Transplantacni imunologie



,1ransplantace" (sv. Kosmas a Damian), 3. stoleti




Transplantace

prenosy tkani nebo organu
nahrazuji nefunkcni tkan nebo organ pfijemce zdravym
ekvivalentem

zasadni uloha imunitnich pochodu



Typy transplantaci

* Dle vztahu a darce a prijemce
- autologni
- alogenni
- syngenni
- Xenogenni

Dle charakteru transplantatu (Stepu)
- organoveé - ledvina, srdce, plice, pankreas, jatra, -
rohovka
- tkanove - kostni dren (kmenove bunky krvetvorby),
kozni stepy



HLA a transplantace

« Shoda mezi darcem a prijemcem stépu v HLA znacich
- snizeni vyskytu komplikaci
- VySSi uspesnost transplantaci
- delSi prezivani pacientu i transplantatu
- zvySeni kvality zivota pacientu po transplantaci

* Imunitne zprostredkovane komplikace transplantace
-rejekce stepu
-reakce stepu proti hostiteli (GvHD)
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Vliv poCtu neshod v HLA systéemu mezi darcem
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Transplantace — vysetreni prijemce stepu

UrCeni krevni skupiny ABO

— transplantace organu

Typizace HLA | (A, B, C), HLA Il (DR,DQ)

— Txledvin (A, B, DR — nizké rozliSeni)

— HSCT (A, B, C, DR, DQ — vysokeé rozliSeni)
Preformované aloprotilatky (panel reactive antibody)

,Crossmatching” — pritomnost preformovanych
protilatek specifickych pro potencialniho donora



Transplantace — rejekce stepu

Rejekce hyperakutni - behem minut- protilatky proti
ABO nebo preformované protilatky proti HLA antigenum

Rejekce akutni — po prvnim tydnu - je zpusobena
efektorovymi lymfocyty T prijemce, odpovidajicimi na
HLA darce, a protilatkami

Rejekce chronicka — asi po pul roce- reakce pozdni
precitlivélosti, vedouci k fibroze, poskozeni cev a ztrate

funkce Stéepu

Imunosupresivni léCba



Mechanizmy rejekce stepu
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Transplantace hematopoetickych
bunek

 Uziva se bud kostni dren nebo izolovanée
periferni CD34+ kmenové bunky

* Indikace:

— Maligni nadory (leukémie,lymfomy
neuroblastom...)

— Selhani kostni drene
— Primarni imunodeficity



Reakce stepu proti hostiteli
(graft versus host reaction, GVHR)

Makulopapularni exantem, generalizovana
erytrodermie, puchyre, deskvamace

Hepatopatie, zvyseni koncentrace bilirubinu v séru
Prujem, velké bolesti bficha, ileus

Imunosupresivni léCba



Chronicka reakce stepu proti hostiteli (GVHR)
oralni manifestace

Ustni dutina byva postizena u 45% - 83% pacientli s GVHR:

mukokeéla

atrofie, perioralni fibroza

postizeni temporomandibularniho kloubu

otok sliznice

ulcerace

lichenoidni léze

slizniCni erytém

pocit suchosti v ustech, bolest, zvysena citlivost



Imunologicka reakce na zubni
implantaty

* Prevalence ,periimplantatidy” v souvislosti s titanovymi
implantaty se odhaduje cca u 20% pacientu.

« Uvadi se uloha titanium oxidu jako faktoru, podilejiciho se na
biologickych komplikacich.

« K vysetrovani reakce hostitele v parodentalnich tkanich se
vyuziva analyzy sulkularni tekutiny, predevsim cytokinu ;
predevsim jde o IL-1 beta a TNF alfa, jejichz koncentrace je
zvysena.

« Podobna exprese vybranych biomarkert implantatu titanu,

zirkonia a zdravych zubu patrné odrazi individualni zanétlivou
reaktivitu pacientu, ktera neni lokalné modifikovana implantatem.

