Oponentsky posudek na disertaéni praci MUDr. Lenky Hoskové
Experimentalni a klinické aspekty nefrotoxicity kalcineurinovych
inhibitoru
Piedlozena doktorandska prace zpracovava problematiku kalcineurinové nefrotoxicity a to jak
v experimentu, tak v klinické praxi, kde je zakladem klinicka randomizovana studie u pacientfi
po transplantaci srdce.
Formdlng¢ je price tvofena témito oddily, souhrnem, teoretickym tuvodem, vlastni
experimentalni praci s diskuzi, vlastni klinickou praci s diskuzi, zdvérem a literaturou. Na zavér
literatury je podan vycet praci autorky, ze kterych disertace vychazi.
V vodu je piehledné rozvedena problematika imunosuprese po transplantaci srdce, véetné
jejich nezadoucich ucinki, zejména nefrotoxicity. Jsou rozebrany jednotlivé patofyziologické
mechanizmy, které se na nefrotoxicité podileji: renin-angiotenzinovy systém, sympaticky
nervovy systém, endotelinovy systém, oxidaéni stres ¢i transport sodiku v ledvinach. Naopak
oxid dusnaty plsobi protektivné. Samostatné je rozebrana problematika hypertenze po
transplantaci srdce a moZnosti jeji 1é¢by.
Vlastni praci tvoii celkem 82 stranek, dalich 9 stranek je literatura s uvedenim 173 citaci, déle
27 obrazkii a 5 tabulek. Prace vychazi ze 3 prvoautorskych publikacich v ¢asopisech s IF:
Hypertension Research (IF 2,658), Annals of Transplantation (IF 1,252) a Physiological
Research (IF 1,643).

Cile préce:
1. experimentalni ¢ast:
- srovnani podavani dvou zplisobli kombinaéni 1é¢by potencované podavanim CNI
v experimentdlnim modelu hypertenznich a normotenznich potkant s progresivnim postiZzenim
ledvin
- ovefit, zda-li dualni inhibice RAS zmirni rozvoj nefrotoxicity u potkanti, kterym byl podavén
takrolimus. Ke srovnani byl pouZit kombina¢ni reZim betablokatoru a kalciového antagonisty.
2. klinicka c¢ast:
- ovefit, zda biomarkery jsou uZitetné pro diagnostiku a predikci ledvinného poskozeni
v ¢asném pooperaénim obdobi
- zjistit, zda kombinace antihypertenziv s dudlni blokddou RAS bude stejné G¢innd v kontrole

krevniho tlaku jako standardni rezimy



- posoudit, zda-li u€inna kombinaé¢ni lé¢ba hypertenze ( dualni inhibice RAS nebo standardni
kombinace) povede ke zmiméni progrese chronického onemocnéni ledvin u pacienti

s dlouhodobou imunosupresivni profylaxi.

Experimentdlni &ast
Metodika:

Studie byla provedena celkem na 78 krysich samcich. Tento soubor byl rozd&len na hypertenzni

(HT) a normotenzni (NT), ktefi byli déle randomizovani k poddvéni takrolimu nebo kontroly.
Opét tato ramena byla déle rozdélena na lé&bu kombinaéni (amlodipintmetoprolol), dudlni
blokada RAAS ( perindopril+losartan) a kontroly. Celkem tak bylo vytvofeno 12 skupin po 6
nebo 8 zvitatech. Kazdé 4 tydny byly provadény odbéry kreastininu a stanovena albuminurie,
celkové sledovani bylo 4 mésice. Poté byla zvifata dekapitovana a stanoveny hladiny
plazmatické reninové aktivity, plazmatické a rendlni hladiny angiotenzinu II a histologické
zpracovani. Byl hodnocen glomeruloskleroticky index (GSI) a tubulointersticialni poskozeni
(TIP). 'V dalsi fazi pokusu byl sledovan vliv takrolimu na expresi mRNA pro renin a
angiotenzinogen.

Vysledky:

u NT potkand se TKS v priibéhu experimentu neménil, u HT bez 1é¢by vzriistal. U skupiny
s podavani takrolimu doslo ke vzristu TKS, jak u NT, tak u HT potkant. Lé¢ba amlodipinem
s metoprololem vedla pfi podavani takrolimu u HT i NT potkanii ke sniZeni TKS, avsak dudlni
inhibice RAS ( perindopril+losartan) vedla k vyrazngjsimu snizeni TKS u HT potkanti
s takrolimem.

