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1 ABSTRAKT

BK virus je pfic¢inou vzniku BK virové nefropatie (BKVN) u 1-10 % pacient( po transplantaci
ledviny. U zhruba 30-80 % pacientli po transplantaci ledviny dochazi k bezpfiznakové

reaktivaci BK viru, ktera nevede k rozvoji BK virové nefropatie.

Prvnim cilem této studie bylo provést monitoraci replikace BK viru v krvi a moci u pacientu
v prvnim roce po transplantaci ledviny. Byly zhodnoceny rizikové faktory a stanoveny
hrani¢ni hodnoty viremie a virurie pro rozvoj BKVN. Pozitivni BK virurie >10’ kopii/ml
a pozitivni BK viremie >10* kopii/ml se vyskytla u 25,8 %, resp. 5 % pacientd. U t¥ pacientd
z monitorovaci studie doslo k rozvoji BKVN. Pomoci ROC analyzy byly stanoveny hrani¢ni
hodnoty pro rozvoj BKVN na 10° kopii/ml séra pro BK viremii a 6,7x10” kopii/ml mo¢i pro BK

virurii.

Druhym cilem bylo stanovit expresni profil imunitnich gen( v biopsiich ledvin u tfi skupin
pacientl (pacienti s bezpfiznakovou virurii, pacienti s BKVN, kontrolni skupina bez reaktivace
viru). Bylo méfeno 90 gen( imunitni odpovédi metodou TagMan® low density array RT-
gPCR. Pacienti s bezptiznakovou virurii méli 5 rozdilné exprimovanych gen(i (CD3E, CD6S,
CCR2, ICAM-1, SKI; p<0,05) oproti kontrolni skupiné. Pacienti s rozvinutou BKVN vykazovali

odlisSnou expresi 33 z 90 mérenych genl oproti kontrolni skupiné.

Tretim cilem prace bylo zhodnotit incidenci, rizikové faktory a dlouhodobé vysledky pacient(

s vyznamnou BK viremii a biopticky ovéfenou BK virovou nefropatii v letech 2009 az 2018.

Incidence BKVN se u nasich pacientl pohybovala v rozmezi 3,5-6,4 % dle roku transplantace.
Vék darce, vék prijemce, doba na dialyze, doba studené ischemie ani typ a poradi
transplantace nebyly rizikovymi faktory pro vznik BKV infekce a BKVN (p>0,05). Preziti Stépl
cenzorované na umrti bylo vyznamné horsi jak u pacient( s BK viremii >10% takiu pacientd
s BKVN. Porovnani mezi BKVN pacienty se selhanym/neselhanym stépem ukazalo, Ze u
skupiny pacientl se selhanym Stépem byl vy3si podil pacient(l s: vy$si hladinou sérového

kreatininu v dobé diagndzy BKVN, vyssi BK viremii v dobé diagndzy, darci zenského pohlavi.

Klicova slova: BK virus, BKVN, transplantace ledviny, genova exprese



2 ABSTRACT

Polyoma BK virus is associated with graft dysfunction leading to BK viral nephropathy (BKVN)
in 1-10 % of kidney transplant recipients. Moreover about 30-80 % of kidney transplant
recipients experience asymptomatic reactivation of the virus that does not result in BKV

associated nephropathy of the renal allograft.

The first aim of this study was to monitor BK virus replication in the blood and urine of
patients within first year after transplantation. Risk factors were evaluated and limit values
for viremia and viruria for BKVN development were established. Positive BK viruria >10’
copies/ml and positive BK viremia >10* copies/ml occurred in 25.8 % and 5 %; respectively.
3 patients out of monitoring study developed BKVN. Using ROC analysis, limit values for the
development of BKVN were set at 10° copies/ml serum for BK viremia and 6.7x10’ copies/ml

BK viruria.

The second aim was to determine the expression profile of immune genes in kidney biopsies
in three groups of patients with varying degrees of BK virus reactivation (without virus
reactivation, with asymptomatic viruria, BKVN). 90 genes of immune response were
measured by the TagMan® low density array RT-qPCR. The analysis of biopsies from patients
with non-signalling viruses led to the identification of 5 differentially expressed genes (CD3E,
CD68, CCR2, ICAM-1, SKI, p<0.05). Compared with the control group, the BKVN group
showed a different expression of 33 of the 90 genes measured. The third aim was to
evaluate incidence, risk factors and treatment outcome in patients with BK polyomavirus
nephropathy (BKVN) diagnosis between 2009 and 2018. The incidence of BKVN in our
patients ranged from 3.5-6.4 % according to the year of transplantation. Donor age,
recipient age, dialysis time, cold ischemia time, and type and order of transplantation were
not risk factors for high BK viremia and BKVN (p>0.05). The survival of death-censored grafts
was significantly worse in both BK viremia >10* and BKVN patients. Comparison between
BKVN patients with failed/non-failed grafts showed that the proportion of patients with
higher serum creatinine at the time of diagnosis of BKVN, higher BK viremia at the time of

diagnosis and female donors was higher in the failed graft group.

Key words: BK virus, BKVN, kidney transplantation, gene expression
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3 UvoD

BK polyomavirus je plvodcem bézinych détskych infekci. Po primoinfekci perzistuje
v renalnich tubuldrnich bunikdch a v uroepitelu, kde béiné neplsobi komplikace.
U imunosuprimovanych pacientll po transplantaci ledviny muize byt pfi¢inou zavazinych
komplikaci, nejcastéji ve formé BK virové nefropatie (Novotna & Viklicky, 2008). Tento
zakladni prehled popisuje transplantaci ledviny a jeji komplikace, vlastnosti BK viru a BK

virovou nefropatii.

3.1 Transplantace ledvin

Prvni Uspésna transplantace (Tx) ledviny byla vIKEM provedena vroce 1966, kdy byla
pacientu Karlu Pavlikovi transplantovana ledvina od jeho matky (Viklicky, Janousek, & Balaz,
2008). Dnes zije v Ceské republice asi 4500 pacientd s transplantovanou ledvinou a kazdy rok
je provedeno zhruba 500 novych Tx ledviny (z nichZ vice nez polovina je provadéna v IKEM).
Kratkodobé vysledky transplantaci jsou vyborné, jednorocni prezivani stépl ledvin dosahuje
95 %. Hlavni prekazky zlepseni dlouhodobého prezivani Stépl se ale v poslednich letech
nedafi pfekonat a pouze 50-70 % transplantovanych ledvin je funkénich po 10 letech (Tong
et al., 2016). Horsi dlouhodobé vysledky transplantaci jsou ovlivnény na jedné strané
pritomnosti chronické rejekce, na druhé strané komplikacemi dlouhodobé imunosupresivni

lécby (Viklicky, 2010).

3.2 Imunosupresivni [écba po transplantaci ledviny a jeji komplikace

Imunosupresivni Ié¢ba chrani organ proti odhojeni imunitnim systémem pfijemce. Pro pfijeti
a spravné fungovani transplantovaného organu musi pacient uzivat imunosupresivni léky po

celou dobu, kdy je stép funkéni (Burgelova, 2011).

Bé&Znd imunosupresiva snizuji pocet imunitnich bunék, redukuji produkci cytokin(, deaktivuji
T lymfocyty, méni migraci a proliferaci lymfocytl a dalSich imunokompetentnich bunék.
Typicky pacient po transplantaci ledviny dostdva pfed a béhem transplantace indukéni
imunosupresivni [é¢bu a naslednou udrzovaci imunosupresivni [éCbu. V pripadé rejekce pak

antirejekéni 1é€bu (Viklicky, 2010).
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Indukéni imunosupresivni rezim je pouzivan k intenzivni imunosupresi bezprostfedné pred
a béhem prvnich dnll po transplantaci. Jeho cilem je zabranit rejekci stépu v obdobi, kdy je
imunitni odpovéd na aloantigen nejintenzivnéjsi. VSichni pacienti obdrzi methylprednisolon.
Dale se k indukci vyuZivaji protilatky polyklondlni (napf. antithymocytarni imunoglobulin) a
monoklonalni (napt. anti CD25-basiliximab), které eliminuji efektorové T-lymfocyty nebo

blokuji jejich funkci (Burgelova, 2011).

UdrZovaci imunosupresivni rezim se sklada vétSinou z trojkombinace léCiv, ktera zahrnuje
inhibitor kalcineurinu (cyklosporin A, takrolimus), inhibitor syntézy purind mofetil-
mykofenoldt a kortikosteroidy, alternativou jsou inhibitory mTOR (sirolimus,

everolimus) (Viklicky, 2010).

Antirejekcni 1écba je ndrazova a pouziva se k potlaéeni vzniklé rejekce. V pfipadé celularni
rejekce jsou podavany pulzni davky steroidl a v pripadé neuspéchu této IéCby nebo
v pfipadé tézkého poskozeni stépu pak antithymocytdrni imunoglobulin. Humoralni rejekce
se |é¢i plazmaferézami aintravendznimi imunoglobuliny (IVIG), v posledni dobé se téz
vyuziva anti-CD20 monoklondlni protilatka. Dlouhodoba imunosuprese je zatizena vyskytem
mnoha vedlejSich ucinkl, jakymi jsou infekce, kardiovaskularni komplikace, nefrotoxicita

a nezanedbatelné riziko vzniku malignit (Halloran, 2004; Viklicky, 2010).

3.3 Infekéni komplikace po transplantaci ledviny

DozZivotni imunosuprese je spojena s vysokym rizikem infekénich komplikaci. Ty jsou
nejéastéjsi pri¢inou morbidity a mortality po transplantaci. Vyskyt infekénich komplikaci se
tradi¢né déli podle ¢asové osy na 3 obdobi, ¢asné (1. mésic po Tx ledviny), stfedni (2.-
6. mésic po Tx ledviny) a pozdni (déle nez 6 mésict po Tx ledviny) (Karuthu & Blumberg,

2012).