(Cionca N et al.: Pro-inflammatory cytokines at zirkonia implants and
teeth, A cross.sectional assesment. Clin Oral Invest 2016; 20: 2285
—2291)



Transfuze krve = transplantace krve

Transfuze krve — nejCastéjsi druh transplantace v
Klinické praxi

Krevni skupiny

— polysacharidoveé a peptidove antigeny
— protilatky

Inkompatibilita krve v tehotenstvi
Komplikace transfuze



Polysacharidové antigeny krevnich skupin

Nejdulezitéjsi je systém ABO
Antigeny mohou byt pritomny i v sekretech a na mnoha
epitelialnich a endotelialnich bunkach

,Zakladni strukturou“ ABO antigenu je substance H; velmi
ridce se vyskytuje ,bombajsky fenotyp”, tj. nepritomnost H-
substance

Protilatky jsou IgM isotypu, vyskytuji se pfirozené



Polysacharidové antigeny systému ABO

0: ceramid-Glu - Gal - GIuNAc - Gal
I
Fuc

A: ceramid-Glu + Gal - GIuNAc - Gal - GalNAc
I
Fuc

B: ceramid-Glu - Gal - GIuNAc - Gal - Gal
I
Fuc



Prirozeneé isohemaglutininy (IgM)

Krevni skupina A: isohemaglutininy anti-B
Krevni skupina B: isohemaglutininy anti-A,
Krevni skupina 0: isohemaglutininy anti-A, anti-B

Krevni skupina AB: isohemaglutininy anti-A ani anti-B
nejsou pritomny

* Krizova zkouska (cross-match test):
sérum prijemce + erytrocyty darce



Bilkovinné antigeny krevnich skupin

* NejdulezitéjSi je systém Rh
« Protilatky jsou IgG isotypu, objevuji se pouze po
antigennim stimulu



Malée krevni skupiny

Systém MNS

— silné glykosylované proteiny (glycophoriny) nesou antigeny M, N,
S, s

— protilatky IgG i IgM (podle cilového antigenu)
System Duffy

— glykoprotein, nejvyznamnéjsi antigeny jsou Fy2 a FyP
— protilatky IgG

Systém Kell

LI Y Al

— protilatky IgG

— treti nejCastéjsi pricina hemolytické reakce novorozencu
Systém Lewis

— antigeny Le2a LeP jsou soucasti antigenti ABO systému

— protilatky IgM



Inkompatibilita v Rh systému
mezi matkou a plodem

sensitizace Rh- matek plodem Rh+

v nasledné gravidité protilatky proti Rh (IgG), prestupuiji
pres placentu

hemolyticky ucinek (+ C-systém, fagocyty, bunky K):
erythroblastosis fetalis

Dg: Coombsuv antiglobulinovy test (pfimy, nepfimy)

Profylaxe: anti Rh sérum do 72 hod. po porodu
(abortu...)



Transfuze krve - komplikace

Po pfevodu krve neslucCitelné v systému ABO dochazi
k hemolytické reakci, ktera je zpusobena intravaskularni
destrukci Cervenych krvinek protilatkami prijemce

Priznaky: Bolesti na hrudi, v zadech, dusnost, neklid,
horeCka s tresavkou, zvraceni, hypotenze, Sokovy stav.
Prezije-li nemocny sokovy stav, objevi se do 24 hod.
zloutenka, selhani ledvin, krvaceni z diseminované
intravaskularni koagulace, trombocytopenie a fibrinolyzy



Transfuze krve - komplikace

Reakce vyvolané protilatkami proti leukocytum a trombocytum - asi
u 1/3 nemocnych s témito protilatkami po opakovanych transfuzich
— do 3 hod. po prevodu

Priznaky: horeCka, tfesavka, zimnice, bolesti hlavy, zrudnuti, tlak na
hrudi, kasel)

Alergické reakce - kopfivka, larygospasmus
Anafylaktoidni reakce — IgA-anti IgA
Aloimunizace

Reakce z pretizeni obéhu - u zdravého lze prevest 11/za 2-3 hod.,
pretizeni vede k akutnimu srdeCnimu selhani



Imunoonkologie



Cancer immunoediting teorie 3E

Dualni funkce imunitniho systému

host-protecting X tumor—promoting

Eliminace Eqilibrium Escape



Imunitni systém a maligni nador

Imunologicka uprava nadoru (cancer
immunoediting):

Imunologicka ostraha (immunological surveillance) —
eliminace maligne transformovanych bunék.

Vytvoreni rovnovahy mezi imunitnim systéemem a
nadorem, selekce rezistentnich mutantu.

Unik malignich bunék pfed imunitnimi reakcemi.



