacznej
granicy dzielgcej epizody ostrego odrzucania na wczesne i pézne. W celach prak-
tycznych czesto korzysta sie z podziatu opublikowanego przez Bassadonne i wsp.,
wedtug ktérego za wczesne uznaje sie odrzucanie majgce miejsce w przeciggu 60
dni od zabiegu, a za pézne odrzucanie, wystepujace po tym okresie [18]. W bada-
niu pediatrycznym, Tejani i wsp. granice pomiedzy wczesnym a péznym odrzucaniem
ustalili na 12 miesiecy od przeszczepienia narzadu [19]. Obecnie wiekszo$¢ osrodkow
transplantacyjnych przyjmuje granice pomiedzy wczesnym a pdéznym odrzucaniem po
3. miesigcu od przeszczepienia narzadu [20].

U podtoza przewlektego odrzucania lezy niezgodnos¢ antygenéw HLA, odpowia-
dajacych za rozpoznanie posrednie alloantygenu i wtérng aktywacje limfocytow B, co
prowadzi do produkcji przeciwciat [10]. Mechanizm polega na przetworzeniu przez ko-
morki dendrytyczne biorcy antygendw dawcy i prezentacje ich subpopulacji limfocytow
pomocniczych Th, ktére aktywujg odpornos¢ komorkowg i humoralng (w pierwszych
tygodniach dominuje mechanizm bezposredniej prezentacji alloantygenu) [Rycina 3].
W 40% przypadkow przewlektego odrzucania wystepujq ztogi C4d w kapilarach okoto-
cewkowych [21]. Markerem odrzucania przewlektego sg przeciwciata przeciwko anty-
genom HLA klasy | dawcy (ang. Donor specific antibodies — DSA) [22].

Rycina 3. Dwa typy rozpoznawania alloantygenu. Skréty: TCR (ang. T cell receptor) — receptor limfocytu
T, MHC (ang. Major histocompatibility complex) — gtéwny ukifad zgodnosci tkankowej, APC (ang. Anti-
gen presenting cell) — komorka prezentujgca antygen.

lllustration 3. Two types of alloantigen recognition. Abbreviations: TCR — T cell receptor, MHC — Major
histocompatibility complex, APC — Antigen presenting cell.
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Przewlekte odrzucanie jest czescig ogdlnego procesu, zwanego inaczej przewlektym
uszkodzeniem przeszczepu (ang. Chronic allograft injury — CAl) i jest, zaraz po zgonie
pacjenta z przyczyn naczyniowo-sercowych, gtdwng przyczyng utraty przeszczepu.
Wedtug rejestrow transplantacyjnych smier¢ biorcy jest przyczyng utraty przeszczepu
w 54%, a przewlekte uszkodzenie przeszczepu w 40% [11]. W przewleklym uszkodze-
niu przeszczepu biorg udziat czynniki immunologiczne i nieimmunologiczne [Tabela 2].
Wsréd czynnikow ryzyka péznego odrzucania wymienia sie: mtody wiek biorcy, narzad
pochodzacy od dawcy marginalnego, zenskg pte¢ dawcy, infekcje wirusem CMV, wy-
sokie miano surowiczych przeciwciat alloreaktywnych (PRA), niezgodnos¢ antygenow
w klasie | uktadu HLA, niedostateczng immunosupresje [11].

Tabela 2. Immunologiczne i nieimmunologiczne czynniki ryzyka péZnego uszkodzenia przeszczepione-
go narzadu [11]
Table 2. Immune and non-immune risk factors of chronic allograft injury [11]

Czynnik ryzyka

Ostre odrzucanie przeszczepu

Czynny proces humoralny

Niezgodnos¢ w uktadzie HLA

Immunizacja biorcy przed przeszczepieniem
Niski poziom immunosupresji

Czynniki immunologiczne

Opdzniona czynnos¢ przeszczepu (DGF)
Dawca marginalny

Dysproporcja pomiedzy masag dawcy i biorcy
Nefrotoksycznosé inhibitorow kalcyneuryny
Nadcisnienie

Hiperlipidemia

Nikotyna

Hiperhomocysteinemia

Zakazenia wirusowe (CMV)

Proteinuria

Wolne rodniki tlenowe

Brak wspotpracy biorcy w zakresie leczenia

Czynniki nieimmunologiczne

Epizody ostrego odrzucania majg wptyw na przezywalno$¢ przeszczepionego
narzadu. Wystgpienie epizodu ostrego odrzucania w ciggu pierwszego potrocza po
przeszczepieniu zwieksza do 50% ryzyko utraty przeszczepu [11]. Istotny jest réwniez
czas wystgpienia epizodow ostrego odrzucania po przeszczepieniu [23]. Najgorsze
rokowanie dotyczy biorcow, u ktérych rozpoznano ostre odrzucanie po 12 miesigcach
od przeszczepienia [24]. Istota samej korelacji pomiedzy epizodami ostrego odrzuca-
nia przeszczepu a rozwinieciem przewlektego odrzucania nie jest jasna. Wiadomo, ze
liczba epizodow oraz burzliwos¢ przebiegu procesu zwiekszajg ryzyko przewlektego
uszkodzenia przeszczepu. Istniejg podstawy, aby stwierdzié, ze proces ostrego odrzu-
cania po pierwszych trzech miesigcach po przeszczepieniu jest gorszym czynnikiem
rokowniczym dla przezycia przeszczepu, niz proces odbywajacy sie w pierwszych
trzech miesigcach po przeszczepieniu [11].
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W przebiegu przewlektiego odrzucania nerki przeszczepionej wyrdznia sie dwa
okresy. W pierwszym roku dominujg procesy immunologiczne, gtownie epizody ostre-
go odrzucania, odrzucanie subkliniczne oraz opdznione ostre odrzucanie, ktére na-
ktadajg sie na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne. Po roku od przeszczepienia
dominuje szkliwienie w tetniczkach, stwardnienie w kiebuszkach i wtdknienie srod-
migzszowe. W duzym, prospektywnym badaniu Nankivell i wsp. przedstawili hipote-
ze, ze dominujgcym procesem jest nefrotoksycznos¢ inhibitorow kalcyneuryny [25].
Dwufazowos$¢ odrzucania przewlektego w tym ujeciu jest oczywiscie zbytnim uprosz-
czeniem. U 50% biorcow ze zdiagnozowanym odrzucaniem przewlektym wystepuje
swoista alloreaktywnos¢ komérkowa wobec antygendéw dawcy, podczas gdy w grupie
bez przewlektego uszkodzenia odsetek wynosi 28% [26]. Udowodniono $cisty zwig-
zek pomiedzy zgodnoscig antygendw MHC (ang. Major histocompatibility complex)
dawcy i biorcy a rozwojem przewlektego uszkodzenia przeszczepu. Petna zgodnos¢
warunkuje lepsze dtugotrwate przezycie przeszczepionego narzadu. Mniej znaczacy
jest wptyw stabych antygenow tkankowych (ang. Minor histocompatibility antigens —
mHAgs) [11]. Kolejnym czynnikiem korelujgcym z przezywalnoscig przeszczepu jest
obecnos¢ przeciwciat preformowanych. Az u 60% pacjentéw z przewleklym uszkodze-
niem narzgdu stwierdza sie obecnos¢ przeciwciat [11].

U podtoza CAl moze leze¢ wspomniana nefrotoksycznos¢ inhibitoréw kalcyneu-
ryny, ale rownoczesnie mogg wystepowac: subkliniczne odrzucanie, glomerulopatia
i waskulopatia na skutek nieadekwatnego leczenia immunosupresyjnego. W zwigzku
z tym, ze proces przewlektego uszkodzenia przeszczepu moze zaczac sie i przebie-
gac przy statym poziomie kreatyniny w surowicy, wydaje sie, ze istotnym bytoby wyko-
nywanie biops;ji protokolarnych w 3. i 12. miesigcu po przeszczepieniu [27].

Objawami klinicznymi przewlektego uszkodzenia sg: biatkomocz, zwykle w prze-
dziale 1-2 g/dobe i nadcisnienie tetnicze.