V ¢asném obdobi (do 4 tydnl po Tx ledviny) je vyskyt infekénich komplikaci podobny jako
ujinych pacientd po chirurgickém vykonu. Z bakteridlnich infekci se jednd nejcastéji
o infekce mocového traktu, zdnéty plic, infekce v oblasti chirurgické rany a septické stavy.
Z vir(i se v prvnich 4 tydnech mohou reaktivovat herpetické viry HSV-1 a HSV-2. Chirurgické
komplikace (lymfokéla, hematomy, leak z oblasti ureteralni anastomazy), pfitomnost akutni

rejekce nebo dysfunkce stépu dale zvysuji riziko vyskytu infekci.
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Mezi 2. a 6. mésicem po transplantaci jsou nejcastéjsSi oportunni infekce. Z bakteridlnich
plvodcl infekci se jednda nejcastéji o clostridium difficile, nocardie, listerie, ale i
mykobaktérie. Z virovych plivodcl jde zejména o cytomegalovirus (CMV), polyoma BK virus,

EBV, ostatni herpetické viry a adenoviry. Nezanedbatelny podil tvofi infekce mykotické.

Pozdni vyskyt infekci po 6. mésici od transplantace casto souvisi s funkci Stépu. Vyskyt
infekci u této skupiny je obdobny jako u zdravé populace. Rizikovou skupinou jsou pacienti
s nefunkénimi Stépy, pacienti s opakovanymi epizodami akutnich rejekci ¢i chronickou
rejekci, u kterych dochazi vétSinou k intenzifikaci imunosupresivni terapie (Fishman, 2009;

Viklicky, 2010).

3.4 Virové infekce po transplantaci ledviny

Oportunni virové infekce se nejcastéji objevuji mezi 1. a 6. mésicem po transplantaci, kdy
dochazi k nejintenzivnéjsi imunosupresi (Viklicky, 2010). Tabulka 1 uvadi pfehled plvodcu

nejcastéjsich virovych infekci po Tx ledviny.

Tabulka 1. Nejcastéjsi pavodci virovych infekci po transplantaci ledviny.
Prevzato z (Ethem, Ahmet, Muhammed Taha, & Omer Faruk, 2018)

Herpes simplex virus (HSV)

Varicella zoster virus (VZV)

Epstein-Barr virus (EBV)

Cytomegalovirus (CMV)

Human herpes virus 6,7,8 (HHV)

Human T-lymphotropic virus 1 a 2 (HTLV)
Human papillomavirus (HPV)

Parvovirus B19

Polyomavirus BK/JC

Adenovirus

Respiratory syncial virus (RSV)
Coronavirus

Hepatitis B virus, Hepatitis C virus (HBV, HCV)
West nile virus (WNV)

Influenza and parainfluenza viruses
Rabies virus

Rhinovirus
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4 BK POLYOMAVIRUS

BK virus (BKV) patfi do celedi Polyomaviridae. Doposud bylo popsédno vice nez 70 druht
polyomavirt, schopnych infikovat minimalné 8 druh( savc(l (Feltkamp, Kazem, van der
Meijden, Lauber, & Gorbalenya, 2013). Polyomaviry jsou dle Baltimorovy klasifikace rfazeny
do skupiny I. (viry s dvouvlaknovou DNA) a jsou dle aminokyselinové sekvence velkého LTag
déleny do 4 rodu, BK virus nalezi k rodu Betapolyomavirus (Moens et al., 2017). Infekce BK
virem byla poprvé popsana u pacienta s ureteralni stendzou v roce 1971. Virus byl oznacen
pismeny BK dle inicial tohoto 39letého sudanského pacienta (Gardner, Field, Coleman, &

Hulme, 1971).

4.1 Prevalence a zpusob pfenosu

BKV nema zvifeciho hostitele, k pfenosu dochazi pouze z ¢lovéka na clovéka (Moriyama &
Sorokin, 2009). Popsan byl prenos vzdusSnou cestou, orofekdlni prenos a znam je
i transplacentalni pfenos z matky na plod (Ambalathingal, Francis, Smyth, Smith, & Khanna,

2017).

PFiblizné u 80-90 % béiné populace je mozno detekovat protilatky proti BKV. K primarni
infekci dochazi v détstvi. Primoinfekce BKV v détstvi se projevuje jako infekce hornich cest
dychacich, ojedinéle se vyskytuje s akutni cystitidou a hematurii. Ve 3 letech ma 50 % déti
detekovatelné protilatky proti BKV a v 10 letech jiz vétSina (Knowles, 2006). Pfedpoklada se,
Ze primarni infekce probiha v mandlich a z nich se pak virus Sifi infikovanymi monocyty do
dalSich orgdni. Virus se stava latentnim a preZiva zejména v urindrnim epitelu (Dall &
Hariharan, 2008). Pfitomnost BKV sekvenci byla popsana i v mnoha dalSich organech
a tkanich (krev, mozek, jatra, zaludek, genitalie, semeno, pokozka, lymfatické uzliny) (Abend,
Jiang, & Imperiale, 2009). K reaktivaci a nizkému stupni replikace s bezptiznakovou virurii

dochazi u zhruba 5 % zdravé populace (Hans H Hirsch, 2005).

Reaktivace BKV byla kromé pacientl po transplantaci ledviny popsana u pacientd po Tx
hematopoetickych kmenovych bunék, u ostatnich nerenalnich transplantaci solidnich

organl, u pacientd s HIV, u pacientd s lupus erythematodes, u Wiskottova-Aldrichova
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syndromu, uimunodeficience s hyper-IgM, uHodgkinovy choroby a u pacientd

s roztrousenou sklerézou, lé¢enych natalizumabem (Lamarche et al., 2016).

4.2 Struktura viru

BKV je neobaleny virus, T=7d ikozaedralniho tvaru, o velikosti 40 az 44 nm. Vnéjsi obal
polyomavirové kapsidy se skldadd z360 molekul hlavniho kapsidového proteinu VP1,
organizovanych do 72 vy¢nivajicich kapsomer. 12 kapsomer je pentavalentnich a 60
hexavalentnich. Kaidy pentamer VP1 je spojen s jedinou kopii vedlejSiho konstrukéniho
proteinu VP2 nebo VP3. VP1 je jedinym VP exponovanym na vnéjSim obalu virionu a jsou
vném malé ryhy, které interaguji s hostitelskymi celularnimi receptory. VP2 a VP3 jsou
namifeny dovnitf virionu a pomahaiji stabilizaci virové ¢astice mimo hostitelskou bunku a pfi
zméné struktury kapsidy béhem vstupu do burky (De Gascun & Carr, 2013). Celd struktura je
stabilizovdna pomoci intra a inter pentamerickych disulfidickych vazeb a Ca?* kationtd.
Vycnivajici C-konce hlavnich kapsidovych proteinii VP1 umoZnuji spojeni sousednich
pentamer. V roce 2016 byl publikovan obrdzek struktury nativniho infekéniho BKV virionu,

ziskany pomoci kryo-elektronové mikroskopie (Obrazek 1.) (Hurdiss et al., 2016).
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VP1 pentamer VP1 VP2 or VP3 dsDNA

Obrazek 1. Struktura BK viru. Zobrazeni struktury BK viru pomoci kryo-elektronové
mikroskopie. (A) Vnéjsi pohled na virion. V rdmecku je zvyraznén pentametr z VP1 protein(.
(B) Znazornéni organizace dsDNA genomu BK viru. Pohled na vzorek o tloustce 40 A.
Prevzato z (Helle et al., 2017).
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4.3 Organizace genomu, transkripce a replikace

Genom BKV (Obrazek 2.) predstavuje cirkuldrni dvousroubovicovda molekula DNA obsahujici
5300 pard bazi. Genomova architektura BKV je stalda a skldda se ze tfi regiona: tzv.

nekédujiciho kontrolniho regionu (NCCR), regionu ¢asnych gen( a regionu pozdnich gen.

NCCR je hypervariabilni region, na kterém jsou umisténa vazebna mista pro bunécné
regulacni faktory (Ambalathingal et al., 2017). NCCR kontroluje virovou replikaci
a transkripci, zahrnuje oblast replikace, transkripéni promotorovy region a zesilovac
transkripce. V regionu ¢asnych gen( jsou kédovany ,,maly tumorovy antigen” (STAg), ,velky
tumorovy antigen” (LTAg) a ,,zkraceny TAg” (truncTAg), které jsou exprimovany alternativné
sestfizenymi mRNA brzy po infekci hostitelské buriky (Helle et al., 2017; Hans H Hirsch,
2005).

Vregionu pozdnich genl jsou kddovany tfi strukturalni kapsidové proteiny, virovy
protein 1 (VP1), VP2, VP3 a nestrukturdlni agnoprotein. U BKV se predpokladd i existence
VP4 (viroporin). V regionu pozdnich gen(l je kdédovana i virovd miRNA, ktera obsahuje
sekvence komplementdrni k rané oblasti mRNA kédujici velky tumorovy antigen a maly
tumorovy antigen (Daniels, Sadowicz, & Hebert, 2007; Henriksen, Hansen, Bruun, & Rinaldo,

2016).

Pro transkripci jsou vyuZivany oba retézce DNA. K transkripci nejprve dochazi na jednom
vldkné DNA, v jednom sméru. Tato transkripce vede k tvorbé mRNA kddujici ¢asné geny
LTAg, STAg. Polyomavirova replikace je zasadné zavisla na bunéénych faktorech hostitelské
buniky (Moens et al., 2017). LTAg je multifunkénim reguldtorem polyomavirové transkripce
a replikace. Otevreny ¢teci rdmec je umistén uprostied genomu, replikace tak maze probihat
obousmérné (Hans H Hirsch, 2005). LTAg se také ucastni interakce s proteiny hostitelské
buriky, ziskdva faktory potiebné pro replikaci viru. Vazbou na tumor supresorové proteiny

Rb, p107, p130 a p53 zplsobuje vstup buriky do S faze bunécného cyklu (Helle et al., 2017).

