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Darbo tikslas

Nustatyti Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy kliniky Sirdies chirurgijos centre atliekamos 3irdies transplantacijos jtakg
T limfocity aktyvumo rodikliams, jvertinti imuninés stebésenos tinkamuma Gminiam transplantato atmetimui prognozuoti.

Ligoniai ir metodai

Retrospektyviai analizuotas dvideSimt vieno Sirdies recipiento imuniniy rodikliy kitimas esant normaliai potransplantaci-
nei buklei ir Gminiam transplantato atmetimui. Periferinio kraujo imunokompetentiniy lasteliy CD3*CD103*, CD4*CD103*,
CD8*CD103*, CD3*CD134%, CD4+*CD134%, CD8+*CD134*, CD8*CD57*ir CD8*CD38* procentas nustatytas tékmés citometrijos
badu. Uminis transplantato atmetimas vertintas pagal histologinius endomiokardinés biopsijos radinius.

Rezultatai

Esant Uminio atmetimo epizodams, kai endomiokardo biopsijos jvertintos > 2R (3A) laipsniu, reikSmingai didéja integrino
CD103 (p < 0,0001), kostimuliacinio receptoriaus CD134 (p = 0,005), antigeno CD57 (p = 0,005) ir lasteliy pavirsiaus glikopro-
teino CD38 (p = 0,015) ekspresija citotoksiniy CD8* limfocity pavirsiuje.

ISvados

Imuniné periferinio kraujo limfocity baklés stebésena gali buti taikoma po transplantacijos skiriamam imunosupresiniam
gydymui jvertinti numatant didele Gminio atmetimo tikimybe.

ReikSminiai Zodziai: Sirdies transplantacija, Gminis atmetimas, imuniné aktyvacija.

Objective

We aimed to analyze alterations in peripheral blood T-cell subset activation compared with endomyocardial byopsy
findings.

Patients and methods

The study included in total twenty-one heart recipients grafted 1997-2007 at the Vilnius Heart Surgery Center. T-cell activa-
tion markers CD3*CD103+, CD4*CD103+, CD8*CD103+,CD3*CD134*, CD4*CD134*,CD8*CD134+,CD8*CD57+and CD8*CD38*
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were detected by two-color flow cytometry. Rejection was graded according to the ISHLT (the International Society of Heart

and Lung Transplantation) grading system.
Results

In case of > 2R (3A) rejection episodes, a significant increase in the expression of integrin CD103 (p < 0.0001), co-stimulatory
receptor CD134 (p = 0.005), antigen CD57 (p = 0.005) and surface glycoprotein CD38 (p = 0.015) on CD8*T lymphocytes has

been revealed.
Conclusion

Immune monitoring performed on peripheral blood can be used for the assessment of immunosuppression therapy on
transplant recipients’immune response and for determining the risk of rejection.

Key words: heart transplantation, acute rejection, and immune activation.

Ivadas

Siuo metu Sirdies transplantacija (Tx) yra veiksmingas
gydymo budas, gelbstintis sunkiausiomis $irdies ligomis
serganciy ligoniy gyvybe [1]. Deja, persodinty organy
i$saugojimo problema islicka - alotransplantatai, tos
pacios rusies, taciau genetiskai skirtingo individo per-
sodinti organai ar audiniai, sukelia recipiento imuninj
atsaka [1-3], kurio stiprumas priklauso nuo recipiento
ir donoro audiniy dermés, recipiento reaktyvumo, or-
gano imunogeniskumo ir daugelio kity veiksniy [4, 5].
Siuolaikiné imunosupresiné terapija susideda i kalci-
neurino inhibitoriy, antiproliferaciniy vaistiniy, prepa-
raty, mTOR inhibitoriy, polikloniniy antikiiny pries
T limfocity antigenus, monokloniniy antikany pries
interleukino 2 receptoriu, steroidy ir kity preparaty,
deja, iminis Sirdies atmetimas dél nepakankamo imu-
ninés sistemos slopinimo arba infekcija - virsijus buting
imunosupresijos lygj - islieka vienos svarbiausiy, reci-
piento mirties priezas¢iy pirmaisiais metais po Tx [5], o
vélyvuoju laikotarpiu vystosi transplantato koronariné
liga arba piktybinés ligos [2]. Patikimiausiai atmetimas
jvertinamas endomiokardinés biopsijos méginiy histolo-
giniu tyrimu, iminio atmetimo buvimg ir stipruma api-
budina laipsnis pagal ISHLT (angl. International Society
for Heart and Lung Transplantation) sistema [6, 7]. Nors
biopsija yra pripazinta atmetimo epizody diagnostikos
aukso standartu, taciau $is metodas turi trikumy - yra
invazyvus ir neleidzia prognozuoti imuninio proceso
dinamikos be pakartotinés biopsijos.