Hladina plasmatického kreatininu se u NT i HT potkan(i s podévanim takrolimu zvysila, pi
podavani obou typl antihypertenzni medikace doslo k jejimu poklesu.

Albuminurie byla v&t3{ u HT neZ u NT krys. K vyznamnému sniZeni albuminurie vedla
kombinace dudlni antihypertenzni 1é¢by, ne standardni. Pokles albuminurie byl patrny i v obou
skupindch s takrolimem a dualni blokddou RAS, nikoliv se standardni 1é¢bou.

Cirkulujici angiotenzin II nebyl rozdilny mezi kontrolami NT nebo HT krys, ani pii podani
takrolimu. Rendlni angiotensin II se neli§il mezi NT a HT kontrolami, bylo vak patrné
statisticky vyznamné zvySeni u NT a HT skupin s pod4vanim takrolimu. Pokud dostavali NT i
HT potkani s takrolimem dudlni blokadu, doslo k signifikantnimu sniZeni renalniho
angiotenzinu I1. Standardni antihypertenzni 1é¢ba hladinu rendlniho angiotenzinu IT neovlivnila.
Pii histologickém vy3etfeni bylo vyznamné vy3§i sklerotické i intersticialni postiZeni mezi NT

a HT a to jak u kontrol, tak pfi poddvani takrolimu. Pfi podavani takrolimu doglo jak u NT, tak



u HT skupiny k nariistu poskozeni. Pouze dudalni antihypertenzni lé¢ba zlepsila oboji typ
renéalniho postiZeni ( sklerotickych i tubulointersticialnich zmén).

Takrolimus nevedl ke zvySeni plasmatické hladiny reninu & ke zvySené expresi mRNA
angiotenzinogenu v jatrech. Podavani takrolimu v8ak vedlo ke zvySené expresi mRNA pro-
reninu a angiotenzinogenu v ledvinach a to jak u NT, tak HT skupiny.

Shrnuti experimentalni ¢asti:

Dlouhodobé poddvdni takrolimu vede k rozvoji arterialni hypertenze a postizeni ledvin, a to jak
u NT, tak u HT kmene predevsim v disledku zvySené aktivity RAS v ledvinach potvrzené
zvySenou expresi mRNA pro-reninu angiotenzinogenu. Podani dualni inhibice RAS vedlo
k u¢inné 1écbeé hypertenze a zmirnéni nefrotoxicity, nejenom u NT, ale zejména i u HT kmenti
pfi podani takrolimu. Kombinace betablokator a blokétor vapnikového kandlu sice také G¢inné

snizovala krevni tlak, ale vliv na nefrotoxicitu vystupiiovanou poddvanim takrolimu, neméla.

Klinick4 ¢ast

Vliv_imunosuprese na rozvoj akutniho pos$kozeni ledvin po transplantaci a moZnosti &asné

diagnostiky
Metodika:

Do souboru bylo zafazeno 117 pacienti ¢asné po transplantaci srdce. Byli rozdéleni na ty,
ktefi méli akutni poskozeni ledvin (AKI) definované jako zvySeni kreatininu nad 50% nebo
nutnost pouziti elimina¢ni metody, a pacienty bez AKI. Byly odebirdny sérové hladiny
kreatininu a cystatinu C, z mo¢&i byl stanoven NGAL, alfa-1- mikroglobulin a albuminurie.
Laboratorni sledovani bylo 30 dnti a déle zjisténa jednoleta mortalita.

Vysledky: |

Skupinu s AKI tvofilo 30 pacienti, bez AKI 87. Pacienti s AKI méli t€Z8i potransplantadni
pribeh, méli Castéji implantovanou pravostrannou srdeéni podporu nebo VA-ECMO, astéjsi
infekéni komplikace a revizi krvaceni z rany a del$i hospitalizaci na ARK.

V diagnostice AKI byl nejlepsi ze sledovanych parametr cystatin C, ktery se zvysil jiz 3
hodiny po operaci a toto statisticky vyznamné zvySeni trvalo 7. i 30. den. ZvySeni cystatinu C
7.den po operaci bylo spojeno se zhor§enym jednoletym prezivanim. Naopak u vySetiteni NGAL

nebyl jasny vztah k predikci AKI prokazan.