1.5. Wybrane immunologiczne wskazniki ryzyka ostrego i przewlekitego
odrzucania allogenicznej nerki przeszczepionej, pochodzacej
od dawcy zmartego

1.5.1. Cytokiny jako czasteczki sygnatowe w reakcji odrzucania przeszczepu
allogenicznego

W roku 1986 Mosmann i Coffman zaobserwowali, ze dtugotrwata stymulacja my-
sich limfocytéw T pomocniczych odpowiednimi antygenami skutkuje scisle ukierunko-
wanym rozwojem komorek [28]. U ludzi przejawia sie to restrykcyjnym wzorem pro-
dukowanych cytokin, ktére nazwano typem 1 (Th1) i typem 2 (Th2) [29]. Limfocyty
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Th1 produkujg IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-o. i TNF-B, warunkujg reakcje nadwrazliwosci
typu péznego (DTH) oraz utatwiajg produkcje przeciwciat klasy IgG2a biorgcych udziat
W procesie opsonizacji i wigzania elementéw dopetniacza, aktywacje makrofagow, cy-
totoksyczno$¢é komédrkowg zalezng od przeciwciat [30]. Z tego wzgledu przyjeto, ze
limfocyty Th1 uczestnicza w nieswoistej ochronie immunologicznej zaleznej od fago-
cytow. Z kolei limfocyty Th2 produkujg wieksze ilosci IL-4, 1I-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13
oraz ukierunkowujg odpowiedz immunologiczng w strone typu humoralnego. Umozli-
wiajg przesuniecie produkcji przeciwciat w kierunku IgE i nietoksycznych podklas 1gG
oraz wspomagajq istotne dla odpornosci bton sluzowych mechanizmy, jak produkcje
przeciwciat klasy IgA oraz produkcje i rozwoj komorek tucznych i eozynofiléw. Co istot-
ne, czes¢ cytokin produkowanych przez limfocyty Th2, jak IL-4, IL-10 i IL-13 hamu-
je niektére istotne funkcje makrofagéw [30]. W przypadku braku wyraznego sygnatu
polaryzujacego odpowiedz immunologiczng wyksztatca sie subpopulacja limfocytéw
pomocniczych ThO, charakteryzujaca sie mniej ukierunkowanym profilem produkowa-
nych cytokin. Dalsza rola tych komérek uzalezniona jest od wypadkowego profilu cy-
tokin w srodowisku lokalnym oraz typu zaangazowanych w reakcje immunologiczng
komorek. Populacja komérek ThO nie jest jednorodna i prawdopodobnie sktada sie
z licznych subpopulacji czesciowo zréznicowanych komorek efektorowych, zdolnych
do produkcji zarowno cytokin typu Th1, jak i Th2. Dalsza produkcja cytokin na po-
ziomie efektorowym moze zatem pozosta¢ zréznicowana lub zosta¢ spolaryzowana
w kierunku Th1 lub Th2 [30].

Przyjmuje sie, ze komérki Th2 to limfocyty T CD4+ zdolne do produkciji IL-4, lecz
nie IFN-y. W przeciwienstwie do nich komérki Th1 to limfocyty T CD4+ zdolne do pro-
dukcji IFN-y, lecz nie IL-4. Nalezy jednak zaznaczyc, ze roznica pomiedzy komorka-
mi Th1 i Th2 dotyczy raczej ilosci niz catkowitego profilu wydzielanych cytokin [31].
Dotychczas nie udato sie zidentyfikowa¢ markeréw powierzchniowych charaktery-
stycznych dla limfocytow Th1 i Th2. Istniejg jednak czgsteczki preferencyjne zwigzane
z fenotypami. Przyktadowo, czagsteczki CD26, LAG-3 i receptor chemokinowy CCR5
ulegajg preferencyjnej ekspresji na limfocytach Th1, natomiast czasteczki CD30 oraz
receptory chemokinowe CCR2 i CCR4 na limfocytach Th2 [32]. Pomimo faktu, ze oba
typy limfocytow Th majg wspodlne komérki prekursorowe posiadajace gen IL-4, reak-
cje, ktore warunkujg sg antagonistyczne [33]. Istniejg rozne czynniki, ktére wptywajg
na proces roznicowania sie prekursorowych komérek ThO CD4+ w kierunku Th1 lub
Th2 [34, 35]. Do czynnikdéw tych naleza: i) obecnos¢ cytokin pro- i antyzapalnych pro-
dukowanych przez komérki odpornosci nieswoistej w miejscu uszkodzenia tkanki; ii)
stezenie antygenu; iii) swoisto$¢ wigzania antygenu; iv) typ profesjonalnych komorek
prezentujgcych antygen (APC); v) obecnos$¢ czastek kostymulujgcych; vi) droga po-
dania antygenu (miejsce prezentacji antygenu); vii) poziom ekspresji czgstek adhezyj-
nych. Kluczowa wydaje sie rowniez rownowaga pomiedzy czynnikami transkrypcyjny-

- 18 -



mi w limfocycie ThO CD4+: T-bet (IL-12) jest istotng determinantg dla réznicowania sie
w kierunku komérek Th1, podczas gdy GATAS (IL-4) dla roznicowania sie w kierunku
komoérek Th2 [35].

Oba typy odpornosci, Th1 i Th2, majg na celu ochrone organizmu gospodarza
przed patogenami oraz komérkami nowotworowymi [34]. Komorki Th1 petnig istotng
role w przypadku ochrony skierowanej przeciwko patogenom wewnatrzkomérkowym,
natomiast komoérki Th2 w przypadku patogendw zewnatrzkomorkowych. W oparciu
0 obserwacje dotyczgce antagonizmu obu typdéw odpowiedzi immunologicznej w poto-
wie lat 80. wprowadzony zostat model odpornosci Th1/Th2 (tzw. paradygmat Th1/Th2)
[30]. Wedtug zaktadanego modelu polaryzacja odpowiedzi immunologicznej Th1/Th2
miata leze¢ u podstaw odpowiedzi swoistej oraz stanowi¢ podtoze chordob autoimmu-
nologicznych. Jako ze oba typy odpowiedzi biorg rowniez udziat w reakcji odrzucania
przeszczepu, model ten zostat przyjety rowniez w transplantologii [31]. Stad wzieta
sie idea monitoringu immunologicznego oparta na analizie poziomu cytokin Th1/Th2
w surowicy lub moczu biorcéw przeszczepu.

Przyjmuje sie, ze przesuniecie odpowiedzi immunologicznej z Th1 w kierunku Th2
sprzyja przezywalnosci przeszczepionego organu ze wzgledu na: i) hamowanie reakgcji
nadwrazliwosci typu péznego; ii) blokowanie dziatania IFN-y na makrofagi; iii) przesu-
niecie produkcji przeciwciat w kierunku IgE i nietoksycznych podklas 1gG. Dotychcza-
sowe doniesienia wskazujg, ze dewiacja immunologiczna w kierunku odpowiedzi typu
Th2 przyczynia sie do indukcji tolerancji obwodowej, cho¢ niekoniecznie utrzymania
tego stanu [36-38]. Utrzymujgca sie dominacja profilu cytokin Th2, pomimo ze wydtu-
za okres przezywalnosci przeszczepionego narzadu, przyczynia sie do rozwiniecia
reakcji przewlektego odrzucania [39]. Zaobserwowano, ze podwyzszony poziom IL-4
oraz obnizony poziom IFN-y w surowicy w okresie 12 i 24 miesiecy po przeszczepieniu
nerki korelujg z epizodami przewlektego odrzucania [40]. Wyniki badan wskazuja, ze
brak IL-2, uwazanej poczatkowo jedynie za czynnik wzrostu limfocytow T, uniemozli-
wia rozwdj tolerancji obwodowej w stosunku do alloantygenow [41]. Wydaje sie réw-
niez, ze cytokina ta jest konieczna dla prawidtowego rozwoju naturalnych komorek T
regulatorowych (nTreg) [42].