Darbo tikslas yra nustatyti Vilniaus universiteto li-
goninés Santariskiy kliniky Sirdies chirurgijos centre
atlickamos Sirdies transplantacijos jtaka T limfocity ak-
tyvumo rodikliams, jvertinti imuninés stebésenos tinka-
mumg aminiam transplantato atmetimui prognozuoti.

Ligoniai ir metodai

Vilniaus universiteto Sirdies chirurgijos centre Sir-
dies transplantacijos atlickamos nuo 1987 mety. Per
ta laika buvo atliktos 65 Sirdies transplantacijos, i ju
16 pacienty prie$ transplantacija buvo jungta dirbtiné
sirdis. Straipsnyje retrospektyviai analizavome dvide-
$imt vieno $irdies recipiento, kuriems transplantacija
atlikta 1997-2007 metais, imuninius rodiklius, tirtus
2008-2010 metais, pra¢jus 7 sav.—12 mety (mediana
2,1 mety) po Tx.

Kaip matome i§ 1 lentelés, nors organy donory
amzius ir recipienty amzius reik§mingai nesiskyré, re-
cipienty grupés amziaus variacija buvo didesné — vai-
kai, paaugliai, vyresnio amziaus asmenys. Dauguma
recipienty (81 %), kaip ir dauguma (71 %) donoru,
buvo vyrai. Visos transplantacijos atliktos naudojant
pagal ABO kraujo grupe identiskus arba suderinamus
donorus: penkiolikos donory ir recipienty poros buvo
tos pacios ABO kraujo grupés, sediy $irdziy donorai su
recipientu buvo ABO suderinamos kraujo grupés (trys
0 kraujo grupés donory $irdys persodintos A, dvi B gru-
pés pacientams, viena A kraujo grupés donoro $irdis AB
grupés pacientui). 85,7 % donory, ir recipienty pory
(n = 18) audiniy antigeny dermé pagal zmogaus leu-
kocity antigenus (ZLA) buvo bloga, < 2 i§ 6 galimu, ir
tik likusios 14,3 % poru (n = 3) turéjo gerg triju ketu-
riy bendry antigeny derme. Tik vienai recipientei po
dirbtinés Sirdies implantavimo buvo nustatyti ikitrans-
plantaciniai antikainai pries ZLA (= 10%), kiti ligoniai
nebuvo sensitizuoti.

Visi Sirdies recipientai gavo jprasting trigubg imuno-
supresijg ciklosporinu, azatioprinu arba mikofenolato
mofetiliu ir steroidais. Indukciné terapija polikloniniais
arba monokloniniais antikinais Siems pacientams ne-
buvo taikyta.
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1 lentelé. Ligoniy apibudinimas