BKV je na zakladé rozdil( v nesynonymnich nukleotidovych polymorfismech VP1 klasifikovan

do ¢tyr zakladnich séro/genotypu:
= skupina | kdduje prototyp kmen( Dunlop (Dun), MM a GS; celosvétové nejrozsirené;jsi

= skupina Il kéduje kmen SB; velmi malo rozsifeny
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= skupina lll kéduje kmen AS; velmi malo rozsiteny
= skupina IV kdéduje kmen MG; rozsifeny zejména ve Vychodni Asii a Evropé (Dall &
Hariharan, 2008)

Fylogenetickd analyza dale identifikovala 4 podskupiny skupiny | (la, | b-1, Ib-2 a Ic) a
6 podskupin skupiny IV (IVa-1, IVa-2, IVb-1, IVb-2, IVc-1 a IVc-2) (Sawinski & Goral, 2014).

Kromé rozdéleni dle polymorfismi ve VP1 lze také rozliSovat podle odliSnosti v NCCR
regionu, a to na archetyp (ww) a zménéné varianty (rr ,rearanged”) (Ambalathingal et al.,
2017). Neexistuje zadna jasna souvislost mezi vyluCovanim konkrétniho subtypu BKV

a onemocnénim u lidi. Ani imunodeficit nema dopad na vylu¢ovani konkrétniho subtypu BKV

(De Gascun & Carr, 2013).

'Drlgln ~

/ Mon-coding
/ region

Polyomavirus

uoiba aie

Obrazek 2. Schéma prototypového genomu polyomaviru. Oteviené c¢teci ramce ¢asného
a pozdniho regionu jsou zndzornény Sipkami s alternativnim sestfihem zdUraznénym
jednotlivymi barvami vyslednych produktl. Transkripce ¢asné (Early region) i pozdni (Late
region) mRNA zacina v ORI (Origin of replication), ktery je ulozen v NCCR (Non-coding
region). Pfevzato z (Decaprio & Garcea, 2013).
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4.4 Pohyb burikou

Pfirozenym cilem BKV jsou epitelidlni buriky renalnich proximdlnich tubuld (Moriyama,
Marquez, Wakatsuki, & Sorokin, 2007). Schéma vstupu BKV do buriky je znazornéno na
Obrazku 3.

Sialovany
GD1/GT1

receptor

Kaveolin

Fuze vius ER

Endoplazmaticke
retikulum

Jadro

Replikace virové D
£33
BKV DNA E
Casna ' Pozdni
transkripce ' transkripce |  EEEREE T I .
v : Nt 1
e : Slozeni viru
mMRNA ! E——
: —3
[==——=
Strukturaini proteiny
VP1 VP2 VP3
--------- —
>

T antigeny (st, LT)

Obrazek 3. Vstup do buriky a infekce. Ukazka mechanismu vstupu BKV do buriky, presun
burikou, vstup do endoplazmatického retikula a vstup do jadra. V bunééném jadru je genom
BK viru ulozen episomalné. Nejprve se prepisuji ¢asné geny, které nasledné ftidi prepis
pozdnich gen(. Prevzato z (Ambalathingal et al., 2017).

BKV se nespecificky vaze pomoci majoritniho VP1 proteinu na povrchové molekuly

obsahujici motiv a(2,3)-vdzané sialové kyseliny. Konkrétni receptory na povrchu cilovych
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bunék, které umoznuiji internalizaci viru, jsou GT1b a GD1b receptory (Masutani, Ninomiya,

& Randhawa, 2013; Moriyama et al., 2007).

BKV vyuziva ke vstupu do bunék kaveoly zprostfedkovanou endocytdzu. Vezikuly obsahujici
Castice BKV se uvnitf cytosolu pohybuji v zavislosti na mikrotubulech (Eash & Atwood, 2005).
Endosomy s viriony dale fuzuji s endoplazmatickym retikulem, kde dochazi k rozbaleni viru.
VP2 a VP3 zprostiedkovavaji vstup do jadra bunky. V bunécném jadre lidskych bunék zlstava
BK virovd DNA v episomalni podobé (Cubitt, 2006). V bunécném jadre probihd transkripce
a replikace viru. Dcefiné virové genomy jsou sbaleny pomoci histond (H2A, H2B, H3 a H4)
pochdzejicich z hostitelské bunky. Kapsidové proteiny BKV se syntetizuji v cytoplazmé bunky
a po jejich transportu do jadra dochdzi k sestaveni novych dcefinych virovych ¢astic (Helle et
al., 2017). Po sestaveni viru opousti dcefiné viry bunku a napadaji bunky sousedni. Na téchto
procesech se pravdépodobné podili i agnoprotein. Buriky napadené BKV vétSinou umiraji
mechanismem nekrdzy, nikoliv apoptédzy (Lamarche et al., 2016). Pfimo v ledviné vede tento

proces k rozvoji BK virové nefropatie (Moens et al., 2017).
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5 BK VIROVA NEFROPATIE

BK virovd nefropatie (BKVN) je histopatologickd nebo ultrastrukturdlni pritomnost
cytopatologickych zmén, jez vede k tubulointersticidlni nefritidé a poskozeni transplantované
ledviny BK virem (C B Drachenberg, Hirsch, Ramos, & Papadimitriou, 2005). Prvni pfipad
BKVN byl popsan vroce 1995, 24 let po objevu BKV. V nasledujicich letech byl evidovan
postupny narust incidence z1 % v roce 1995 na 1-10 % pacientl po transplantaci ledviny
v prvni dekadé 21. stoleti. U vétSiny pacientl je BKVN diagnostikovana béhem prvniho roku
po transplantaci, pfiblizné 25 % je diagnostikovano pozdéji. Ztrata Stépu u pacientd s BKVN
se u jednotlivych studii lisi, a to od 0 do vice nez 10 % (Hans H Hirsch et al., 2005; Nickeleit &
Mihatsch, 2006).

5.1 Rizikové faktory BKVN

Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem rozvoje BKV infekce a nasledné BKVN je mira
imunosupresivni 1é¢by. Avsak ne u vSech pacientll s vysokou davkou imunosuprese dochazi
k rozvoji BKVN. Proto zasadni roli v rozvoji BKVN jisté hraji dalsi pridruzené rizikové faktory,
stejné jako imunitni status pacienta (Brennan et al., 2005; Dall & Hariharan, 2008; Krejci,

Tichy, Bednarikova, Zamboch, & Zadrazil, 2018; Sawinski & Goral, 2014).

DalSimi uvadénymi rizikovymi faktory jsou: vyssi vék (Khamash et al., 2007), muzské pohlavi,
bilé etnikum, doba studené ischemie organu, serostatus darce/prijemce (Bohl et al., 2008),
absence darcovské HLA C7 alely (Bohl et al., 2005), pouziti JJ stentu, pocet HLA neshod mezi
ddrcem a prijemcem (Awadalla, Randhawa, Ruppert, Zeevi, & Duquesnoy, 2004), pfitomnost
komorbidit (diabetes mellitus a cytomegalovirova infekce), Uroven predchoziho poskozeni
Stépu (Dall & Hariharan, 2008), pocet predchozich akutnich rejekci a jejich 1é¢ba (Costa et al.,
2009). Prehled rizikovych faktoru je uveden na Obrazku 4.
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+  HLAneshody
+  ABO inkompatobolita
*  doba studené ischemie
+  pouziti uretralniho stentu
+  opozdény rozvoj funkce stépu
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Darce Pfijemce
«  séropozitivita . :;::-(onegativita
*+  Vvék .
+ absenceHLAC7 ¢ Opezita :
*  kadaveroznidarce , Imunosupresivni 1é€ba g'a;efs,me”'.tus il
«  BKuvirurie pred transplantaci - typasila oba stravena na dialyze

+  vysoké PRA

* Indukénilécba ) _
+  expozice steroidum

» antirejekéni lécba

Obrazek 4. Rizikové faktory pro vznik BKVN. Faktory, které zvysuji riziko vzniku BKV infekce,
mohou byt na strané darce, pfijemce, transplantovaného orgdnu a zejména pouzité lécby.

Imunosuprese

Vzhledem k tomu, Ze pred rokem 1995 byla BKVN diagnostikovana jen vzacné, je jeji zvySend
incidence od poloviny 90. let spojovana se zavedenim novych, u¢innéjsich imunosupresivnich
[éCiv, jakymi jsou takrolimus (Tac), mykofenolat-mofetil (MMF) a nékteré monoklondlni

a polyklondlni protilatky (Dall & Hariharan, 2008).

Zda se, ze nejdllezitéjsi roli hraje intenzita pouZité imunosuprese. Mezi jednotlivymi
imunosupresivnimi prepardty existuji rozdily, jak ve vyskytu replikace BKV, tak i rozvoje
BKVN (Brennan et al., 2005). Pacienti s intenzivnéjsi indukci antithymocytarnim globulinem
(ATG) mohou mit protrahovanou viremii a vyssi vyskyt BKVN oproti pacientim s indukci anti-
CD25. Vyssi viremie byla prokazdna i u pacient( s indukci alemtuzumabem (anti-CD52) oproti

pacientim s indukci basiliximabem (anti-CD20) (Pai et al., 2015).

Riziko rozvoje onemocnéni byva spojovano s pouZitim takrolimu v porovnani

s cyklosporinem a  MMF v porovnani s azathioprinem (Brennan et al., 2005).
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V randomizované klinické studii vykazovali pacienti léceni MMF vyznamné vyssi BK virurii
a vyskyt BKVN neZ pacienti v ostatnich skupinach (CsA, everolimus) (van Doesum et al.,
2017). Na druhou stranu existuji i studie, ve kterych bylo riziko viremie vyssi u pacient(
s imunosupresi CsA v porovnani s pacienty na velmi nizkych davkach Tac (Geddes et al.,
2011). Vznik BKVN byl popsan i u pacientd s dalSimi udrzovacimi imunosupresivnimi rezimy
(jiné kalcineurinové inhibitory, antimetabolity, mTOR inhibitory a kortikosteroidy) (Beimler,

Sommerer, & Zeier, 2007).