Opisano réwniez, ze wptyw na przezywalnos¢ przeszczepu, oprocz takich czynni-
kow ryzyka, jak wiek, czas cieptego i zimnego niedokrwienia, brak rezimu immunosu-
presyjnego etc., moze mie¢ poziom cytokin u pacjentow w okresie przedtransplanta-
cyjnym. Podwyzszony poziom cytokin typu Th1, a w szczegolnosci IFN-y, IL-2 i [L-12,
moze sprzyja¢ pozniejszym epizodom odrzucania ostrego [41, 43, 44]. Co ciekawe,
w niektorych doniesieniach wspomina sie rowniez o podwyzszonym poziomie cytokiny
regulatorowej IL-10 w okresie przedtransplantacyjnym w grupie ze zdiagnozowanym
odrzucaniem ostrym po przeszczepieniu narzadu [45].
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Wydaje sie, ze przyjety paradygmat Th1/Th2 jest zbyt uproszczony i nie ttuma-
czy w petni procesow immunologicznych prowadzacych do odrzucania przeszczepu
[46]. Model ten dodatkowo ulega komplikacji ze wzgledu na: i) plejotropowe dziatanie
cytokin i ich redundantnosc; ii) odkrycie odrebnej subpopulacji prozapalnych limfocy-
tow pomocniczych Th17 (komorki produkujace IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a)
[47] oraz komérek T regulatorowych/supresorowych (komorki produkujgce cytokiny
regulatorowe IL-10 i TGF-B) [48] zdolnych do modulacji odpowiedzi immunologicznej
[31]. Pomimo tych kontrowersji zastosowanie analizy profilu cytokin w monitoringu im-
munologicznym pacjentdw po przeszczepieniu narzgdu pozostaje wcigz atrakcyjng
koncepcja.

1.5.2. Rola limfocytéw T regulatorowych w indukcji toleranciji transplantacyjnej

1.5.2.1. Limfocyty regulatorowe u cztowieka

Tolerancja immunologiczna oznacza brak aktywnosci immunologicznej wobec
okreslonych antygendw, przy zachowanej odpowiedzi na inne antygeny. Jednym
z kluczowych mechanizmow odpowiedzialnych za jej utrzymanie oraz kontrole rowno-
wagi w obrebie populacji limfocytéw jest aktywna immunoregulacja/immunosupresja
z udziatem komoérek regulatorowych/supresorowych [49]. Liczne dane wskazuja, ze
defekty funkcjonalne i/lub ilosciowe w obrebie subpopulacji komérek regulatorowych/
supresorowych mogag by¢ istotnym czynnikiem w patogenezie réznych chordob autoim-
munologicznych [50, 51] i stanéw patologicznych [52, 53].

Sama koncepcja regulacji odpowiedzi immunologicznej, skierowanej przeciwko al-
loantygenom na drodze aktywnej supresji przy udziale komorek, jest dosc stara i siega
lat 50. XX w. [54, 55]. Od tego czasu udato sie zidentyfikowac rozne subpopulacje ko-
morek regulatorowych/supresorowych oraz scharakteryzowa¢ mechanizmy ich dzia-
tania [49]. Obecnie wiadomo, ze komorki regulatorowe/supresorowe nalezg do hete-
rogennej grupy i wywodzg sie gtownie sposrod limfocytow T CD4+, w szczegolnosci
CD4+CD25+, lecz rowniez limfocytow T CD8+CD28-, limfocytow T podwadjnie nega-
tywnych CD4-CD8- i limfocytéw B, komérek NKT [56]. Pod wzgledem funkcjonalnym
mozna podzieli¢ te niejednorodng grupe komorek na dwie kategorie. W pierwszej ka-
tegorii, dziatanie supresorowe wymaga kontaktu bezposredniego z komoérka docelowg
i zwigzane jest z czgsteczkami powierzchniowymi, takimi jak: CTLA-4 (ang. Cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4) i GITR (ang. Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor re-
ceptor family related protein) [56]. W drugiej kategorii mechanizm dziatania oparty jest
na produkcji i uwalnianiu cytokin regulatorowych IL-10 i TGF-B [56]. Wsrod komorek
regulatorowych/supresorowych mozna wyrozni¢ komorki naturalne (nTregs), wystepu-
jace wsrod populaciji komoérek naiwnych, oraz komorki indukowane antygenem na ob-
wodzie (iTregs). Podziat ten nie jest jednak jednoznaczny, gdyz w niektorych przypad-
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kach moze dochodzi¢ do indukcji naiwnych komoérek regulatorowych/supresorowych
wtasnie na obwodzie [49].

1.5.2.2. Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FOXP3+

Najistotniejszg z punktu widzenia immunologii transplantacyjnej oraz najdokfadniej
opisang subpopulacjg komoérek regulatorowych/supresorowych sg limfocyty T o fenoty-
pie CD4+CD25+FOXP3+ [57]. Limfocyty te stanowig 5—10% wszystkich obwodowych
limfocytow T CD4+ [58]. Wykazujg one ekspresje czynnika transkrypcyjnego FOXP3
(ang. Forkhead box protein 3), ktéry jest uznany za wspélny, cho¢ nie uniwersalny
marker tych komorek regulatorowych [59]. Czynnik transkrypcyjny FOXP3 jest kluczo-
wy dla procesu réznicowania sie tych limfocytow w grasicy i/lub na obwodzie, a jego
odpowiedni poziom ekspresji w komorce jest niezbedny dla utrzymania funkcji regula-
torowych/supresorowych [60]. Utrate funkcji FOXP3 na skutek mutacji obserwuje sie
w przypadku roznych choréb autoimmunologicznych m.in. ciezkich zaburzen immu-
nologicznych IPEX (immunodysregulacja, poliendokrynopatia, enteropatia, syndrom
X) [49, 51]. Doktadny mechanizm dziatania FOXP3 nie jest znany, ale sugeruje sie, ze
hamuje on rézne czynniki transkrypcyjne, jak: NFAT (ang. Nuclear factor of activated
T cells), AML1 (ang. Acute myeloid leukemia-1)/Runx1 (ang. Runt-related transcrip-
tion factor 1), kompleksu HAT (ang. Histone acetyl transferase)/HDAC (ang. Histone
deacetyl transferase) i najprawdopodobniej NF-kB [49, 58]. Szacuje sie, ze FOXP3
oddziatywuje bezposrednio lub posrednio na ekspresje ok. 700 réznych genow, tgczac
sie bezposrednio z blisko 10 procentami z nich [61, 62]. Zaobserwowano réwniez, ze
poziom ekspresji FOXP3 w komadrkach regulatorowych/supresorowych podlega regu-
lacji przez rézne czynniki pozakomorkowe, takie jak: i) wigzanie TCR z antygenem; ii)
cytokine regulatorowa/supresorowg TGF[ czy iii) estrogen, co przynajmniej czesciowo
ttumaczy wzrost liczby komérek regulatorowych i indukcje tolerancji obwodowej w sto-
sunku do antygenow ptodu obserwowanych w przebiegu cigzy [58].

Subpopulacje limfocytéw T regulatorowych o fenotypie CD4+CD25+FOXP3+ two-
rza: i) nTregs, powstajgce w trakcie normalnego procesu dojrzewania limfocytéw T
w grasicy oraz ii) iTregs, powstajgce w odpowiednich warunkach na drodze aktywacji
naiwnych limfocytow T CD4+CD25- na obwodzie [49]. nTregs charakteryzujg sie wiek-
szg stabilnoscig i wykazujg silniejsze wtasnosci supresorowe niz iTregs, co prawdopo-
dobnie zwigzane jest z modyfikacjami epigenetycznymi w obrebie kluczowych gendéw
[63]. Wykazano, ze naturalne limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FOXP3+ zdolne
sq do zahamowania proliferacji naiwnych limfocytéw T i ich réznicowania w komorki
efektorowe w warunkach in vivo. Komorki te moga réwniez hamowac funkcje efektoro-
we juz zréznicowanych limfocytow T CD4+ i CD8+, jak réwniez funkcje komoérek NK,
NKT, tucznych, limfocytéw B, makrofagdéw, osteoklastéw i komérek dendrytycznych
[49, 64-66]. Limfocyty te dziatajg w sposdb antygenowo niespecyficzny [67]. Dokfadny
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mechanizm dziatania limfocytow T CD4+CD25+FOXP3+ nie jest znany. Prawdopo-
dobnie obejmuje on: i) supresje lub indukcje apoptozy komoérek za posrednictwem
czgstek powierzchniowych (np.: CTLA-4); ii) produkcje i wydzielanie cytokin supreso-
rowych (IL-10, TGF-B, IL-35); iii) funkcjonalng modyfikacje lub indukcje apoptozy ko-
morek dendrytycznych [58]. Dziatanie to moze by¢ uzaleznione od licznych czynnikow,
takich jak: natezenia i czasu stymulacji antygenem, lokalnego srodowiska cytokin czy
typu tkanki.