Rodiklis

Recipienty amzius metais 38+ 15
8-62

Donory amzius metais 31+12
16-52

Donory / recipienty lytis

VIV 13

VIM 2

M/M 2

M/V 4

ABO kraujo grupés

Identiskos / suderinamos, % 71,4/ 28,6

Sensitizuoty recipienty % prie§ Tx / po Tx 4,8 /23,8

Sirdies transplantato endomiokardo biopsijos buvo
atliekamos pirma savait¢ po Tx, véliau karta per dvi sa-
vaites iki iSrasant, kas du tris ménesius iki pirmy potrans-
plantaciniy mety pabaigos, véliau karta per metus. Histo-
loginis vertinimas atliktas remiantis Billingham kriterijais
(6, 7]. Pries biopsija buvo imama periferinio kraujo imu-
niniam aktyvumui jvertinti bei herpes grupés citomegalijos
virusui (CMV) ir Epstein-Barr (EBV) virusui kiekybiskai
nustatyti polimerazés grandininés reakcijos budu.

Limfocity aktyvumas vertintas pagal T limfocity
funkcinius potipius CD3*CD103*, CD4*CD103",
CD8+*CD103*, CD3*CD134*, CD4*CD134",
CD8+*CD134*, CD8*CD57* ir CD8*CD38,* aptik-
tus kraujyje tiesioginés imunofluorescencijos metodu
lazeriniu tékmés citometru ,,FACSCalibur®, naudojant
dviejy spalvy fluorochromais zZymétus monokloninius
antikinus (Becton Dickinson). Méginiai analizuoti tai-
kant ,,SimulSet* ir ,,CellQuest“ programinius paketus.

Limfocity aktyvumui jvertinti pasirinkome Zymenis,
literataros duomenimis, reaguojancius j alotransplanta-
to atmetima. CD103 yra CD8* T limfocity efektoriy
ekspresuojamas integrinas, kurio specifinis ligandas yra
epitelio lasteliy sintetinama E kadherino molekulé. Zar-
nyno gleivinéje §j integring ekspresuoja daugiau negu
90 % CD8* limfocitu, kaip ir dauguma intraepiteliniy
limfocity, bet periferinio kraujo limfocitams CD103
ekspresija nebudinga (< 2 %) [8]. Eksperimentiniy
kasos, inkstu, plauciy transplatacijos modeliy tyrimo
duomenys rodo, kad imuninéms lasteléms migravus |
alotransplantata aktyvinama CD103 Zymens ekspresija

CD8* limfocity pavirsiuje [9-12], be to, paaiskéjo, kad
CD103 ekspresuoja ir reguliaciniai CD4* T limfoci-
tai [13]. Duomeny apie Sirdies audinj infiltruojancius
CD8*CD103* T limfocitus vykstant Sirdies transplan-
tato atmetimui néra.

Receptorius  CD134, ekspresuojamas akeyvinty
CD4* T limfocity, B limfocity, dendritiniy lasteliy ir
aktyvinto kraujagysliy endotelio pavirsiuje, priklauso
naviky nekrozés faktoriaus receptoriy superSeimai; jo
ligandas CD134L ekspresuojamas aktyvinty, antigeng
pateikian¢iy lasteliy membranose; CD134-CD134L
saveika yra kostimuliacinis signalas T limfocitams didi-
nant lasteliy, proliferacija ir citokiny gamyba [14]. Eks-
perimentiniais modeliais parodyta, kad uzblokavus $ig
saveika pailginamas peliu, kurioms atlikta Sirdies trans-
plantacija, iSgyvenamumas [15]. Esama duomenu, kad
didéjant CD134 ekspresijai mazéja reguliaciniy limfo-
city galimybeé slopinti efektoriniy lasteliy proliferacija
ir alografto atmetima [16].

CD57 yra karbohidratinés struktaros antigenas, aso-
cijuotas su mielinu asocijuotu glikoproteinu (MAG).
Teigiama, kad CD57* ekspresuojantys limfocitai turi
dideles citoplazmines granules ir pasizymi NK laste-
léms badingu aktyvumu. CMV seroteigiamy asmeny
kraujyje randama patikimai daugiau CD57 ekspresuo-
janc¢iy CD8* limfocity negu neigiamuy asmeny kraujyje
[171], be to, $iy limfocity daugéja esant létinei virusinei
stimuliacijai [18, 19], transplantato prie$ Seimininka
ligai po kauly ¢iulpy transplantacijos [17], sie limfoci-
tai sukelia aloimuninj kraujagysliy pazeidima vystantis
transplantato vaskulopatijai [20].