Rejekce a antirejekcni terapie

Pfedchozi akutni rejekce je uvadéna jako nezavisly rizikovy faktor pro vznik BK viremie
i BKVN. V literatufe jsou jako rizikové faktory uvedeny vSechny typy rejekci (T bunécna
rejekce, protilatkami zprostfedkovana rejekce i steroid-rezistentni rejekce). Vliv ptedchozi
rejekce maze spiSe souviset s jeji Iécbou neZz se samotnou prodélanou rejekci (Dadhania et
al., 2008). Popsana byla souvislost mezi poctem kortikosteroidnich pulzl, vznikem BK viremie
i BKVN (Hans H Hirsch et al., 2002). Je zndm pfipad rychlého selhani Stépu po stanoveni
mylné diagndzy akutni rejekce pfi BKVN a podani antilymfocytarniho imunoglobulinu (Hans

H Hirsch et al., 2005).

Poskozeni Stépu

U transplantaci ledvin dochazi k reaktivaci BKV ve vétsi mife nez u jinych transplantaci.
Zvaiuje se vliv poskozeni ledviny béhem manipulace, vliv opozdéného nastupu funkce stépu,
trvani studené ischémie a poskozeni pouzitim ureterdlniho JJ stentu (Dall & Hariharan,

2008).

Vliv faktort darce

Kombinace séropozitivni darce/séronegativni pfijemce zvysuje jak riziko vzniku viremie, tak
BKVN. Grellier a kolegové také nedavno popsali, Ze predtransplantaéni BK virurie u Zivého

darce vyznamneé zvysuje riziko vzniku BKV infekce u ptijemce (Grellier et al., 2018).

Vliv neshod HLA a ABO

Nékteré studie ukazuji na trend zvySeného poctu HLA-neshod mezi darci a pfijemci,

u kterych se vyvinula viremie (Hans H Hirsch et al., 2002). Bohl et al. vroce 2005 popsal

22



zavislost mezi pritomnosti BKV infekce a chybénim alely C7 jak u darce, tak ptijemce (Bohl et
al., 2008). Shoda v HLA-A2, B44 a DR15 muZe mit ochranny vliv proti BK viremii (Masutani et
al., 2013). Sharif a kol. uvadéji, ze pacienti s ABO inkompatibilitou mezi darcem a pfijemcem
maiji az 3krat vyssi riziko rozvoje BKVN ve srovnani s pacienty s inkompatibilitou pouze v HLA
(Sharif et al., 2012). Opét neni jasné, zda pricinou vyssiho rizika je zde sama inkompatibilita,

nebo takzvana desenzitizace pro inkompatibilitu (Thomas Schachtner, Stein, & Reinke, 2015).

BKV a CMV

CMV i BKV se mohou po primoinfekci stat latentnimi, a po transplantaci ledviny mlze dojit
k jejich reaktivaci. Dle Parka (S. B. Park et al., 2006) mlzZe polyomavirus navodit genovou
expresi CMV stimulaci bunécnych regulacnich proteinli nebo pomoci vlastnich regulacnich

protein(.

5.2 Diagnéza BKVN

Klinicky obraz BKVN

Infekce BK virem u pacientl po Tx ledviny probiha bez pfiznak(. Pacienti nevykazuji zadné ze
systémovych projevl virové infekce, a to ani pfi zvySenych hladinach BK viru v krvi a modi,
ani pfi BKVN onemocnéni. Jedinym ndlezem u pacientl s BKVN ¢asto byva zhorSeni funkce
Stépu a zvysSeni hladiny sérového kreatininu. Existuji i pacienti, u kterych jsou v dobé

diagnézy BKVN hladiny kreatininu v normé (Dall & Hariharan, 2008).

Cytologie moci ,vysetieni na decoy cells”

BKV infekce mlze byt prokazana pritomnosti tzv. ,,decoy bunék” v moci pacienta. Pri BKVN
dochazi k infekci distalnich segmentd tubull, sbérnych kanalkl a uroepitelu, nasledovanou
cytolytickymi zménami a tubuldrni destrukci. Infikované burnky se odluéuji a dostavaji se do

moci pacienta, kde mohou byt detekovany jako ,decoy buriky”.

,Decoy bunky” maji vyraznou morfologii, zvétSend jadra s virovymi inkluzemi. Vyhodami
vySetieni moc¢i na ,decoy bunky” jsou nizkd cena vySetieni, vysoka negativni prediktivni
hodnota (100 %) a schopnost ¢asné detekce jeSté pred rozvojem BKVN. Mezi nevyhody patfi
nizka specificita (pouze 25 % pozitivnich pacientl rozvine BKVN) a opozdéna clearance viru

zmodéi po l|écbé. Pokud decoy bunky pochazeji z uroepitelu, mohou silné zvétsend
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apozménénd jadra spolecné snepravidelnym tvarem bunék napodobovat zmeény

pozorované u neoplastickych bunék (Fogazzi, Cantu, & Saglimbeni, 2001).

Detekce pritomnosti BKV pomoci PCR

Cennym nastrojem detekce BKV DNA vplazmé, moci ¢i renadlni tkani je PCR.
Pritomnost/nepfitomnost viru lze potvrdit pomoci standardniho PCR, lze pouiZit
i senzitivnéjsi ,,nested PCR”. NejCastéji je vyuZivdno stanoveni presného poctu kopii viru

pomoci absolutni kvantifikace real time PCR (qPCR).

KDIGO doporucuje screening poctu kopii BKV u vSech pacientd po Tx ledviny v 1., 2., 3., 6.
a 12. mésici po Tx ledviny. Dale kdykoliv pfi renalni dysfunkci bez viditelné pficiny a vidy po
|écbé epizody akutni rejekce (Chapman, 2010). Metody stanoveni nejsou plné
standardizované a kazda laboratof je zavadi sama, stejné tak jako metody izolace virové
DNA. Definované hrani¢ni hodnoty 1x10’ kopii/ml mo¢i a 1x10* kopii/ml plazmy, tak maji

v rliznych laboratoftich odlisny prediktivni vyznam (Hans H Hirsch et al., 2005).

Vysetfeni mRNA z moci

Alternativni metodou sledovani BKV infekce je stanoveni mRNA BK virového kapsidového
proteinu 1 (VP1) z mocovych bunék. Pro toto neinvazivni vySetfeni byla popsana prahova

hodnota 6,5x10° VP1 mRNA/ng RNA jako vysoce prediktivni pro BKVN (Ding et al., 2002).

Vysetieni moci pomoci elektronové mikroskopie

Elektronova mikroskopie moci pacienta predstavuje dalsi z neinvazivnich metod potvrzeni
pfitomnosti BKV infekce. Singh a kol. vroce 2009 predstavili novou metodu sledovani
takzvanych PV-Haufen (viz Obrazek 5.), shluk( virovych ¢astic v moci pacienta. Pritomnost
a pocet shluki dokadze dobre odliSit pacienty s BKVN oproti pacientim pouze s viremii

(Harsharan K. Singh, Reisner, Derebail, Kozlowski, & Nickeleit, 2015).
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Obrazek 5. Obrazek shlukd ,,PV-Haufen” ze vzorku moci. Haufen predstavuji trojrozmérné
Castice obsahujici shluky virovych c¢astic slozené z Sesti nebo vice jednotlivych virion(
polyomaviru. Prevzato z (H. K. Singh et al., 2009).

Histologicka diagnéza z biopsie ledviny

Diagndza BKVN je definitivné stanovena az z histologického potvrzeni pfitomnosti BKV inkluzi
v tubularnich nebo glomerularnich burikdch epitelu v biopsii. Vysledek histologického
vySetieni mlze byt faleSné negativni a to zejména v ¢asnych stadiich BKVN. Ddvodem je
multifokalni rozvoj infekce v ledviné, kdy pfi biopsii nedojde k zachyceni poSkozeného

segmentu (Cinthia B. Drachenberg et al., 2004).

Typickym histologickym nalezem BKVN jsou tubulointersticidlni zmény s rozptylenou
zanétlivou infiltraci bunék, lyzou, atrofii a nekrdzou tubularniho epitelu s expanzi a fibrézou

intersticia (Obrazek 6.).

V nékolika pripadech byly pozorovany zmény v oblasti glomerulll predevsim v epitelu
Bowmanova pouzdra (Moriyama & Sorokin, 2009). Infikované buriky maji jadro zvétSené
bazofilnimi inkluzemi, vzniklymi na podkladé seskupeni nové vzniklych viriond. Diagndza

BKVN je potvrzovana imunohistochemicky.
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Obrazek 6. (A) Bazofilni jaderné virové inkluze v epitelidlnich burikdch a tubulitida u BKVN
a (B) obrazek zimunohistochemie po pouziti antigenu SV-40 LTAg. Prevzato z (Burgos,
Jironda, Martin, Gonzalez-Molina, & Hernandez, 2010).

K imunohistochemickému prlkazu je pouzivano protilatek proti LT antigenu kmene SV40,
ktery identifikuje vSechny polyomavirové kmeny diky zkfizené reaktivité SV40 s BKV a JCV.
BKVN musi byt rozliSena od ostatnich polyomavirovych infekci, ale pfedevsim od akutni
celularni rejekce. Z morfologického a molekuldrniho hlediska je zanétliva infiltrace u akutni
celularni rejekce a BKVN nerozlisitelnd svételnym mikroskopem (C. B. Drachenberg &
Papadimitriou, 2006). U BKVN byly v tubularnich bazdlnich membranach pozorovany

depozity C4d, které nejsou pritomny v peritubularnich kapilarach (Dall & Hariharan, 2008).

Jako marker rejekce je na druhou stranu oznacovana zvySena pritomnost MHC molekul II.
tfidy v tubularnim epitelu, ktera u biopsii s BKVN chybi (H. H. Hirsch & Randhawa, 2013).
Prikaz prevahy CD20 pozitivnich lymfocytll (B lymfocyty) v renadlni histologii muze

predpovidat BK infekci (Li et al., 2013).