Wydaje sie, ze limfocyty T CD4+CD25+FOXP3+ zaréwno naturalne, jak i indukowa-
ne zdolne sg nie tylko do indukgciji tolerancji w stosunku do antygendéw allogenicznych,
ale i dlugotrwatego utrzymywania tego stanu [57, 68-71]. Istniejg jednak sprzeczne do-
niesienia, ktére sugeruja, ze podwyzszony odsetek limfocytow T CD4+CD25+FOXP3
badz podwyzszona ekspresja FOXP3 w przeszczepionym narzadzie moze korelowac
Z procesem odrzucania ostrego [72-74]. Proces taki moze by¢ zwigzany z aktywacjg
limfocytow T regulatorowych i infiltracjg przez nie odrzucanego narzadu. Wiekszos¢ do-
niesien wskazuje na istnienie korelacji pomiedzy podwyzszonym odsetkiem limfocytow
T regulatorowych badz podwyzszong ekspresjg FOXP3 w przeszczepionym narzadzie
i zwiekszong przezywalnoscig przeszczepu, szczegolnie w dtuzszym przedziale czasu
[70, 75-78]. Obserwacje te sg zgodne z wynikami badan nad wytworzeniem stanu to-
lerancji immunologicznej po przeszczepieniu za pomoca limfocytéw T regulatorowych,
indukowanych antygenami allogenicznymi w warunkach in vivo [57, 68, 79].

1.5.2.3. Limfocyty T supresorowe CD8+CD28-

Komorki wykazujgce funkcje supresorowe zidentyfikowano réwniez posrod limfo-
cytow T CD8+ [50, 80]. Do najlepiej poznanych komérek w tej heterogennej grupie
naleza limfocyty supresorowe T CD8+CD28- [81]. Komorki te wywierajg swoj efekt
supresorowy na komorkach Th w sposéb posredni, poprzez kontakt powierzchniowy
z profesjonalnymi komorkami prezentujgcymi antygen APC [82]. Pod wptywem tych
oddziatywan dochodzi do ekspresji receptorow inhibitorowych ILT3 i ILT4 (ang. Im-
munoglobulinlike transcripts 3 and 4) na powierzchni komoérek APC, co z kolei hamu-
je ekspresje czastek kostymulujgcych CD40, CD80 i CD86, niezbednych do petnej
aktywacji limfocytéw efektorowych [82]. W efekcie, kontakt z ,tolerogenicznymi” ko-
morkami APC prowadzi limfocyty T CD4+ do stanu anergii. Nie zaobserwowano, by
limfocyty T CD8+CD28- byty zdolne do indukcji apoptozy komorek APC [50]. Samo
dziatanie komérek CD8+CD28- jest antygenowo specyficzne [83]. Badania wykazaty
wysoki poziom ekspresji czastek FOXP3, GITR i CTLA4 w tych komdrkach, zblizony
do poziomu obserwowanego w nTreg [84]. Dodatkowo, wykazujg one silng ekspresje
mRNA immunoglobulinopodobnych receptoréow komérek cytotoksycznych (ang. Killer
cell immunoglobulin-like receptor — KIR) [84].
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Limfocyty T CD8+CD28- wydajg sie byc¢ istotne dla indukcji stanu tolerancji w sto-
sunku do antygendéw allogenicznych [85, 86]. Podwyzszony odsetek tych komodrek
znaleziono m.in. u pacjentdow po przeszczepieniu serca, nerki i watroby [87, 88], u kto-
rych nie zaobserwowano oznak procesu odrzucania narzagdu w dtugim przedziale cza-
su. Zebrane dane wskazujg rowniez, ze komorki te prawdopodobnie wywierajg swoj
efekt supresorowy na komérkach APC we wnetrzu zinfiltrowanego narzadu [89].

1.6. Nowoczesne metody rozpoznawania procesu odrzucania
przeszczepionej nerki allogenicznej

Biopsja jest wcigz uznawana za ztoty standard w diagnostyce transplantacji nerek
[90]. Ze wzgledu na inwazyjnos¢ i podwyzszone ryzyko dla pacjenta, technika ta nie
moze by¢ jednak stosowana zbyt czesto, nie jest zatem optymalnym narzedziem dia-
gnostycznym w transplantologii. Idealna metoda monitorowania procesu odrzucania
przeszczepionego narzadu powinna charakteryzowac sie: i) wczesng wykrywalnoscig
reakcji odrzucania; ii) mozliwoscig statego monitorowania odpowiedzi allogenicznej
w trakcie leczenia immunosupresyjnego; iii) matg inwazyjnoscia; iv) relatywnie niskim
kosztem procedury. Z powyzszych powoddéw poszukuje sie nowych metod monitoro-
wania réznorodnych wskaznikéw aktualnego stanu uktadu immunologicznego biorcy.
Metody te powinny umozliwic: i) wczesne wykrycie ryzyka odrzucania alloprzeszcze-
pu; ii) optymalizacje schematu leczenia immunosupresyjnego; iii) odréznienie procesu
odrzucania od innych standéw patologicznych przeszczepionego narzadu.

Oprocz rozpoznawania niespecyficznych symptomow, ktére mogag towarzyszyé
procesowi odrzucania nerki, takich jak: spadek produkcji moczu, nadcisnienie tetni-
cze, nadwrazliwos¢ i obrzek przeszczepu, najczesciej stosowang metodg monitorin-
gu w okresie potransplantacyjnym jest kontrola poziomu kreatyniny w surowicy krwi.
Metoda ta jest stosunkowo prosta i tania, lecz niesatysfakcjonujgca. Istnieje bowiem
szereg procesow patologicznych powodujgcych spadek filtracji ktebuszkowej i wzrost
stezenia kreatyniny w surowicy krwi. Poszukiwanie wczesnych wskaznikow ryzyka
odrzucania ostrego i przewlekiej nefropatii jest wcigz wyzwaniem dla wspotczesnej
transplantologii.

Jednym z najstarszych testow alloreaktywnosci jest mieszana reakcja limfocytow
(ang. Mixed lymphocyte reaction — MLR). W tescie tym miesza sie inaktywowane ko-
morki dawcy z limfocytami biorcy i ocenia stopien proliferacji komorek biorcy, gtéw-
nie limfocytow Th. Na podstawie pomiaru stopnia wbudowania tymidyny znakowanej
trytem do dzielagcych sie komorek w odpowiedzi na antygeny HLA klasy Il limfocytéw
dawcy mozliwe jest okreslenie zdolnosci odpowiedzi limfocytéw biorcy. Kolejny test to
limfoliza zalezna od komorek (ang. Cell-mediated lympholysis — CML), w ktérym mie-
rzy sie stopieh zniszczenia komérek dawcy przez limfocyty T cytotoksyczne. Ocena
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intensywnosci tej reakcji okresla zdolnos¢ limfocytow T cytotoksycznych do wigzania
antygenow HLA klasy | dawcy. Zastosowanie kliniczne tych testow jest jednak ogra-
niczone w zwigzku z brakiem $Scistej korelacji MLR i CML z klinicznym przebiegiem
procesu odrzucania narzadu.