Imunologicka eliminace malignich bunék
(Dunn GP et al.: Nature Immunology 2002; 3: 991-998)



Elimination Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity
‘d_“

Immune selection

Cancer immunoedition
Dunn GV, Bruce AT, Ikeda H, Old L], Schreiber RD:
Nature Immunology 2002; 3:991-998



Editace nadoru imunitnim systemem
Eliminace

Kooperace nespecifickych a specifickych slozek imunitniho
systému vede k rozpoznani tumorogeneze a jeji eliminaci pred
vlastni klinickou manifestaci

» Nedetekovatelné stadium (in vivo)
= Dominuji mechanismy nespecifické a specifické slozky imunity

proces je ukonéen
kompletni eliminaci nadorovych bunék
nebo
prechazi do stavu rovnovahy



Editace nadoru imunitnim systemem
Eqilibrium

Dominuji mechanismy specifické imunity vedouci k prevenci
progrese tumorogeneze, ale zaroven se vyviji imunogenicita
nadoru

= dynamicka rovnhovaha
= obtizné diagnostikovatelné stadium (vyjimka MGUS)

Vysledkem muze byt:

kompletni eliminace bunék nadoru
nebo
dlouhodoby stav rovnovahy
nebo
unik kontrole imunitniho systému a rozvoj nadorového onemocnéni



Editace nadoru imunitnim systemem
Escape

Rozvoj imunosupresivniho mikroprostredi tumoru a selekce nizce
imunogennich rychle proliferujicich bunék tumoru, které se
stavaji ,,neviditelnymi“ pro imunitni systém

Stadium progresivné rostouciho viditelného tumoru
= Diagnosticky prukazné stadiu

unik bunék tumoru mechanismiim editace imunitniho systému



Nadorove antigeny TSA x TAA

TSA tumor specifické antigeny
= nevyskytuji na nemalignich bunkach

TAA tumor asociovane antigeny
" nejsou vylucné specifické pro nadorové bunky



SA tumor specificke antigeny

Nelze prokazat na nemalignich bunkach
Neo-antigeny

= Komplex MHC gpl s abnormalnimi fragmenty bunécnych proteini
= MHC gpl s fragmenty oncovirti - HPV, EBV

* Produkty abnormalni glykosylace proteini - glykosylace, syalizace

= Idiotypy myelomu a lymfomii - klonotypické BCR a TCR - NHL, HL, MM)

=  Produkty mutovanych genti - chromosomaln{ translokace

(filadelfsky chromosom translokace 9 a 22 AML a ALL ), fusni geny, fusni proteiny (chimericky
bcr-abl )

= Mutace genu tumor supresor genes - geny kontroly bunééného cyklu
P53



AA tumor-associated antigens

= nejsou vylucne specifické pro nadorové bunky
= exprese je fyziologicka v urCitém ontogenetickém obdobi
= za urcitych okolnosti je 1ze nalézt i na normalnich bunikach
* u malignit - ektopicka exprese x zvySena exprese
= pomocné diagnostickeé markery

o onkofetalni antigeny antigeny specifické pro tkan nebo organ z nichZ vychazeji
AFP - hepatomy
CEA - carcioembryonlni proteiny bunky

o antigeny specifické pro tkan nebo organ z nichz vychazeji
MAGE-1melanomovy antigen
PSA prostaticky Ag

o proteiny ridce pritomné ve vlastni tkani a hojné pritomné neoplastické tkani
receptor HER2 /neu

o diferenciacni antigeny malignit lymfatického systému
CALLAcommon acute lymphoblastoid leukemia antige CD 10 - pre B bunky
fyziologicky pritomny na normalnich burikach vyvojovych rad leukocytu



Imunologicka diagnostika nadoru

Onkomarkery*
o Alfa-feto protein (Ca jater)
o CEA (Ca colon)
o PSA (Ca prostaty)
Paraprotein

DiferenciacCni antigeny na bunkach malignit
lymfatického systému (CD znaky)

Prukaz klonality
Exprese check point molekul ve vzorku maligni tkané



Vyvoj B-lymfocytu

Ig gene ohanges
Somatic mutation —»
rearrangement Ig class swrtohrng
Stem oell Pre-B cell

(or myeloma cell)

Cell-surface markers
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Nature Reviews | Cancer



Bunky imunitniho systému v obrane proti
nadorum

Obranna funkce specifické a nespecifické imunity

NK bunky
Tc lymfocyty

Aktivované makrofagy
Dendritické bunky (DC)