BKVN muZe byt pfitomna spolu s jinymi histologickymi ndlezy a v rlznych stadiich. Byly
popsdny 3 histologické stupné BKVN a jejich podstupné (Tabulka 2.). Tyto stupné pomahaiji

rozlisit stadium onemocnéni a odhadnout progndzu pacienta.
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Tabulka 2. Histologické stupné BKVN dle (H. H. Hirsch & Randhawa, 2013)

PyVAN-A
Cytopatické zmény mirné <25%
Intersticialni zanét minimalni <10% vétiinou “10%
v v 3 0
Tubularni atrofie minimalni <10% nezménéna
Intersticidlni fibréza minimalni <10%
PyVAN-B
Virové cytopatické zmény  variabilni 11 ->50%
Intersticidlni zanét vyznamné 11 ->50%
Tubularni atrofie mirné <50% vetsnjou’ 50%
porusena
Intersticidlni fibréza mirné <50%
PyVAN-B1
Intersticidlni zanét mirné 11-25% mirné
0 s 25%
porusena
PyVAN-B2
Intersticidlni zanét vyznamné 26-50% vyznamné 50%
porusena °
PyVAN-B3
Intersticidlni zanét rozsahlé >50% vyznamné 75%
porusena ?
PyVAN-C
Cytopatické zmény variabilni variabilni i .
vyznamné
Intersticidlni zanét variabilni variabilni porugend, -80%
Tubularni atrofie rozsahlé >50% selhdvani ?
Intersticidlni fibréza rozsahlé >50% stepu

5.3 Imunitni odpovéd p¥i BKV infekci a BKVN

Citlivost jednotlivych pfijemcl ledvin na imunosupresivni l1é¢bu je odlisSna, a to navzdory
podobnym hladindm imunosupresivnich Iékd zmérenych v krvi. Mnoho studii potvrdilo, Ze
vysledek BK virové infekce zavisi na funkénosti antivirové imunitni odpovédi pacienta. Nové
techniky méreni imunitni odpovédi pomahaji ziskat informace o imunologickém stavu
prijemce a konkrétnich typech bunék zapojenych v imunitni odpovédi proti BKV (Babel, Volk,

& Reinke, 2011).

Vrozena imunitni odpovéd

Vrozené imunitni mechanismy hraji zasadni roli v rozpoznani virové infekce, potlaéeni

replikace a aktivaci adaptivni imunitni odpovédi. Womer s kolegy prokazali vliv snizeného
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poctu dendritickych bunék na vznik viremie i BKVN (Womer et al., 2010). Bohl et al. ve studii
naznacil Ulohu inhibi¢nich a aktivacnich KIR receptorli NK bunék pfi BKV infekci (Bohl &
Brennan, 2007). Byl popsan vztah mezi nizkym poctem aktivacnich receptorl NK bunék

a Spatnou kontrolu BK virové infekce (Trydzenskaya et al., 2013).

Zkouman byl i vliv jednotlivych bunécnych mediator(i patficich k mechanismim vrozené
imunity. Dugan prokazal, Ze lidsky defensin 5 je schopen inhibovat vazbu BKV na hostitelské
buriky pomoci agregace vir(i (Dugan, Eash, & Atwood, 2006). Pomoci méreni mRNA byla BKV
infekce primarnich epitelidlnich bunék asociovana s vyssi expresi TLR3 (Abend, Low, &

Imperiale, 2010).

Humoralni imunitni odpovéd’

Pfedchozi setkani s virem je mozno prokazat jako pfitomnost specifickych BKV IgG protilatek
v obéhu. BKV specifické protilatky byly zjistény u 80-100 % bézné populace (Egli et al., 2009).
BKV séronegativita koreluje s vy$Sim rizikem BKV reaktivace a rozvojem BKVN u détskych
pacientl. Séropozitivita neposkytuje ochranu pred reaktivaci viru arozvojem BKVN po
transplantaci (Bohl et al., 2008). Detekci a zvySené hodnoty IgM lze vyuZit jako diagnosticky
ukazatel u akutni BKVN. Jedinci s BKVN maji zvySenou viremii a snizené specifické IgG,
pacienti ve fazi rekonvalescence maji naopak vysoké specifické IgG (Patrizia Comoli et al.,

2013; Dall & Hariharan, 2008).

U pfijemcl od séropozitivnich darct se titr protilatek zvySuje bez ohledu na puvodni
sérostatus. To naznacuje, Ze BKV prenesen od darce transplantovanou ledvinou muze
vyvolat u prijemce novou primarni i humoralni odpovéd (Lamarche et al., 2016). Odlisné
genotypy mohou uniknout neutralizaci protilatkami proti jinému genotypu (Ambalathingal et

al., 2017).

Bunécnd imunitni odpovéd’

Bunécna adaptivni imunita je nezbytna pro kontrolu BK virové infekce, dllezitou roli v ni
hraji jak CD4+, tak CD8+ T lymfocyty.

Pomoci pratokové cytometrie a metody ELISPOT bylo prokazano, Ze vsech 5 proteinti BKV
(VP1, VP2, VP3, LT, sT) je schopno vyvolat imunitni odpovéd. BKV specifické T-lymfocyty

prokazatelné produkuji IFN-y, IL2 a TNF-a. VSichni pacienti po transplantaci ledviny maji

28



snizeny pocet BK specifickych T bunék oproti zdravym jedinclim (Patrizia Comoli et al., 2004).
Bunécna imunitni odpovéd’ proti antigenim LT a VP1 je vysSi u pacientl s klesajici nebo
pfekonanou viremii ve srovndni s pacienty se stoupajici nebo pretrvavajici viremii nebo
BKVN. Ve studii Schmidta et al., méli pacienti s BKV po transplantaci vice BK-specifickych
T bunék, ale méné polyfunkénich ve srovnani s pacienty bez BKV po Tx ledviny (Schmidt et
al., 2014). Pacienti, ktefi dokazali virus eliminovat, méli zvySeny pocet BK specifickych T
bunék do 1 mésice po diagndze, naopak pacienti s prokazanou BKVN v biopsii potifebovali
k vytvoreni specifickych T bunék vyznamné delsi dobu (5 mésicud) (T. Schachtner et al., 2011).
Monitorace specifické imunitni odpovédi po transplantaci mizZe pomoci odhadnout riziko

rozvoje BKVN (Sawinski & Goral, 2014).

5.4 Lécba BKVN

Prozatim neexistuji Iéky, které by konkrétné cilily proti BKV ani proti ostatnim lidskym

polyomaviriim.

Preemptivni lécba

U pacientl, u kterych je screeningem zjisténa dlouhotrvajici viremie (4 a vice tydn(), je
doporucovano preemptivni snizeni imunosuprese (Hans H Hirsch et al., 2005). Brennan jiz
vroce 2005 publikoval praci, kdy na zakladé monitorovaci studie snizil imunosupresi
(v prvnim kroku vysazeni AZA/MMF, v druhém snizeni davky CsA nebo Tac) u pacientl
s vyznamnou viremii. Do studie bylo zafazeno 200 pacientl a u zadného z nich nakonec
nedoslo k rozvoji BKVN (Brennan et al., 2005). Podobné v dalSich studiich predeslo snizeni IS
u pacientl s viremii vzniku BKVN (Ginevri et al., 2007). Riziko naslednych akutnich rejekci

bylo publikovédno jako velmi nizké 0-14% (S. et al., 2010; Sood et al., 2012).

Lécba jiz rozvinuté BKVN

Za zakladni terapeuticky krok je u pacienti s BKVN povazovano snizeni imunosuprese (Hans
H Hirsch et al., 2005). SniZzeni imunosuprese s sebou nese riziko vzniku nasledné akutni

rejekce, kterda mulze byt posléze histologicky tézko odlisitelnd od BKVN ve stadiu

rekonvalescence (Ambalathingal et al., 2017).
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Jednou z terapeutickych strategii je prevod pacienta na jiny typ imunosuprese. V nasem
centru je nejCastéji pacient preveden z takrolimu na cyklosporin. V dalSim kroku je sniZzeno

mnozstvi podavanych antimetabolitd, pfipadné podana dalsi [éCba.

Zajimavé vysledky pfinesly experimentalni prdce s mTOR inhibitory. Studie s lidskymi
tubuldrnimi epiteliemi ukazaly, Ze mTOR inhibitory mohou inhibovat ribozomalni
podjednotky a tim branit replikaci viru. U pacient( po Tx ledviny byla [é¢ba mTOR inhibitory
pfi dvouletém sledovani spojena s nizSim vyskytem BKVN. Nejnovéjsi vysledky studie
TRANSFORM ukazuji, Ze vyskyt BKV infekce a BKVN je niZsi u pacientd Ié¢enych everolimem

oproti kalcineurinovym inhibitordim (C. et al., 2019).

V soucasné dobé jsou podle pokynl AST doporuceny dalsi dvé strategie: (i) snizeni davky
kalcineurinovych inhibitord o 25-50 % v jednom nebo dvou krocich, nasledované snizenim
antimetabolitd o 50% s jejich naslednym vysazenim; (ii) sniZzeni antimetabolitd o 50%,
nasledované snizenim kalcineurinovych inhibitorli o 25-50 % a naslednym prerusenim
podavani antimetabolitl (Schmidt et al., 2014). Viremie by méla vymizet béhem 4-6 mésicl

od sniZeni imunosuprese, pokud nevymizi, je indikovano podani dalsi 1écby.

V mnoha studiich byly popsany léky s dosud nepotvrzenou aktivitou proti BK viru. Vzhledem
ktomu, Ze jejich pouZiti je vétSinou kombinovano se snizenim imunosuprese, je jejich
ucinnost tézko hodnotitelna.