Klinické ¢ast



Utinky duélni blokady RAS systému ve srovnani s konvenéni kombinaci antihypertenziv na

kontrolu krevniho tlaku a chronickou nefrotoxicitu vyvolanou takrolimem u pacientli po

transplantaci srdce

Metodika:

Do studie byli zafazeni pacienti po transplantaci s rozvojem arterialni hypertenze definované
jako TK > 150/90 mm Hg. Celkem bylo randomizovano 84 pacienti. 44 dostévalo standardni
kombinaci antihypertenziv (skupina 1), 40 pacientd dudlni blokddu RAS ( perindopril
+losartan) (skupina 2). 9 pacientt ze skupiny 2 bylo vyfazeno, z toho 2 pro intoleranci ACEi.
7 téZe skupiny bylo v pribehu sledovani vytazeno dalSich 5 pacientii: 2 pro hypotenzi, 1 pro
zhorSeni rendlnich funkci a 2 pro hyperkalémii.

Ve skupin€ 1 zahrnovala kombinaéni 1ééba podani kalciového antagonisty ( amlodipin) a /nebo
betablokator ( metoprolol) a/nebo diuretikum a/nebo ACEi ( perindopril). Ve skuping 2 byla
lé¢ba zahdjena ACEi perindoprilem, pfidan blokator receptorul pro angiotenzin2 ( losartan) a
pokud nebylo dosazeno cilovych hodnot, tak byl ptidan amlodipin, metoprolol nebo furosemid.
Mirou u€innosti bylo dosazeni cilovych hodnot 130/85 mm Hg.

Byly provadény odbéry krve na stanoveni hladin kalia, kreatininu, cystatinu C a hladiny
takrolimu. Z moci byla stanovena albuminurie a alfa-1-mikroglobulin.

Vysledky:

Studii dokonéilo 42 pacientl ve skupiné 1 a pouze 26 ve skupiné 2. V obou skupinach doslo
ke statisticky vyznamnému poklesu TK oproti randomizaci. Nebyl rozdil v poklesu TKS ani
TKD mezi obéma rezimy. Ve skupiné 1 ( stand. 1é¢ba hypertenze) byl vysoky pocet pacient
s terapii ACEi+BB ( 20,4%) , kombinaci 3-4 AHT potiebovalo 21%. Tedy zadanou standardni
dvojkombinaci mé&lo pouze 45%. Ve skupiné 2 mélo duélni blokadu RAS pouze 42,3%, 3-4
kombinaci antihypertenziv mélo 50% pacientl- tedy vice nez ve skupiné 1.

Davky jednotlivych [ékii se v obou skupindch statisticky vyznamné nelidily. U skupiny 1 byl
perindopril vysazen pro NU u 2 pacientii ze 44, zatimco u skupiny 2 pro NU z blokady RAS
muselo ukoncit studii 5 pacientd ze 31. Nebyly vyznamnéj$i rozdily v doprovodné
imunosupresivni lé¢bé a hladiny takrolimu byly u obou skupin srovnatelné.

Vliv kombinacni 1é¢by hypertenze na rendlni funkce:

Ve skupiné 1 se hodnoty kreatininu oproti randomizaci zvysily, zatimco ve skupiné 2 ke zvy$eni
nedoSlo. Rozdil mezi skupinami byl statisticky vyznamny.

Glomerularni filtrace se snizila u obou skupin, ale statisticky vyznamné vice u skupiny 1.
Albuminurie byla vyznamné nizsi u skupiny 2 nez u skupiny 1. Hladiny alfa-1-mikroglobulinu

v moci byly u skupiny 2 po celou dobu niz3i nez u skupiny|, statisticky vyznamné v 18 a 24



mésici. RovnéZ hodnoty cystatinu C byly niZ$i u skupiny 2, statisticky vyznamné pouze ve 12.
mésici. Na konci 2letého sledovani bylo chronické onemocnéni ledvin pfitomné u 74% pacienti
skupiny 1, ale pouze u 35% skupiny 2. (p< 0,001) Hodnoty drasliku se mezi obéma lé¢ebnymi
rezimy nelisily.