Inny sposéb badania odpowiedzi immunologicznej po przeszczepieniu narzgdu po-
lega na inkubacji limfocytow T biorcy z peptydami odpowiadajacymi sekwencji amino-
kwasow antygenéw MHC dawcy. Wynik tego badania moze odzwierciedla¢ posrednie
rozpoznanie antygenu i moze byc¢ przydatne w celach prognostycznych w kierunku od-
rzucania przewlektego narzadu. Kolejng metoda, ktdrg stosuje sie przy monitorowaniu
stanu uktadu immunologicznego biorcy jest pomiar liczby alloreaktywnych limfocytow T
we krwi za pomocg ELISPOT (ang. Enzyme-linked immunoabsorbent assay). Metoda
ta umozliwia ocene liczby alloreaktywnych limfocytéw T produkujacych IFN-y w reakcji
na komorki lub peptydy. Nie ustalono jednak doktadnej korelacji miedzy klinicznym
obrazem odrzucania a liczbg komérek produkujacych IFN-y. W innych testach ocenia
sie rowniez czynnosc limfocytéw B lub liczbe swoistych alloprzeciwciat.

Bardzo obiecujgcym narzedziem monitorowania odpowiedzi immunologicznej bior-
cy, opracowanym w ostatnim czasie, jest pomiar ekspresji gendw czgsteczek odgry-
wajacych role w niszczeniu przeszczepu oraz cytokin. Przyktadem mogg by¢ badania,
w ktérych wykazano stosunkowo duzy stopieh korelacji pomiedzy obrazem histopa-
tologicznym odrzucania a stezeniem mRNA dla perforyny, granzymu B i ligandu Fas
[91, 92] oraz r6znych cytokin prozapalnych [93, 94] w materiale biopsyjnym. Metody
te wymagajg jednak wczesniejszego wykonania biopsji oraz stosunkowo wysokich na-
ktadéw finansowych.

W celu zmniejszenia stopnia inwazyjnosci oraz uproszczenia procedury coraz
czesciej w transplantologii prébuje sie stosowa¢ monitoring immunologiczny biorcéw
z wykorzystaniem ptyndw ustrojowych, takich jak: krew petna, surowica i mocz
[95, 96]. Takie podejscie ma wiele zalet. Przede wszystkim metody te nie stanowig
dodatkowego zagrozenia dla pacjenta ze wzgledu na swg mato- lub nie-inwazyjnosc.
Procedury pobierania probek sg fatwe i zapewniajg petng powtarzalnos¢ oraz staty
monitoring immunologiczny. Odpowiednie przygotowanie prébek zapewnia stabilnosé
temperatury, pHiczasu przechowywania. Z kolei sam proces analizy probek najczesciej
charakteryzuje sie stosunkowo niskim kosztem i duzg wydajnoscig. Dotychczasowym
ograniczeniem monitoringu immunologicznego, opartego na analizie probek ptynow
ustrojowych, jest natomiast brak jednoznacznych wczesnych wskaznikow procesu
odrzucania przeszczepionego narzadu. Stosowane metody powinny bowiem
charakteryzowac sie wysoka czutosciag i swoistoscig w kierunku procesu odrzucania
narzadu. Powinny réwniez umozliwia¢ rozréznienie réznorodnych stanéw dysfunkciji
przeszczepionego narzadu.
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2. Cel badan

Celem przedstawionych badan byto okreslenie przydatnosci oznaczen wybranych
parametréw immunologicznych jako wskaznikéw ryzyka ostrego i przewlektego odrzu-
cania allogenicznej nerki przeszczepionej, pochodzacej od dawcy zmartego.

Przeprowadzone badania oraz odnosne publikacje obejmowaty nastepujace za-
gadnienia:

1. Rola limfocytéw T regulatorowych/supresorowych w indukciji tolerancji immuno-

logicznej u pacjentow po przeszczepieniu nerki allogenicznej, pochodzacej od
dawcy zmartego (publikacje I, II).

2. Wartos¢ prognostyczna oznaczen wybranych cytokin Th1/Th2 w surowicy pa-
cjentéw w okresie przedtransplantacyjnym w ostrym odrzucaniu przeszczepio-
nej nerki allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmartego (publikacje lll, VI).

3. Profil cytokin w réznych stanach dysfunkcji przeszczepionej nerki allogenicznej,
pochodzacej od dawcy zmartego (publikacja V).

4. Przydatno$¢ kliniczna monitoringu immunologicznego opartego na cytometrycz-
nej analizie stezen wybranych cytokin Th1/Th2 w surowicy i moczu pacjentéw
poddanych przeszczepieniu nerki allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmar-
tego (publikacje Ill, V).
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3. Metodyka

Badania przeprowadzono na Oddziale Transplantologii i Chirurgii Ogdlnej Szpitala
Wojewddzkiego w Poznaniu oraz w Katedrze Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwer-
sytetu Medycznego w Poznaniu. Projekt badawczy zaaprobowata Komisja Bioetyczna
przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu. Pacjenci wyrazili zgode na wykorzystanie
ich ptynéw ustrojowych do celéw naukowych. Przebieg eksperymentéw oraz wykorzy-
stanych metod badawczych przedstawiono szczegdtowo w publikacjach stanowigcych
tresc niniejszej rozprawy. Pewnym ograniczeniem prezentowanych wynikéw moze byc¢
relatywnie niewielka liczebnos$¢ badanej grupy pacjentéw. Nalezy jednak nadmienic,
ze grupa ta zostata starannie wyselekcjonowana, a dobér zastosowanych metod po-
zwolit zminimalizowac btad statystyczny.
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4. Oméwienie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy

4.1. Rola limfocytow T regulatorowych/supresorowych w indukcji
tolerancji immunologicznej u pacjentéw po przeszczepieniu
nerki allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmartego

Proces odrzucania jest gtdwng przyczyng utraty przeszczepionej nerki i statystycz-
nie dotyczy co czwartego przeszczepionego narzadu [8]. W 10-letnim okresie po prze-
szczepieniu, proces ostrego odrzucania jest odpowiedzialny za utrate narzadu u 4,1
— 5,4% pacjentow, a przewlekte odrzucanie u 16,1-20,3% biorcow [9]. Wprowadzenie
nowych schematéw immunosupresyjnych znacznie zmniejszyto czestos¢ wystepowa-
nia epizodow ostrego odrzucania, jednakze nadal jest to istotny klinicznie problem.
Dodatkowo epizody ostrego odrzucania majg wptyw na przezywalnosc przeszczepio-
nego narzadu. Wystgpienie epizodu ostrego odrzucania w czasie pierwszego potrocza
po przeszczepieniu zwieksza do 50% ryzyko utraty przeszczepu [11]. Kluczowg funk-
cje w indukcji tolerancji immunologicznej w stosunku do antygendow allogenicznych
dawcy oraz dtugotrwatym utrzymaniu tego stanu petnig limfocyty T regulatorowe/su-
presorowe biorcy [57, 79]. Najistotniejsze wydajq sie tu by¢ limfocyty T regulatorowe
o fenotypie CD4+CD25+FOXP3+ [70, 76]. Celem czesci przeprowadzonych doswiad-
czen byto zbadanie, czy istnieje zwigzek pomiedzy odsetkiem obwodowych limfocytéw
T regulatorowych CD4+CD25+FOXP3+ w okresie przed- oraz potransplantacyjnym
a incydentami ostrego odrzucania allogenicznej nerki. W tym celu od pacjentéw po
przeszczepieniu nerki pobrano prébki krwi obwodowej, ktére nastepnie poddano ana-
lizie cytometrycznej z zastosowaniem odpowiednich przeciwciat. Probki krwi pobrano
przed zabiegiem (doba 1.) oraz po zabiegu (doba 10.). Na podstawie przeprowadzo-
nych analiz wykazano, ze grupe pacjentéw ze zdiagnozowanym epizodem odrzucania
ostrego przeszczepionej nerki w 3-miesiecznym okresie pozabiegowym charakteryzo-
wato nizsze srednie stezenie limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FOXP3+ w obu
punktach pomiarowych. Ponadto w okresie pozabiegowym zaobserwowano wzrost
poziomu limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FOXP3+ w grupie pozbawionej
epizodow ostrego odrzucania narzadu, Swiadczacy o rozszerzeniu badanej subpopu-
lacji na drodze proliferacji (nTreg) lub aktywaciji naiwnych limfocytow T CD4+CD25- na
obwodzie (iTreg) [49]. Dane te $wiadczg o aktywnym udziale limfocytéw T regulatoro-
wych CD4+CD25+FOXP3+ w indukcji tolerancji immunologicznej w stosunku do prze-
szczepu allogenicznego. Defekt ilosciowy i/lub funkcjonalny w obrebie tej subpopulacii
moze by¢ istotnym czynnikiem przyczyniajgcym sie do reakcji odrzucania ostrego. Co
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istotne, réznice te sg widoczne juz w okresie przedtransplantacyjnym, co moze by¢
efektem negatywnego wptywu przewlektej reakcji zapalnej na obwodowe mechani-
zmy regulatorowe u pacjentow ze schytkowg niewydolnoscig nerek [97]. W ostatnim
czasie udato sie zidentyfikowac rézne czynniki immunologiczne, takie jak: IL-1, IL-4,
IL-6, IL-23, IFN-y, niedobdr IL-2 czy ligacje niektorych receptorow Toll-podobnych
(ang. Toll-like receptors — TLR), ktére na drodze metylacji mogg hamowaé¢ aktywnos¢
czynnika transkrypcyjnego FOXP3 [63, 98]. Efektem moze by¢ obnizenie ekspresiji
czynnika FOXP3 w czeéci subpopulacji limfocytéw T regulatorowych na poziomie na-
wet 10-15% oraz utrata funkcji immunoregulatorowych. Obserwowany defekt w obre-
bie subpopulacji limfocytow T regulatorowych moze wynikac¢ réwniez z predyspozycji
genetycznych [99]. Interesujgcym jest fakt, ze w badanej probie nie zaobserwowano
statystycznie znamiennych réznic w odsetkach limfocytow T regulatorowych pomiedzy
badanymi grupami roznigcymi sie stosowang terapig immunosupresyjng, na co wska-
zywaty niektére wczesniejsze doniesienia [100, 101]. Wydaje sie zatem, ze pomiar
stezenia obwodowych limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FOXP3+ u pacjentéw po
przeszczepieniu narzgddw w okresie przed- i pozabiegowym moze mie¢ wartos¢ progno-
styczng w ostrym odrzucaniu przeszczepionej nerki allogenicznej (PUBLIKACJAI).
Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku analizy subpopulacji limfocy-
tow T supresorowych o fenotypie CD8+CD28-FOXP3+. Te antygenowo specyficzne
komorki wywierajg swoj efekt supresorowy na limfocytach Th w sposob posredni, po-
przez kontakt powierzchniowy z profesjonalnymi komoérkami prezentujacymi antygen
APC [82]. Oddziatywania te prowadzg do powstania tolerogenicznych komérek APC,
zdolnych do anergizacji limfocytow Th [82, 102]. Przeprowadzona analiza cytometrycz-
na wykazata nizszy poziom limfocytéw T supresorowych u pacjentéw ze zdiagnozowa-
nym epizodem odrzucania ostrego przeszczepionej nerki w badanym okresie potran-
splantacyjnym. Nie wykazano natomiast statystycznie istotnych réznic w poziomach
limfocytow T supresorowych pomiedzy badanymi grupami w okresie przedtransplan-
tacyjnym. Warto nadmieni¢, ze w badanej prébie rowniez nie zaobserwowano istot-
nych réznic w poziomach limfocytéw T supresorowych pomiedzy badanymi grupami
réznigcymi sie stosowang terapig immunosupresyjng. Prezentowane dane sugeruja,
ze limfocyty T CD8+CD28-FOXP3+, podobnie jak limfocyty T CD4+CD25+FOXP3+,
sq istotne dla indukc;ji tolerancji immunologicznej po przeszczepieniu. Defekt ilosciowy
i/lub funkcjonalny w obrebie tej subpopulacji komérek moze w sposéb istotny przy-
czyniaC sie do nasilenia reakcji immunologicznej, skierowanej przeciwko antygenom
allogenicznym, prowadzgc do ostrego odrzucania przeszczepionego narzadu [87, 88].
Istniejace dane wskazuja, ze limfocyty T supresorowe u oséb ze zdiagnozowanym
odrzucaniem ostrym i przewlektym przeszczepionego narzadu sg niezdolne do induk-
cji ekspresji receptorow inhibitorowych ILT3 i ILT4 na powierzchni komorek dendry-
tycznych i endotelialnych [85]. Wydaje sie rowniez, ze pomiar stezenia obwodowych
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limfocytow T supresorowych CD8+CD28-FOXP3+ u pacjentéw po transplantacji moze
mie¢ wartos¢ prognostyczng w wykrywaniu procesu ostrego odrzucania przeszczepio-
nej nerki allogenicznej (PUBLIKACJA 1I).

4.2. Wartos¢ prognostyczna oznaczen wybranych cytokin Th1/Th2
w surowicy pacjentow w okresie przedtransplantacyjnym
w ostrym odrzucaniu przeszczepionej nerki allogenicznej,
pochodzacej od dawcy zmariego

Oproécz znanych czynnikéw ryzyka, takich jak: wiek, czas cieptego i zimnego nie-
dokrwienia, brak rezimu immunosupresyjnego etc., wpltyw na przezywalnosc¢ prze-
szczepionego narzadu wydaje sie mie€ réwniez poziom niektorych cytokin w okresie
przedtransplantacyjnym [41, 45]. W przeprowadzonej analizie cytometrycznej wybra-
nych cytokin Th1/Th2 w okresie przedtransplantacyjnym wykazano znaczaco wyzsze
stezenie IFN-y i IL-10 w surowicy pacjentéw ze zdiagnozowanym odrzutem ostrym
w stosunku do grupy pacjentdow ze stabilnym przeszczepem. Nie zaobserwowano
statystycznie istotnych réznic dla stezen IL-2, IL-4, IL-5 i TNF-o pomiedzy badanymi
grupami. Wyzsze stezenia IFN-y i IL-10 w okresie przedtransplantacyjnym swiadczg
0 obecnosci niezdiagnozowanych procesow zapalnych, ktére mogty przyczynic sie do
nasilenia reakcji immunologicznej przeciwko antygenom allogenicznym, prowadzac
do odrzucania ostrego przeszczepionego narzadu. Zaobserwowane wyzsze stezenie
IFN-y w tej grupie w okresie przedtransplantacyjnym jest zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami réznych autorow o korelacji pomiedzy przewagq profilu cytokin Th1
w okresie przedzabiegowym, a pozniejszymi epizodami odrzucania ostrego prze-
szczepionej nerki [41, 43, 44]. Co ciekawe, wysokim stezeniom IFN-y nie towarzy-
szyt wzrost stezen innych badanych cytokin prozapalnych. Moze to by¢ zwigzane z:
i) r6znicami pomiedzy odpowiedzig uktadowg i odpowiedzig miejscowa; ii) zbyt niskg
czutoscig zastosowanej metody pomiaru stezen cytokin w surowicy badz tez iii) se-
lektywng nadprodukcjg IFN-y. Istniejg bowiem doniesienia o braku korelacji pomiedzy
wzrostem stezenia IFN-y i stezeniami innych cytokin prozapalnych w roznych stanach
patologicznych [103, 104]. IFN-y jest cytoking o silnym dziataniu stymulujgcym cyto-
toksyczne komorki efektorowe, jak limfocyty T cytotoksyczne, monocyty, komorki NK
i granulocyty [30]. Wysokie stezenie tej cytokiny w surowicy pacjentow w okresie przed-
transplantacyjnym moze sugerowaé przebieg niezdiagnozowanej, nieswoistej reakcji
zapalnej typu komdérkowego, zwigzanej z aktywacjg komérek NK oraz monocytow/
makrofagoéw. Z kolei wysokie stezenie IL-10, cytokiny o silnym dziataniu przeciwza-
palnym, zaobserwowane w surowicy pacjentéw w okresie przedtransplantacyjnym, ze
zdiagnozowanym procesem odrzucania ostrego, moze by¢ po czesci zwigzane z ob-
wodowymi mechanizmami regulatorowymi kontrolujgcymi przebieg reakcji zapalnej,
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a po czesci z aktywacjg samych monocytéw/makrofagéw. Zrédtem tej cytokiny moga
zatem by¢ zaréwno limfocyty T regulatorowe/supresorowe oraz tolerogeniczne komor-
ki dendrytyczne biorgce udziat w immunoregulaciji [105], jak i aktywowane monocyty/
makrofagi [106]. Przeprowadzona analiza cytometryczna wykazata znaczaco nizszy
odsetek limfocytéw T regulatorowych/supresorowych w grupie pacjentéw ze zdiagno-
zowanym odrzucaniem ostrym w okresie przed- i potransplantacyjnym. Dane te wska-
zujg na wade obwodowych mechanizmdw regulatorowych w obrebie uktadu czynnika
transkrypcyjnego FOXP3 oraz wskazujg monocyty/makrofagi, jako potencjalne zrodto
IL-10. Wyzsze stezenie IL-10 u pacjentdw ze zdiagnozowanym odrzucaniem ostrym
w okresie przedtransplantacyjnym znajduje rowniez potwierdzenie w niektorych donie-
sieniach [107, 108]. Prezentowane wyniki sugeruja, ze podwyzszone stezenie IFN-y
i IL-10 w surowicy pacjentow transplantacyjnych w okresie przedzabiegowym mozna
rozpatrywac w kategoriach czynnikow ryzyka odrzucania ostrego przeszczepionej ner-
ki allogenicznej (PUBLIKACJA III).