CD38 yra lasteliy pavirsiaus glikoproteinas, ekspre-
suojamas aktyvinty T limfocity, NK Iasteliy ir susijes su
lasteliy diferenciacija bei proliferacija. Aprasytas CD38*
limfocity skaic¢iaus didéjimas periferiniame kraujyje
esant Gminiam atmetimui po kepeny transplantacijos
[21], CMV reaktyvacijai [22]. Nustatyta, kad $j Zymenj
ekspresuoja reguliaciniai CD4* limfocitai [23, 24].

I$ viso pacientams po $irdies transplantacijos buvo
atlikti 438 imunologiniai tyrimai, bet kadangi miné-
ty imuninés aktyvacijos Zymeny tyrimai atliekami nuo
2008 m., analizuoti tik 210 imunologiniy tyrimu,
atlikey 2008-2010 mety laikotarpiu, rezultatai. | sta-
tisting analiz¢ traukéme tyrimus, atliktus praéjus bent
vienam ménesiui po transplantacijos (siekiant iSvengti
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ankstyvajam laikotarpiui badingo imunodeficito) en-
domiokardo biopsijos atlikimo dieng. Biopsijos atsa-
kymas turéjo bati arba 0 (endomiokardas be matomy
transplantato atmetimo pozymiu), arba = 2R (3A) las-
telinis atmetimas (vidutinis arba sunkus atmetimas, kai
morfologiskai randami limfocitinés infiltracijos zidiniai
su kardiomiolizés pozymiais). Taip pat turéjo buti nu-
statyta, kad periferiniame kraujyje néra CMV arba EBV
virusy antigenemijos, néra jokios infekcijos pozymiy ir
infekcija, kurig reikéty gydyti antibiotikais, neissivysté
per tris savaites po imunologinio tyrimo. Visus jtrauki-
mo kriterijus atitiko 45 tyrimai, kuriuos suskirstéme j
dvi grupes:

I grupé (N = 16) — endomiokardas be matomy trans-
plantato atmetimo pozymiu, 0 pagal 2004 m. atnaujin-
ta ISHLT sutarima;

IT grupé (N = 28) — lastelinis atmetimas, endomio-
kardo biopsija morfologiskai jvertinta kaip > 2R (3A)
pagal 2004 m. atnaujintag ISHLT sutarima.

Statistiné analizé

Tyrimy rezultatai statistiskai apdoroti SPSS 17 pro-
grama. Duomenys pateikiami apskai¢iavus aritmetinj
vidurkj ir standartinj nuokrypj, taip pat maksimuma,
minimuma, mediana. Skirtumas tarp grupiy jvertintas
panaudojus Stjudento testa; rezultatai buvo laikomi
reik§mingais, kai p < 0,05.

Rezultatai

Uminio atmetimo epizodai dazniausiai pasitaiko per
pirmus metus po Tx; $iuo laikotarpiu dvylikai (57 %)

123

recipienty bent viena karta buvo nustatyti 2R(3A) laips-
nio atmetimo epizodai (5 pacientams fiksuoti 2, vienam —
4 atmetimo epizodai). Musy ankstesniy, tyrimy duo-
menimis, ankstyvam potransplantaciniam laikotarpiui
badinga ryski T limfocity, ypa¢ citotoksiniy, lasteliy
(CD3*CD8), stoka: 11-17-a potransplantacing para
atitinkamai 31 % pacienty T limfocity skaicius, 54 %
pacienty CD3*CD8* limfocity skaicius bei 15 % pa-
cienty CD3+*CD4* limfocity skailius vis dar nesiekia
normos riby [25]. Kad i$vengtume potransplantacinio
imunodeficito jtakos rodikliams, vertinome tik tyrimu,
atlikty, praéjus ne maziau kaip ménesiui po transplan-
tacijos, rezultatus.