.....

antivirové a imunosupresivni ucinky, ¢ehoz by mohlo byt vyuzito pfi lécbé BK virové
nefropatie. Pfevedeni z mykofenolat mofetilu na leflunomid je jednou z doporucovanych
terapeutickych moznosti. Pouziti leflunomidu je spojovano s vyraznym ustupem viremie.
Data z vétSich prospektivnich randomizovanych studii chybi. Leflunomid ma ale vyznamné
toxické ucinky, véetné hepatitidy, hemolyzy, trombotické mikroangiopatie a dalSich
(Nesselhauf, Strutt, & Bastani, 2015). Z novych Ilék( prichdzi do uvahy jesté |écba
cidofovirem. Cidofovir je nukleosidovy analog schvaleny pro pouzZiti pfi cytomegalovirové
retinitidé. Mechanismus ucinku proti BKV je nejasny. Cidofovir je podavan nejcastéji 1-3
tydny intravendézné. Jeho poutziti bylo reportovano v nékolika centrech, nejé¢astéji ve formé
retrospektivnich observacnich studii. Cidofovir je ale silné nefrotoxicky a ma vaziné nezadouci

ucinky (Kadambi et al., 2003).
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Nedavno byl v lécbé vyzkousen brincidofovir (CMX001), experimentdlni prekurzor
cidofoviru, u kterého byl prokazan antivirovy ucinek a lepsi profil nezadoucich ucink(

(Reisman, Habib, McClure, Latiolais, & Vanchiere, 2014).

Lécba lidskym intravendznim imunoglobulinem vychdzi z experimentdlnich praci, které
prokdzaly pfitomnost anti BKV protilatek v tomto preparatu. Lidsky imunoglobulin ma také
imunomodulaéni ucinky, které mohou byt benefitem pro pacienty, u kterych byla sniZzena
imunosuprese (Randhawa et al., 2015). Lécba BK viremie a BKVN lidskymi imunoglobuliny
byla Uspésna u pacient(l se Spatnou odpovédi na Iécbu leflunomidem. Lécba IVIG mUzZe byt
Uspésna zejména u pacientd s hypogammaglobulinémii nebo u pacient(i s BKVN v kombinaci
s akutni rejekci (Vu, Shah, Ansari, Naraghi, & Min, 2015). PouZiti IVIG zatim neni podloZzeno
randomizované kontrolovanou studii a pouzivd se spiSe jako off label |é¢ba na zakladé

lokalnich zkuSenosti daného centra.

Pfestoze fluorochinolony maji in vitro antivirové Gcinky, studie s levofloxacinem na
pacientech po Tx ledviny u nich neprokazala schopnost snizit replikaci ani zlepsit funkci
Stépu. Urcity benefit na profylaxi BKVN byl pozorovan pfi podavani ciprofloxacinu, bohuzel
efekt byl pouze kratkodoby a po 12 mésicich byl vyskyt BK virovd nefropatie stejny i
v nelé¢ené kohorté prijemcl (Lee et al., 2014). Dle meta-analyzy 8 studii jsou

fluorochinolony v prevenci i Ié¢bé BKVN neefektivni (Song et al., 2016).

Bunécnd imunoterapie je slibnou alternativou ksoufasnym mozZnostem |éCby. PoufZiti
T bunék pro bunécénou terapii k obnoveni antivirové imunity byla u imunosuprimovanych

pacientl poprvé zminéna v 90. letech.

Blyth a kolegové publikovali v roce 2011 praci popisujici expanzi specifickych T bunék pomoci
stimulace prekryvnymi peptidy vSech péti BK virovych protein( (Blyth et al., 2011). Zatim
byly tyto lymfocyty pouzity naptiklad v IéCbé pacientli po transplantaci hematopoetickych

bunék s BKV infekci, a to s dobrym vysledkem (Pello et al., 2017).

5.5 Retransplantace u pacientli po BKVN

U pacientl, u kterych doslo kselhani Stépu na podkladé BKVN, neni retransplantace
kontraindikovana. K reaktivaci BKV dochazi zhruba u 15 % retransplantovanych pacient(.

Pfed retransplantaci se doporucuje potvrdit absenci polyomavirové replikace, po
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retransplantaci zvysit frekvenci screeningu virurie a viremie (Midlova et al.). V roce 2010 byla
publikovana multicentricka analyza OPTN, dle které doslo ke ztraté Stépu ve spojeni s BKVN
u 826 pacientd, z nichz nasledné 126 podstoupilo retransplantaci. Pouze u jediného pacienta
dosSlo nasledné ke ztraté Stépu pfimo zdlvodu BKVN. U dalSich 17 % selhanych
retransplantovanych $tépl byla v dobé selhani podavana lécba v souvislosti s BK virovou

infekci (Dharnidharka, Cherikh, Neff, Cheng, & Abbott, 2010).
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6 CILE PRACE

1. Provést jednoroc¢ni monitoraci BKvirové replikace u pacientl po transplantaci
ledviny, stanovit hrani¢ni hodnoty BK viremie a virurie pro rozvoj BKVN a zhodnotit

rizikové faktory.

2. Stanovit expresni profil transkriptl spojenych s imunitni odpovédi v biopsiich ledvin

u pacientl s bezptiznakovou BK virurii a u pacient s BKVN.

3. Retrospektivné zhodnotit incidenci, rizikové faktory, pouZitou lé¢bu a dlouhodobé

vysledky u pacientd s BKV infekci a BKVN a v IKEM v letech 2009-2018.
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7 MONITOROVACI STUDIE

V dobé vzniku této studie nebyla vIKEM dostupnd metoda stanoveni replikace BK viru.
Hlavnim cilem prace bylo provést méreni hladiny BK viru v moci a krvi u pacient(l v prvnim
roce po transplantaci ledviny na klinice nefrologie IKEM, vletech 2007 a 2008. DalSim
krokem bylo vyhodnoceni incidence reaktivace BK viru, BK viremie >10* kopii/ml séra, BK
virurie >10’ kopii/ml moci, BKVN a stanoveni hrani¢nich hodnot viremie a virurie pro rozvoj
BKVN. Predpokladali jsme, Ze méreni reaktivace BK viru pomUzZe urcit pacienty s vysokym

rizikem vzniku BKVN.

7.1 Metodika

Pacienti

Do studie bylo zarfazeno 120 konsekutivnich pacientd, ktefi od bfezna 2007 do brfezna 2008
v IKEM v Praze podstoupili transplantaci ledviny, a byly od nich ziskdny vSechny potiebné
vzorky. Od pacientd byly odebrany vzorky periferni krve a moci, a to v ¢asovych intervalech:
1. den po Tx ledviny a 1., 3., 6., 9., 12. mésic po Tx ledviny. Protokol studie byl radné
schvalen etickou komisi Institutu klinické a experimentdlni mediciny v Praze a vSichni

pacienti stvrdili u¢ast ve studii podpisem informovaného souhlasu.

Funkce ledvin byla hodnocena stanovenim hladiny sérového kreatininu, eGFR a proteinurie.
Demografické a klinické udaje pacientl jsou shrnuty v Tabulce 3. Pozitivni viremie byla
definovéna jako >10* kopii/ml séra a pozitivni virurie >10” kopii/ml mo¢i, dle doporuéeni

prof. Hirsche (Hans H Hirsch et al., 2005).

Zpracovani vzorkt krve

Krev byla odebrana do zkumavek VACUETTE® 5 ml sérum/gel a pomoci centrifugace
3000 rpm/10 min ziskano sérum. Moc¢ i sérum byly skladovany pfi -20°C aZ do doby

dostatecného nashromazdéni vzorkl pro izolaci virové DNA.
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Tabulka 3. Demograficka data pacientli v monitorovaci studii

Demograficka data pacientli v monitorovaci studii (n=120)

Vék (roky) 54 (18-77)
Pohlavi (pocet muzu, %) 77 (64%)
BMI 25,02 (17,05-34,54)
Primarni onemocnéni: (%)
Polycysticka choroba ledvin 19
Glomerulonefropatie 47
Hypertenze 18
Intersticidlni nefritida 24
Diabetes mellitus 8
Jiné 4
HLA neshody (primeér) 3,13%1,55
Prvni stép (pocet, %) 97 (81%)
PRA (pocet, %)
<20% 77 (64%)
20-80% 35 (29%)
>80% 8 (7%)
CMV serostatus (%)
D-/R- 9%
D-/R+ 20%
D+/R- 13%
D+/R+ 58%
Imunosuprese
Indukce 43%
Takrolimus 75%
Cyklosporin A 18%
Sirolimus 3%
CIT hodiny (min, max) 17,39 (0-25,9)

PRA=panel reaktivni protilatky; BMI=body mass index; CIT=doba studené ischemie

lzolace BKV DNA

Extrakce a purifikace BKV-DNA ze vzorkl séra a moci byla provedena pomoci separacni

technologie na magnetické kulicky, pouzit byl Chemagic Viral DNA / RNA (Chemagen, DE).

200 pl vzorku séra/moci bylo inkubovano s proteazou a lyzaénim pufrem. Do zkumavky byly
pridany magnetické kulicky. Po inkubaci byly vzorky vlozeny do magnetického separatoru,
pomoci kterého byly oddéleny magnetické kulicky s navdazanymi nukleovymi kyselinami od
zbytku vzorku. Nasledovalo odpipetovani zbyvajiciho vzorku a dvojité promyti. Po dvou
promyvacich krocich byly nukleové kyseliny eluovdny v objemu 50 ul eluéniho pufru a

magnetické kulicky byly oddéleny od vzorku.
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BKV-DNA kvantifikace v moci a séru

Pocet BKV kopii byl ve vzorcich stanovovan pomoci metody absolutni kvantifikace real-time
PCR, kterd udava presné mnozstvi templatu na pocdatku reakce v danych jednotkach (pocet
kopii viru). Pro absolutni kvantifikaci pomoci real-time PCR byla pouZita souprava Alert BKV
Q-PCR (Chemagen, DE), vyuZivajici detekci virového genu koédujiciho velky T-antigen BKV,
a pristroj ABI Prism® 7900 H.T. System Sequence Detection (Applied Biosystems, CA, USA).