W celu okreslenia wartosci prognostycznej oznaczen wybranych cytokin Th1/Th2
(IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a) w surowicy pacjentéw w ostrym odrzucaniu prze-
szczepionej nerki allogenicznej, przeprowadzono dodatkowg analize statystyczng
opartg na wieloczynnikowej regresiji logistycznej. Otrzymany model matematyczny opi-
suje wptyw analizowanych zmiennych niezaleznych na dychotomiczng zmienng *Od-
rzut ostry* i pomaga w okreslaniu prawdopodobienstwa ryzyka zajscia epizodu ostrego
odrzucania pod wptywem zmian wartosci analizowanych parametréw niezaleznych.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze model ten jest oparty na stosunkowo matej liczbie ele-
mentow (N = 44, przy zalecanej wielkosci N = 100), co wptywa na jego niedoktadnosc¢.
W celu zwiekszenia wiarygodnosci modelu badane zmienne przeanalizowano pod ka-
tem wykluczenia ewentualnych punktéw odstajgcych oraz zjawiska wspotliniowosci
miedzy zmiennymi. Przy budowie modelu wykorzystano metode selekcji postepujacej
LR, ktéra jest najskuteczniejsza w przypadku grup o mniejszej liczebnosci elementow.
Zastosowanie postepujacej metody krokowej umozliwito zbudowanie modelu uwzgled-
niajacego wytacznie istotne zmienne niezalezne, tj. 0 najnizszym poziomie istotnosci.
Do zmiennych tych zalicza sie: Wiek, IFN-y, IL-10 i IL-4. Pomimo ze zmienna IFN-y
nie spetnia przyjetego kryterium istotnosci p < 0,05, postanowiono jg ujg¢ w modelu
ze wzgledu na zaobserwowang istotng statystycznie réznice w poziomie tej cytokiny
pomiedzy grupg ze zdiagnozowanym odrzucaniem ostrym (ARE) vs. a grupg ze stabil-
ng funkcjg przeszczepionego narzadu (NONARE) w okresie przedtransplantacyjnym.
Prawdopodobnym jest, Ze oparcie modelu na liczniejszej grupie elementow przyczyni-
toby sie do precyzyjniejszego okreslenia istotnosci parametru IFN-y. Zbudowany mo-
del uzyskat 84,1% poprawnych klasyfikacji, z czego dla przypadkéw NONARE przy-
pada 87,9%, a dla przypadkow ARE 72,7%. Uzyskane wartosci ilorazu szans Exp(B)
dla zmiennych wskazujg na zmiane prawdopodobienstwa zajscia zjawiska niepozada-

-30 -



nego *Odrzut ostry* pod wptywem wzrostu wartosci zmiennej o jednostke, przy czym
wartosci >1 sprzyjajg zajsciu zdarzenia, a wartosci <1 majg wptyw negatywny. Dla
zmiennej Wiek warto$¢ Exp(B) = 0,9, dla IFN-y Exp(B) = 2,49, dla IL-10 Exp(B) = 2,41
i dla IL-4 Exp(B) = 0,11. Interpretujac wielkosci ilorazu szans Exp(B) mozna stwierdzi¢,
ze pacjenci mtodsi (o silniejszej odpowiedzi immunologicznej), o podwyzszonym suro-
wiczym stezeniu IFN-y i/lub IL-10 w okresie przedtransplantacyjnym sg bardziej nara-
zeni na zajscie epizodu odrzucania ostrego. Z kolei, wyzsze surowicze stezenie IL-4
w okresie przedtransplantacyjnym moze dziataC korzystnie na przezywalnosc prze-
szczepu. Prezentowany model ma poparcie w opublikowanych doniesieniach. Mtody
wiek biorcy wigzany jest z silniejszg odpowiedzig immunologiczng przeciwko antyge-
nom allogenicznym, przez co moze zwiekszac ryzyko wystgpienia epizodéw ostrego
odrzucania przeszczepionego narzadu [109]. Z kolei rola IFN-y w procesie ostrego
odrzucania przeszczepionego narzadu jest dobrze udokumentowana [43, 44]. Istniejg
réwniez dane wskazujgce, ze reakcji ostrego odrzucania narzgdu moze towarzyszy¢
podwyzszona produkcja IL-10 [107, 108] (PUBLIKACJA VI).

4.3. Profil cytokin w réznych stanach dysfunkcji przeszczepionej
nerki allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmartego

W kolejnym cyklu badan wykazano, ze rézne stany dysfunkcji przeszczepionej nerki
allogenicznej, pochodzacej od osoby zmartej, charakteryzujg odrebne profile cytokin.
Na podstawie analizy cytometrycznej probek surowicy krwi pochodzacej od pacjentow
ze zdiagnozowanym ostrym odrzucaniem nerki, odrzucaniem przewlektym oraz stabil-
ng funkcjg przeszczepu przez okres = 5 lat zaobserwowano réznice w poziomie IFN-y,
IL-4, IL-6 i IL-10 pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Z kolej nie zaobserwowano istot-
nych réznic w stezeniach IL-2 i TNF-a pomiedzy badanymi grupami. Przeprowadzona
analiza wykazata, ze grupe ze zdiagnozowanym ostrym odrzucaniem nerki charakte-
ryzowat mieszany profil cytokin, z podwyzszonym poziomem IFN-y i IL-10, w poréw-
naniu z grupg pacjentéw ze stabilng funkcjg przeszczepionego narzadu. Wyniki te
pokrywajg sie z wczeséniej prezentowanymi danymi (PUBLIKACJA lll). Z kolei grupe
pacjentow z przewlektym odrzucaniem nerki charakteryzowat podwyzszony poziom cy-
tokin typu Th2 w surowicy (IL-4, IL-6, IL-10) oraz obnizony poziom IFN-y w stosunku do
pacjentow ze stabilng funkcjg nerki i zdiagnozowanym ostrym odrzucaniem nerki prze-
szczepionej. Pomimo ze w przewlektym uszkodzeniu przeszczepu biorg udziat czynni-
ki 0 zréznicowanym charakterze, najistotniejsze wydajq sie czynniki immunologiczne
[11, 110]. Otrzymane wyniki sugerujg, ze odpowiedz typu Th2 moze by¢ istotna dla
inicjacji i/lub utrzymania procesu przewlekiego uszkodzenia przeszczepu, gdyz IL-4,
IL-6 i IL-10 sg czynnikami réznicowania sie i wzrostu limfocytéw B oraz przyczyniajg
sie do nasilonej produkcji przeciwciat [30]. Potencjalny udziat cytokin Th2 w rozwoju
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procesu przewlektego uszkodzenia przeszczepionego narzadu byt wczesniej opisany
przez niektorych autoréw [111, 112]. Z drugiej strony istnieje rowniez mozliwosc, ze
obserwowany podwyzszony poziom cytokin Th2 w tej grupie pacjentow jest wywotany
innymi czynnikami. Z kolei grupe pacjentéw ze stabilng funkcjg przeszczepionej nerki
w okresie = 5 lat charakteryzuje podwyzszony poziom IFN-y w surowicy. Jest to spojne
z wczesniejszymi doniesieniami Sadeghi i wspétpracownikow [40, 41]. Nadekspresja
IFN-y obserwowana w tej grupie moze wigzac sie ze wzrostem subpopulacji limfo-
cytow T regulatorowych/supresorowych stymulowanych statg obecnoscig antygenéw
allogenicznych. Istniejg dane wskazujace, ze przejsciowa nadprodukcja IFN-y przez
indukowane limfocyty T regulatorowe/supresorowe jest istotna dla petnionych przez
nie funkcji immunomodulacyjnych, wywieranych przez profesjonalne komorki prezen-
tujace antygen i efektorowe limfocyty T [40, 113] (PUBLIKACJA IV).