Shrnuti klinické ¢asti:

Kombinace antihypertenziv zahrnujici dudlni blokddu RAS byla stejné G¢innd na sniZeni
krevniho tlaku pacientd po transplantaci srdce jako standardni rezimy. Dudlni blokdda RAS
vedla ke zmirnéni progrese chronického renalniho postizeni u pacientli s dlouhodobou

imunosupresi. To se projevilo niz8i albuminurii a niZz8im poklesem glomeruldmi filtrace.

Hodnoceni prace

Téma prace je vysoce aktudlni. Studie je celkové piehledna, cile jsou srozumitelné. Metody
pouzité¢ ve studii jsou relevantni. Statistické metody jsou adekvatni. Myslenka prace je
originalni. Zavéry jsou formalné v souladu s vyty¢enymi cili i s prezentovanymi vysledky.
Experimentalni ¢ast prace vytvaii teoreticky predpoklad ke klinické ¢asti prace a cela prace tak
vytvaii komplexni celek. Dokazuje, Ze takrolimus se podili na nefrotoxicité zejména aktivaci
intrarenalntho systému RAS. Dalsim pozitivem je, Ze prace ma praktické klinické vystupy:
1.Méfeni cystatinu C Casné po operaci by mohlo identifikovat pacienty s rizikem rendlniho
poskozeni. To mé prakticky vyznam pro odloZené podavani imunosupresiv nebo snizeni jejich
davky.

2. Kombina¢ni lé¢ba dualni blokadou RAS je G¢inna a ma nefroprotektivni efekt. Je metodou

volby u pacientli po transplantaci srdce za predpokladu sledovani mozZnych nezddoucich Géinkda.

Pfipominky

V experimentalni vétvi nebylo provedeno srovnani kombina¢ni 1ééby blokady RAS a
samostatné lécby ACEi a AT2 blokatoru.

Zmény kreatininu pfi podavani takrolimu u NT a HT krys by si zaslouzily samostatny obrazek,
tak jako je u v3ech dalSich hodnocenych parametrii ( albuminurie, TKS, histol. zmény atd).
Na str. 67 v klicovych obr.3a a 3b jsou pouzity v kolaéovych grafech pro skupinu 1 jiné barvy
pro stejné lékové skupiny pii srovnavani zahdjeni 1é¢by a po 24 mésicich- to ptisobi matoucim
zptsobem a nepfehledné. Pro skupinu 2 je naopak barevné ¢lenéni zachované.

V klinické ¢asti byl v dudlni inhibici RAS vysoky poéet pacient netolerujicich 1é¢bu- celkem
7 a zejména timto vlivem byli skupiny poéetné nevyrovnané: dokonceni studie 42 vs 26

pacientti.



Velmi pozitivné hodnotim ilustrativni histologické obrazky renalniho poskozeni u vsech 12

skupin v experimentalni ¢asti.

K praci mam nasledujici dotazy:

1. Jaky byl vliv srovnavanych typl antihypertenzni medikace na hodnoty kreatininu u HT
krys bez takrolimu?

2. Pro¢ byla zvolena pro definici hypertenze hodnota TK vice nez 150/90 mm Hg, kdyz
v doporucenich pro diagnostiku a 1é¢bu hypertenze je hodnota 140/90 mm Hg?

3. Pro¢ nebyla ¢asté&ji pouzivana kombinace ACEi a BVK ( blokator kalciovych kanalG?- je
v doporucenich jak pro HT, tak pro sledovani po OTS). V obr.3a pro skupinu 1 tato
dvojkombinace neni viibec uvedena.

4. Cim vysvétlujete, 7e hodnoty alfa-1-mikroglobulinu v mo&i byly nejvyssi v dobé

randomizace a v 6 mésici?

Souhrn hodnoceni

Disertaéni prace MUDr. Lenky Ho3kové je origindlnim vyzkumem na vysoce aktualni téma.
Je evidentni, Ze doktorandka je dobie obeznamena s nejnovéj§imi poznatky v oboru a Zze v ném
také dlouhd leta také pracuje. Patii k vyznamnym odbornikiim v transplanta¢ni kardiologii.
Prace vznikla na renomovaném pracovisti s precizné vypracovanou metodikou a pod odbornym
vedenim vysoce erudovaného skolitele.

Praci doporuéuji k obhajobé podle § 47 zdkona o VS pro diserta¢ni praci.

prof. MUDr. Lenka Spinarové, Ph.D, FESC
prednostka I. Interni kardioangiologické kliniky
FN u sv. Anny a LF MU, Brno
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