PCR amplifikace byla pfipravovana v reakénim objemu 25 ul, ktery obsahoval 5 ul
extrahovaného vzorku nebo pozitivni/negativni kontrolu. Aby byly vSechny pokusy
srovnatelné, byly na kazdé 96jamkové desticce kromé kvantifikovanych vzork( i vzorky pro
standardni kfivku, vzorky negativni a pozitivni kontroly. VSechny kvantifikované vzorky byly

méreny v duplikatech.

Standardni kfivky pro absolutni kvantifikaci viru byly zkonstruovany vynesenim Ct hodnot
proti logaritmtm Fedici fady templatu v rozmezi od 10° do 10°. V pfipadé, ze rozdil mezi
duplikaty vzorku byl vice nez 0,5 Ct, bylo méreni tohoto vzorku opakovano. Kazdy vzorek byl
podroben soucasnému stanoveni housekeeping genu lidského B-globinu. Vysledky byly

pfijatelné pouze v pfitomnosti pozitivity na B-globin.
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7.2 Vysledky

BK virurie a viremie ve sledovaném souboru pacientt

Celkem bylo analyzovano 1243 vzorkt od 120 pacientl (622 z moci a 621 ze séra). Obrazek 7.
ukazuje potty pacientd, ktefi méli méFitelnou replikaci BK viru (BK virurie >10°, BK viremie
>10?) v jednotlivych &asovych Usecich od transplantace, k reaktivaci nejéastéji dochazelo v 1.
a 3. mésici po transplantaci. Pouze 14 pacientli mélo negativni vysledky ve viech odbérech

po cely prvni rok po Tx ledviny.
BK virurie >10, BK viremie >10” se v nai studii vyskytly u 25,8 % (n = 31), 5% (n = 6); béhem
12mési¢niho sledovani. Nejvyssi vyskyt BK virurie >10°, BK viremie >10” byl ve 3. a 12. mésici

po transplantaci.

60,0
50,8 51,7
50,0
40,0
9% 30,0
20,0
10,0
0,0
1D 1M 3M 6M 9M 12M
doba od transplantace
MW virurie Mviremie

Obrazek 7. Na grafu jsou uvedeny pocty pacientli s méfitelnou viremii >10° a virurii >10°
béhem prvniho roku po transplantaci.

Pacienti s BKVN

U trfech ze 120 pacientl se rozvinula histologicky prokazanad BKVN. U Zzadného z téchto
pacienti nedoSlo ke ztraté Stépu. U prvniho a druhého pacienta byla pavodni
imunosupresivni lécba tvofena kombinaci Tac + MMF + prednison, u tfetiho pacienta
kombinaci na CsA + MMF + prednison. Prvni pacient byl v rdmci Ié¢by BKVN pfeveden z Tac

na CsA, u druhého byl vysazen MMF. V ramci sledovani u obou téchto pacientl doslo k uplné
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eliminaci viru. Treti pacient byl preveden z CsA + MMF + prednison na dvojkombinaci mTOR

a MMF, cozZ také vedlo k Uplné eliminaci viru (Tabulka 4.).

Pacienti s BK viremii >10* kopii/ml séra

U 3esti pacientt presahly hodnoty BK viremie >10* kopii/ml séra. U jednoho z téchto
pacientd byla BKVN potvrzena biopticky, u tfi pacientll se BK viremie ukazala jako
pfechodnd. Jeden pacient vykazoval trvale vysoké viremie i virurie v dobé, kdy u néj byla
prokazana akutni rejekce (ACR lla) a CMV onemocnéni, ale BKVN u néj biopticky prokazana
nebyla. Jeden z pacient( byl klinicky stabilni, i pfestoZze hodnoty BK viremie i virurie u néj
trvale pfesahovaly hraniéni hodnoty: BK virurie (>10° kopii/ml) a viremie (>10” kopii/ml), a to
ve Ctyrech po sobé jdoucich mérenich béhem sledovani. Ve srovnani s pacienty v kontrolni

skupiné byli pacienti s viremii >10° pfed Tx ledviny déle dialyzovéni (Tabulka 5).

Tabulka 4. Demografické tdaje pacientd s BKVN a jejich vysledky

pacient 1 pacient 2 pacient 3
vék/pohlavi 44 let/7ena 55 let/muz 60 let/muz
Polycystické .
ESRD ledviny Grawitzdv tumor CHRIDM |
BK viremie pr| BKVN (pocet 1’1)(103 2,2x103 7,1X107
kopii/ml)
BK virurie pri BKVN 1,3x10° 1,6x10° 1,2x10°
(pocet kopii/ml)
BKVN+ biopticky ndlez BKVN, ACR IB BKVN, ACR IA BKVN, DM transfer
Kreatinin v ¢ase diagndzy BKVN 35 218 135
(umol/1)
Pocet predchozich biopsii 0 1 0
Predchozi ndlez v bipopsii 0 normalni 0
Pocet nasledujicich biopsif 1 0 0
Nalez v nasledujici biopsii BKVN, ACR | B hrani¢ni nalez, IFTA
Vysledek funkéni Stép funkéni stép funkéni stép
PUvodni terapie Tac, MMF, P Tac, MMF, P CsA, MMF, P
Terapie pfi diagnéze BKVN Tac, MMF, P mTOR,MMF, P CsA, MMF, P
Terapie po diagndze BKVN zména Tac na CsA odebrani MMF zmena CsA naMml\jl-l?R +odebrani

Pacienti s BK virurii >10” kopii/ml mogi

Dle doporuéeni prof. Hirsche z roku je kvantitativni ,cut off“ pro BKV v mo&i >10’ kopii/ml

moci (Hans H Hirsch et al., 2005). 31 pacient( z nasi studie vykazovalo hodnoty BK virurie
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>10’ kopii/ml mogi. Ve srovnani s pacienty v kontrolni skupiné byli pacienti s virurii >10’ déle

dialyzovani a vykazovali snizenou funkci stépu v 1. roce po Tx (p<0,05), (Tabulka 5).

Trvald a prechodna virurie

U 13 pacientl (10,8%) byla nalezena trvald pozitivita na BKV v moci (dvé nebo vice po sobé
nasledujici detekce BK virurie >10” kopii/ml) a u 18 (15 %) pacientl pozitivita pfechodnd
(jedna detekce BK virurie >10 kopii/ml v mo&i). Median BK virové naloze u pacientd s trvalou
a prechodnou virurii byl 3,3x107(1x10°- 5,8x10°) a 5,3x10° rozsah (6,4x10’-1,4x10");
respektive, (p<0,05). BK viremie u pacientl strvalou a pfechodnou virurii vykazovala

marginélni rozdil, 0 (0 - 1,1x10%) a 5,6x10°> rozsah (0 - 1,14x10°), (p=0,08).

BKV reaktivace trvala versus prechodna a vztah k akutni rejekci

Ve skupiné pacientl s trvalou virurii byl podil pacient(, u kterych doslo béhem prvniho roku
po transplantaci ke vzniku akutni rejekce vyznamné vyssi, nez u pacientl bez BKV reaktivace
(p <0,05), (Obrazek 8.). Mezi skupinami nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil

v hodnotdach PRA ani v ne/poufiti indukéni [éCby.

Doba do rejekce

-qu11
\
0.8+
0.6
. ]
L p=0.02
0.4+
x®
normalni
0.2+ transientni virurie
trvala virurie
0.0 T T ] 1
0 100 200 300 400

Dny po transplantaci

Obrazek 8. Kaplan-Meierova krivka €asu do rejekce
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Imunosuprese jako rizikovy faktor pro replikaci BKV v moci

Ze 120 sledovanych pacientl byla u 90 imunosupresivni terapie zaloZena na trojkombinaci
Tac + MMF + steroidy, z této kohorty 2 se u dvou pacientl rozvinula BKVN a 25 pacientu
vykazovalo replikaci BKV v mo¢i vy$si nez > 10’. Imunosupresivni terapie 22 pacientd byla
zaloZena na trojkombinaci CsA + MMF + steroidy, pfi jejimz podani je popisovano nizsi riziko
vzniku BKVN, i presto se u jednoho z téchto pacientt rozvinula BKVN a u 4 byla replikace BKV
v mo¢i vy$$i nez 10’. Mezi pacienty s rliznymi imunosupresivnimi protokoly nebyl nalezen

Zadny statisticky vyznamny rozdil souvisejici s rozvojem BKVN ¢i pfitomnosti BK viru.
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4 kopii/ml 7 kopii/ml

a virurii vice nez 10

Tabulka 5. Charakteristika pacientt s viremii vice nez 10

Skupina 10’ v moéi (n=31) 10" v séru (n=6) kontrolni (n=85)

Ve&k (roky) 55(27-79) 54(30-72) 54(18-75) Ns
Pohlavi (muzi, %) 20(65) 5(83) 55(66) Ns
Vék darce (roky) 52(18-77) 52(33-58) 53(22-77) Ns
Zijici darce (pocet, %) 4(40%) 1(17%) 21(25%) Ns
CIT (hodiny) 17(0-24) 18(13-21) 18(0-26) Ns
BMI 25(19-33) 27(23-30) 25(17-34) Ns
HLA neshody 3(0-5) 3(2-5) 4(0-6) Ns
Prvni Stép (n, %) 23(74) 5(83) 69(83) Ns
Nejvy&&i PRA 4(0-98) 6(4-90) 2(0-98) *a
CMV sérostatus (%) Ns
D-/R- 11 0 12 Ns
D-/R+ 19 20 10 Ns
D+/R- 4 0 8 Ns
D+/R+ 66 80 69 Ns
imunosuprese (%) Ns
indukce 63 60 52 Ns
takrolimus 80 67 71 Ns
cyklosporin A 13 33 16 Ns
doba dialyzy (tydny) 37(0-155) 53(31-155) 21(0-83) *a,
sérovy kreatinin v 12m 111(68-170) 161(125-170) 124(65-244) Ns
proteinurie g/24h v 12m 0,17(0,0-2) 0(0-2) 0,1(0-2) Ns
eGFRv 12m 0,93(0,65-1,47) 0,71(0,65-0,75) 0,77(0,4-1,78) *b
pocet rejekci 3m (primér£SD) 0,35£0,6 0,6740,52 0,38+0,49 Ns
(prdmér+SD) ve 3m

pocet rejekci 12m (primér+SD) 0,44+0,71 0,83+0,75 0,55+0,78 Ns

Data uvedena jako medidan(min-max); ClT=doba studené ischemie; PRA=panel reaktivni
protilatky; BMI=body mass index; 3m=3 mésic po Tx;, 12m=12 mésicl po Tx,*(p<0,05);
**(n<0,01); a=rozdil mezi skupinami 10* “P"my séru a kontrolni; b=rozdil mezi 107 *P/m y
moci a kontrolni; Ns=nevyznamny
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Hranicni hodnoty BK viremie a virurie pro vznik BKVN ve sledovaném souboru

Pomoci ROC analyzy sledovaného souboru byly stanoveny hrani¢ni hodnoty pro vznik BKVN

na 10 kopii/ml séra pro BK viremie a 6,7x10’ kopii/ml (Obrazek 9.).