Obranné mechanismy nadoru proti
imunitnimu systemu

Ztrata exprese nadorovych antigenti - snizeni antigenni variability nadord,
mutantni formy ztraceji nddorovy antigen

Selekce nizce antigennich variant bunék tumoru

ignorace imunitnim systémem

ovlivnéni exprese MHC I protein, zpracovani a vazba antigenu na MHC |
Inhibice funkce dendritickych bunék

NO - apoptosa DC, IL1, TGF beta - inhibice zrani DC, VEGF - inhibice prekursort
DC ve dreni

Tlumeni funkce T-lymfocyti (TGF-b, IL-10)

T reg - inhibice funkce tumorspecifickych T lymfocyta (TGFbeta, I1-10, PD,
PDL1, CTLA-4)

MDSC - (Myeloid Derived Suppressor Cells)
Indukce apoptozy - exprese FasL, aktivace STAT3 drahy, exprese BCL-2

“Enhancement” efekt protinadorovych protilatek- stimulace riistovych receptori
nadoru

Absence kostimulacnich molekul - utlumeni Tca Th



Imunoonkologicka terapie

Indukce protinadorove imunity

nebo

Vyuziti imunitnich mechanismu k cilenému
nasmerovani léCiva k mistu nadoru



Imunoonkologicka IéCba

Monoklonalni protilatky (anti-CD20, anti-HER2).
Check point inhibitor blockers ( anti PD, anti PDL1, anti CTLA4)
Adoptivni bunécné terapie (TIL, DC vac,CAR)

Imunomodulacni preparaty
Auto a alo HSCT ( mechanismus GVLR )

Imunostimulac¢ni a imunomodulacni cytokiny (IFN-a, IL-2)

Indukce zanétu se stimulaci Th1 bunék (BCG vakcina)



Imunomodulacni a imunostimulacni cytokiny

IL 2
= Rdstovy faktor T lymfocytu
= Na davce zavisly imunomodulacni a antitumorosni efekt
» Rekombinantni preparat, multiorganova toxicita, nahrazen check
point inhibitory.
= Maligni melanom, renalni carcinom ( vysokodavkovany 112)

BCG bacillus Calmette-Guerin

= Astenuované mycobacterium bovis

= LéCba karcinomu mocoveho meéchyre intravesikalni aplikaci
» Elevace INFg, indukce exprese MHC |l na bunkach tumoru

= [nfiltrace moCového méchyre makrtofagy a CD4+T bunkami



Imnunomodulacni a imunodtimulacni
cytokiny

INFo
Stimulace Th1 prostfednictvim STAt1 a STAT 3 drah k sekreci IL 12

Vysokodavkovany INF Interferon alfa-2b
Lymfatické malignity
Adjuvantni |éCba high risk melanomu pred zavedenim ipilimumabu

MonohocCetné AE ( hepatotoxicita, myelotoxicita, thyreotoxicita...)



Check points

spoustécCe kostimulu€anich a inhibi¢nich drah T lymfocytarni

odpovéedi vedouci k modulaci delky amplitudy imunitni odpovedi
a tim k udrzeni intergrity organismu (self tolerance)

T bunécné inhibicni a stimulacni receptory a jejich ligandy

Anti PD(CD279), Anti PD —L1(CD274), anti PD-L2( CD273), anti
CTLA4( CD152)

CAVE: casté vedlejsi reakce ( IrAE)



Check point blockers

CTLA 4
cytotoxic T lymphocyte associated antigen
= inhibi€ni molekula T lymfocytu ( CD4+, CD8+)
= interakce s CD80/86 na APC
= kompetice s CD28 T bunék (CD28 stimulace vs CTLA4 inhibicie)
= inhibice T lymfocytarni proliferace a aktivace

PD1 program cell death receptor
= transmembranovy protein T, B, NK, DC monocytu
= experse je zvySena na lymfocytech v mikrosprotfedi nadoru

» inhibice apoptosy malignich bunek preména T efektorovych na Treg,
vycerpani T efektorovych bunék

= |nterakce s PD-L1 a PD-L2

Monoklonalni protilatky proti temto check points se uspésne
vyuzivaji prfi imunostimulacni terapii v onkologii



Ipilimumab Blocks Negative Signaling From CTLA-4

CTLA-4 blocks co-stimulation: Ipilimumab blocks CTLA-4:
No T-cell activation T-cell activation