Sugretinus integrino CD103 ekspresijos kitima su
endomiokardo biopsijos tyrimy, rezultatais (2 lentelé)
aiskéja, kad esant sklandziai, be atmetimo epizody eigai,
$io zymens ekspresija periferinio kraujo limfocity pa-
virSiuje nebadinga. CD4* limfocity, pavirsiuje CD103
ekspresija dazniausiai nesiekia 1 %, CD8* limfocity pa-
virsiuje svyruoja 1-2 % ribose. Esant > 2R (3A) amiam
lasteliniam atmetimui labiausiai aktyvinami citotoksi-
niai, CD8* limfocitai (1,71 + 1,07 % vs 5,64 + 4,49 %,
p < 0,0001).

Kaip matome i$ 2 lentelés, esant sklandZiai potrans-
plantacinei eigai kostimuliacinio naviky nekrozés fak-
toriaus receptoriy super$eimos receptoriaus CD134
ekspresija tieck T limfocity, tiek ju potipiy pavirSiuje
taip pat néra intensyvi, tik 2-6 % limfocity. Esant 2 2R
(3A) imiam lasteliniam atmetimui, tiek T limfocitu,
tiek ju potipiy aktyvacija reik§mingai didéja.

Karbohidratinés struktiros antigeno CD57 ekspresi-
ja tyréme tik citotoksiniy limfocity pavirsiuje, nustatyda-

2 lentelé. Aktyvacijos zymeny CD103 ir CD134 ekspresija periferinio kraujo T limfocity ir jy potipiy pavirsiuje
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mi CD8*CD57+* lasteles. Kaip matome 1 paveiksle, esant
ramybés busenai zymenj ekspresuoja 17,25 + 2,79 % visy
CDS8* limfocity (matematinio vidurkio pasikliovimo
intervalas su 95 % patikimumu buvo nuo 11,31 % iki
23,19 %), o 2 2R(3A) atmetimo metu Zymens ekspre-
sija reikSmingai didéja — iki 28,04 + 2,21 % (95 % in-
tervalas nuo 23,51 % iki 32,56 %, p = 0,005).

Lasteliy pavirsiaus glikoproteino CD38 ekspresija
taip pat tirta tik citotoksiniy limfocity pavir$iuje, nu-
statant CD8*CD38* lasteles. Kaip matome 2 paveiksle,
atmetimui esant 0 pagal 2004 m. atnaujinta ISHLT su-
tarima Zymenj ekspresuoja 28,06 + 2,69 % visy CD8*
limfocity (95 % intervalas nuo 22,33 % iki 33,80 %).
Vykstant atmetimui Zymenj ekspresuoja 36,57 + 1,93 %
visy citotoksiniy limfocity (95 % intervalas nuo 32,61 %
iki 40,53 %, p = 0,015).

Diskusija

Ankstyvuoju laikotarpiu (pirmus metus po transplanta-
cijos) vienuolikai (52,4 %) tirtos grupés recipienty bent
vieng karta buvo nustatyti 2R(3A) laipsnio atmetimo
epizodai. Tarptautinés Sirdies ir plauciy transplantacijos
draugijos (IHLT) registro duomenimis [5], per pirmus
metus 45 % recipienty, kuriems nebuvo taikyta induk-
ciné terapija, o vartotas kalcineurino inhibitorius buvo
ciklosporinas, bent vieng kartg buvo gydyti iStikus tmi-
nio atmetimo epizodams. Tikétina, kad daznesni Gmi-
nio atmetimo epizodai misy grupéje yra susije su dides-
niais, palyginti su tarptautine praktika, antigeniniais skir-