4.4. Przydatnos¢ kliniczna monitoringu immunologicznego opartego
na cytometrycznej analizie stezen wybranych cytokin Th1/Th2
w surowicy i moczu pacjentéw poddanych przeszczepieniu nerki
allogenicznej, pochodzacej od dawcy zmartego

W analizowanym trzydziestodniowym okresie potransplantacyjnym zaobserwowa-
no wzrost stezenia IFN-y i IL-10 w surowicy pacjentdéw ze zdiagnozowanym ostrym
odrzucaniem nerki przeszczepionej w stosunku do grupy pacjentéw bez oznak odrzu-
cania. Zwigzane jest to z nasilajgca sie reakcjg zapalng typu komérkowego. W przy-
padku innych analizowanych cytokin typu Th2 jedynie IL-4 wykazuje odmienng ki-
netyke wydzielania na poziomie uktadowym pomiedzy badanymi grupami. W okresie
przedzabiegowym nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w stezeniach tej
cytokiny pomiedzy badanymi grupami, jednakze w trzydziestodniowym okresie poza-
biegowym widoczny byt wzrost stezenia IL-4, przy czym Srednie wartosci stezenia
cytokiny w obu grupach badanych byty zblizone. W grupie pacjentéw bez oznak odrzu-
cania przeszczepionego narzadu, srednie stezenie IL-4 ulegato zmniejszeniu od doby
7. W tym samym okresie widoczny byt staty wzrost stezenia IL-4 w grupie ze zdiagno-
zowanym odrzucaniem ostrym. Wyniki te mogg sugerowac, iz krotkotrwate nasilenie
odpowiedzi immunologicznej typu Th2 w okresie poprzeszczepowym moze przyczynic
sie do indukcji tolerancji obwodowej, a zatem przezywalno$ci przeszczepionej nerki
allogenicznej. Obserwacja ta jest ogdlnie przyjetym pogladem, ze przesuniecie odpo-
wiedzi immunologicznej typu komérkowego (Th1) w kierunku typu humoralnego (Th2)
sprzyja indukciji tolerancji obwodowej [36, 38, 114]. Niemniej dlugotrwata, nasilajgca
sie odpowiedz typu Th2 w okresie potransplantacyjnym moze przyczynic sie do ostre-
go odrzucania zaleznego od przeciwciat (PUBLIKACJA III).
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Analogiczny obraz zmian stezeh badanych cytokin Th1/Th2 zaobserwowano
w okresie pozabiegowym w prébkach moczu pacjentéw transplantologicznych. Oprocz
silnego wzrostu stezenia IFN-y i IL-10 u pacjentow ze zdiagnozowanym ostrym od-
rzucaniem przeszczepionej nerki allogenicznej znaleziono réwniez znaczgaco wyzszy
poziom TNF-o w 30. dobie po przeszczepieniu. Zaobserwowany wzor zmian analizo-
wanych cytokin Th1/Th2 w moczu sugeruje mozliwos¢ istnienia nasilonej odpowiedzi
nieswoistej u pacjentéw ze zdiagnozowanym ostrym odrzucaniem narzgadu (PUBLI-
KACJAYV).

Odpowiedz immunologiczna na przeszczepiony narzad allogeniczny jest zwigzana
z aktywacjg szeregu komorek wydzielajgcych réznorodne cytokiny bedgce mediatora-
mi proceséw immunologicznych. Ta ,sie¢ cytokin” stanowi ztozony uktad i analiza nate-
zenia odpowiedzi immunologicznej na podstawie oceny stezen pojedynczych cytokin
Th1 lub Th2 jest niemiarodajna. W procesie odrzucania przeszczepionego narzgadu
allogenicznego niewatpliwie biorg udziat oba typy odpowiedzi. Wydaje sie, ze to raczej
réwnowaga pomiedzy cytokinami produkowanymi przez komorki Th1 i Th2, a nie sama
dewiacja immunologiczna moze by¢ istotna dla kontroli procesu odrzucania. Prezento-
wane wyniki dowodzg, ze cytometryczna analiza stezen panelu cytokin Th1/Th2 w su-
rowicy i moczu pacjentéw poddanych przeszczepieniu nerki allogenicznej moze byc¢
przydatng klinicznie metodg monitorowania immunologicznego w procesach ostrego
i przewlektego odrzucania narzadu. Metoda ta jest minimalnie inwazyjna, przez co nie
stanowi dodatkowego zagrozenia dla pacjentow. Procedury pobierania probek sg tatwe
i zapewniajg petng powtarzalno$¢ pomiaréw oraz ciggtos¢ monitoringu. Odpowiednie
przygotowanie probek zapewnia stabilno$¢ pod wzgledem temperatury, pH i czasu
przechowywania. Z kolei sam proces analizy probek charakteryzuje sie stosunkowo
niskim kosztem i duzg wydajnoscia.
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5. Podsumowanie i wnioski

1. Obwodowe limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FOXP3+ oraz limfocyty T
supresorowe CD8+CD28-FOXP3+ petnig istotng funkcje w indukcji toleranciji
immunologicznej w stosunku do antygendéw allogenicznych dawcy. Defekt ilo-
Sciowy i/lub funkcjonalny w obrebie subpopulacji tych komérek jest istotnym
czynnikiem przyczyniajgcym sie do reakcji odrzucania ostrego u pacjentéw
poddanych przeszczepieniu nerki allogenicznej.

2. Pacjenci o podwyzszonym surowiczym stezeniu IFN-y i/lub IL-10 w okresie
przedtransplantacyjnym sg bardziej narazeni na wystgpienie epizodu ostrego
odrzucania przeszczepionej nerki allogenicznej. Z kolei, wyzsze surowicze ste-
zenie IL-4 w okresie przedtransplantacyjnym moze korelowac z wiekszg prze-
zywalnoscig przeszczepu w trzymiesiecznym okresie potransplantacyjnym.

3. Robzne stany dysfunkcji przeszczepionej nerki allogenicznej, pochodzacej od
osoby zmartej, charakteryzujg odrebne profile cytokin w surowicy krwi. Pacjenci
ze zdiagnozowanym procesem ostrego odrzucania przeszczepu posiadajg mie-
szany profil cytokin, z podwyzszonym poziomem IFN-y i IL-10, w poréwnaniu do
grupy pacjentéw ze stabilng funkcjg przeszczepionego narzadu w okresie = 5
lat. Grupe pacjentéw z przewlektym odrzucaniem nerki charakteryzuje podwyz-
szony poziom cytokin typu Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) oraz obnizony poziom IFN-y
w stosunku do pacjentéw ze stabilng funkcjg przeszczepu i zdiagnozowanym
ostrym odrzuceniem nerki. Z kolei grupe pacjentéow ze stabilng funkcjg prze-
szczepionej nerki w okresie = 5 lat charakteryzuje podwyzszony poziom IFN-y
W surowicy.

4. Cytometryczna analiza stezen wybranych cytokin Th1/Th2 w surowicy i moczu
pacjentow poddanych przeszczepieniu nerki allogenicznej jest przydatng kli-
nicznie metodg monitorowania immunologicznego w procesach ostrego i prze-
wlektego odrzucania narzadu.
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