Co-stimulation via CD28:
T-cell activation

CTLA4
Co}lﬁ)ilimumab

{}.B7

Adapted from Lebbé et al. ESMO 2008

APC, antigen-presenting cell; CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte antigen-4;, MHC, major histocompatibility complex; TCR, T-cell receptor.

http://cancergrace.org/lung/files/2012/06/Slide08.jpg



Monoklonalni protilatky v onkologii mAbs

Primy protitumorosni efekt prostfednistvim inhibice nebo aktivace
receptoru mADb

Imunologicky mediované usmrceni bunék tumoru ACCD,
fagocytosa, aktivace komplementu, crossprezentace DC, CTLA4

blokace

Ablace bunék stromatu a bunék cévniho zasobeni
mikroprostredi tumoru



Monoklonalni protilatky v onkologii

Trastuzumab (Herceptin) :
anti ERBB2, (epidermal growth factor receptor, HER 2 receptor)
metastasujici mamarni karcinom.

Cetuximab (Erbitux):
anti-EGFR, anti epidermal grow factor receptor
kolorektalni ca

Bevacizumab (Avastin):
anti VEGF

Inhibitor angiogenese
kolorektalni ca



Monoklonalni protilatky cilené proti CD znakum
v onkologii

Rituximab ( Mabhtera)

= antiCD20 IgG1chimericka mAD,
CD20pos NHL a CLL, folikularni NHL

= ADCC, pfima indukce apoptosy and CD

CD 20 povrchovy marker vyvojovych fad B lymfocytl absentuje na
plasmatickych bunkach

Alemtuzumab (Campath)

* 1gG1 humanisovana anti CD 52
= CLL, NHL

» Prima indukce apoptosy a CDC

CD 52 povrchovy antigen maturovanych lymfocytu



Adoptivni celularni terapie

= Nadorova vakcinace
DC ...

» CAR
Chimerické antigenni receptory T bunek

= TIL
Tumor infiltrujici lymfocyty




Nadorove vakciny

Preventivni

= vakcinace zdravych pacientu

= vznik specifickych protilatek a pamétovych bunék
= proti papilomaviriim, hepatitidé B

Terapeutické

= vakcinace onkologicky nemocnych pacientu

* indukce cilené protinadorové imunitni odpovedi
antigen spec CTL a antigen spec. CD4+ Th



Nadorove vakciny

Terapeutické

EXx vivo generované autologni vakciny z dendritickych bunék
Proteinové/peptidové vakciny (cil TAA - gp100, PSA...)

Genetickeé vakciny

= DNA vakciny ( bakterialni plasmidy — tumor antigen)
= RNA vakciny ( mMRNA autologni tumorosni tkane)

= Na virech zalozené vakciny ( virové vektory)



Protinadorové vakciny
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CAR

1-3 generace
metody genetického inzenyrstvi
obchazi HLA gp prezentaci

antigen vazici doména scVF ( single chain variable fragment),
hinge oblast, transmembranova doména ,intracelularni
signalizacni domény aktivovné po navazani antigenu)

kombinace antigenni specifity s cytotoxicitou T lymfocytu
geneticky modifikované T bunky mirici na TAA antigen
CD19CART
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Monoklonalni gamapatie



The basic structure of IgG1

heavy chain
(450 residues)

hinge region

light chain (212 residues)
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ELEKTROFORESA SERA
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Moznosti vysetreni

Elektroforéza Imunoelektroforéza

Identifikace (antisérum IgG kappa)
monoklonalniho Ig

HUNTER IMMUNOLOGY UNIT

Imunofixace
(antisérum IgG
lambda)
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Monoklonalni gamapatie

= MGUS

= MnohocCetny myelom

= Waldenstromova makrogloblinemie

= AL amyloidosa



MGUS monoklonalni gamapatie nejisteho
vyznamu

pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu v séru
nebo v moci pacientu bez znamek MM, WM nebo AL

nejsou pritomny znamky:
= maligni proliferace

= poskozeni organismu monoklonalnim gamaglobulinem



Mnohocetny myelom
druha nejcastéjsi hematologicka malignita
= 10% hematologickych malignit
= onemocneni starsi generace
= 5leté preziti je cca 35 % a klesa s vekem

= median preziti je 3 roky
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