tumais. Daugumos (85,7 %) Siame tyrime analizuoty
transplantacijy donory ir recipienty ZLA dermé buvo
< 2 bendri antigenai. Tik trys (14,3 %) recipientai gavo
pagal audiniy antigenus neblogai suderinamy donory
organus (3—4 bendri ZLA antigenai i§ 6 galimy). I8
IHLT registre 2002—-2008 metais registruoty 18 798
sirdies recipienty 40,5 % gavo 3—4 7LA antigenais su-
derintg organa, o 4,3 % pacienty — net 5-6 antigenais
suderinta organa, taigi reikia pripazinti, kad Lietuvo-
je, kuri nedalyvauja organy pasikeitimo programose,
donoro ir recipiento audiniy antigeny dermé bloges-
né negu bendras centry vidurkis. I$ trijy recipienty po
VAD implantacijos viena pacienté turéjo antikiiny pries
ZLA antigenus, keturiems pacientams pasireiské sensi-
tizacija po transplantacijos. Yra Zinoma, kad recipiento
serume cirkuliuojantys antikiinai pries ZLA antigenus
yra vienas svarbiausiy ankstyvo transplantato atmetimo
rizikos veiksniuy [3, 4, 26, 27]. §e§iq $irdZiy donorai su
recipientu (28,6 %) buvo ABO suderinamos kraujo
grupés, dviem moterims buvo persodinta vyro Sirdis,
o keturiems vyrams - moters. [verting visus i$vardytus
persodinty organy imunogeniskuma didinancius veiks-
nius, manome, kad 7 % didesnis {iminiy atmetimuy
daznis tirtoje grupé, palyginti su tarptautine praktika,
yra pateisinamas.

Sugreting imuninés aktyvacijos Zymenuy kitimg su
endomiokardo biopsijos tyrimy rezultatais, visiems li-
goniams po $irdies transplantacijos nustatéme ta pacia
pavir$iniy Zymeny, kitimo tendencija vykstant atmeti-
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mui — reik$mingg T limfocity aktyvacija, ypa¢ citotok-
siniy limfocity potipio.

Endomiokardo biopsija, iSlickanti aukso standartu,
néra idealus tyrimo budas ne tik dél invazyvumo, bet
ir dél reikmingo variabilumo atkartojant ir interpre-
tuojant tyrima, ypac atliekant ji skirtinguose centruose,
todél intensyviai ieSkoma papildomy Gminio atmetimo
nustatymo metody. Imunosupresoriy, dozavimas pagal
vaistiniy preparaty koncentracijas leidZia mazinti nepa-
geidaujama poveikj, bet ne visada atspindi recipiento
imuninés sistemos bukle. 2002 metais JAV Maisto ir
vaisty kontrolés administracija patvirtino tyrimo sis-
tema ImmunoKnow™. Atliekant §j tyrima, pagal ade-
nozintrifosfato gamybg vertinamas T helperiy atsakas
i mitogeninj stimulg. Tyrimas leidzia nustatyti, kuriy
recipienty imuninis atsakas yra blogas (t. y. yra dides-
né infekeiniy komplikacijy rizika), bet patikimas rysys
tarp gero atsako ir atmetimo dar nepatvirtintas [2].

Taikant imunosupresijg nuolat stengiamasi islaikyti
pusiausvyra: iSvengti atmetimo ir kartu vengti didinti
vaisty dozes mazinant infekcijos galimybe ir nepagei-
daujama vaisty poveikj [5]. Nors miisy atliktas tyrimas
turi triakumy — yra atliktas retrospektyviai ir remiasi tik
vieno centro duomenimis, manome, kad imunosupre-
sijos adekvatumo vertinimas pagal T limfocity — laste-
liu, kuriy funkcijai slopinti skiriami imunosupresiniai
preparatai, — aktyvuma yra tinkamas metodas individu-
alizuoti gydyma. Vertinant imuninius rodiklius reikia
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