34 pacient( vykazovalo viremii >10° a <10 kopii/ml séra. U dvou z téchto pacientii dolo
k rozvoji BKVN, ostatni pacienti neméli zadné klinické ani histopatologické znamky BKVN.

Podle nami zvoleného cut off bylo 40 pacientt v riziku vzniku BKVN.

Hraniéni hodnoty pro virémii a virurii

1,0 s
viruna
E,7X1O7

0,8

0,6

Senzitivita

0,4 -

0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0
- Specificita

Obrazek 9. ROC kfivka pro stanoveni hrani¢nich hodnot BK viremie a virurie pro vznik BKVN.

Pro rozvoj BKVN byla jako hrani¢ni stanovena hodnota po&tu kopii BK viru v séru vice nez 10°
kopii/ml, vykazujici senzitivitu 100 % a specificitu 69 %. Hodnota BKV kopii vice nez 6,7x10’

kopii/ml vykazovala senzitivitu 100 % a specificitu 83 % pro rozvoj BKVN.

7.3 Diskuse

Zavedeni techniky monitorace BK viremie a virurie v Transplantacni laboratofi kliniky
nefrologie IKEM popsané v prvni studii této prace bylo stimulem k pravidelnému sledovani
pacientl s transplantovanou ledvinou. V publikovanych monitorovacich studiich se
frekvence pacientli s detekovatelnou reaktivaci BKV a diagndézou BKVN vyrazné lisi

(Ambalathingal et al., 2017). Detekce viru v moci je velmi citlivad a byla v zahrani¢nich studiich
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popsana u 20-75% pacientl, detekce viru v séru pak v 8-50 % pacientl (Brennan et al., 2005;
Cinthia B. Drachenberg et al., 2007). Alespon v jednom odbéru byl BK virus detekovan v moci
nebo séru u 88 % nasich pacientd. Na druhou stranu vétSina pacientl, u kterych byla
v nasem souboru detekovana viremie a/nebo virurie, nerozvinula BKVN a virus dokazala
uplné eliminovat. Velké rozdily v publikovanych vysledcich mohou byt dany jak typem
pouzité detekéni metodiky (odliSnosti v primerech a zpracovani vzorku), tak také odlisnosti

ve sledové populaci (séronegativita/pozitivita, mira imunosuprese) (Kuypers, 2012).

BK virurie >10” se v nasi studii vyskytla u 25,8 %, BK viremie >10* u 5 % pacientd, tento vyskyt
dobre koresponduje svysledky zahrani¢nich monitorovacich studii (Costa et al., 2009;
Nickeleit & Mihatsch, 2006; Tong et al., 2016). Stejné jako u jinych autor( (Koukoulaki et al.,

2009) byl vyskyt BK virurie a BK viremie v naSem souboru nejvyssi ve tfetim mésici po Tx.

Histologicky potvrzena diagnéza BKVN byla v naSem souboru stanovena u 2,5 % pacient(,
coZ v porovnani se zahrani¢nimi studiemi (1-7%) odpovida prdméru. Naopak vysoka korelace
namérenych hladin BK viremie srozvojem BKVN, uvadénd nékterymi autory (Cinthia B.
Drachenberg et al., 2007), se vnasem souboru nepotvrdila. Pouze u jednoho ze S3esti
pacientd s viremii >10% byla BKVN potvrzena histologicky. Udava se, 7e vysoka BK viremie
pfedchazi potvrzeni BKVN priimérné o 12 tydnd a hladiny viremie koreluji se vznikem BKV
onemocnéni (Hans H Hirsch et al., 2005; Randhawa & Brennan, 2006). Vysledky nasi analyzy
se vtomto pripadé lisi, dva pacienti méli méfitelnou vysokou viremii az 8 tydnl pred
diagnézou BKVN a jeden pacient nemél viremii v odbérech pfed rozvojem BKVN méfitelnou

vlibec.

Potvrdili jsme, Ze limitujicim faktorem absolutni kvantifikace metodou qPCR zlstava definice
prahovych hodnot BK virurie a viremie se 100% specificitou. Pokyny z roku 2005 doporucuji
kvantitativni “cut off” pro BKV replikaci v moci >10’ kopii/ml a v séru >10* kopii/ml (Hans H
Hirsch et al., 2005). V nasi studii byly stanoveny prahové hodnoty BKV v mo¢i na 6,75x10’
kopii/ml a v séru na 10° kopii/ml. V této studii jsme podobné jako Babel (Babel et al., 2009)

prokdzali, Ze trvald virurie je spojena s rozvojem akutni rejekce.

Za rizikové faktory pro rozvoj BKVN jsou povaziovany doba studené ischemie, reperfuzni
poskozeni, CMV infekce (Vasudev et al., 2005), mira PRA, ¢as straveny na dialyze, pouziti
induk¢ni terapie a dalsi (Dall & Hariharan, 2008; Dugan et al., 2006). Analyza klinickych

a demografickych dat pacientl vykazujicich >10” kopii BKV/ml séra a >10” kopii BKV/ml moci
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ukazala, Ze pacienti se zvySenou virovou zatézi byli pred transplantaci delsSi dobu dialyzovani,
méli snizenou funkci Stépu v jednom roce po transplantaci a méli vyssi hodnoty PRA.
Nejcastéji zminovanym rizikovym faktorem pro rozvoj BKVN je pouziti imunosupresivni |éCby
(Koukoulaki et al., 2009). Vyssi vyskyt BK virurie a viremie byl v jinych studiich spojovan
s vlivem udrzovaci |éCby steroidy, terapii thymoglobulinem (Dadhania et al., 2008), vysokymi
davkami takrolimu a MMF (Herman et al., 2004). Néktefi autofi poukazuji na vztah
kombinace Tac/MMF ke zvysené virurii ve srovnani s kombinaci CsA/MMF (Brennan et al.,
2005; Hans H Hirsch et al., 2005). V nasem souboru jsme neprokdzali zZadné statisticky
vyznamné rozdily v imunosupresivnich protokolech u pacienti s BK virurii ani u pacient(

s BKVN.
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8 STUDIE GENOVE EXPRESE

Béznym histologickym nalezem u BKVN je intersticialni zanét. Jeho molekuldrni podstata
nebyla dosud pfesné popsana. U 30-80 % pacientl se BK virus béhem prvniho roku po Tx na
prechodnou dobu BK virus reaktivuje a nasledné replikace vymizi (pacienti s bezpfiznakovou
virurii). Patofyziologie procesu kontroly virové replikace nebyla dosud objasnéna. Druhym
cilem prace bylo stanovit expresni profil transkriptl spojenych simunitni odpovédi

v biopsiich ledvin u pacient( s bezpfiznakovou BK virurii a u pacientd s BKVN.

Predpokladali jsme, Ze ve Stépu ledviny je imunitni odpovéd na BK virus méfitelnd na urovni

genové exprese.

8.1 Metodika

Pacienti

Pro studium intrarendlnich transkriptll byly pouzity vzorky biopsii ledvin od tfi skupin
pacientl. Prvni skupinu tvofili pacienti s bezpfiznakovou BK virurii (AV, n=9). U téchto
pacientd byla prokazana pfitomnost BK viru v mo&i vy$$i nez 10’ kopii/ml ve tietim mésici po
transplantaci ledviny (v den protokolarni biopsie). Zadny z téchto pacient( nerozvinul BKVN
a do konce prvniho roku po Tx ledviny u vSech doslo k vymizeni BK viremie i virurie (ve 12.
mésici po transplantaci u nich byla BK viremie i BK virurie nedetekovatelnd). Do druhé
skupiny byli zarazeni pacienti, u kterych byla biopticky prokazana BK virova nefropatie

(BKVN, n=10).

Histologické potvrzeni BK virové nefropatie bylo definovdno jako pfitomnost virovych
cytopatickych zmén sintranukledrnimi inkluzemi, posSkozeni renalnich tubularnich
epitelidlnich bunék, véetné pritomnosti epitelidlni tubuldrni nekrézy a obnazeni bazalnich
membran. Prlikaz byl dale doloZen pozitivnim imunohistochemickym barvenim na SV40

LTag.

Do kontrolni skupiny (KS, n = 11), byli zatazeni pacienti, ktefi méli 1., 3., 6., 9., 12. mésic vzdy

negativni vysledky na pfitomnost BKV v modi i v séru. VSichni pacienti v kontrolni skupiné
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méli béhem dvouletého sledovani stabilni funkci Stépu bez rejekce. Zakladni demograficka

data jsou uvedena v Tabulce 6.

Tabulka 6. Demografické Udaje pacientd ve studii intrarenalnich transkriptu

CG (n=11) BKVN (n=10) AV (n=9) p
Zakladni udaje
Vék prijemce (roky) 50+10 44 + 21 47 + 10 Ns
Vék darce (roky) 49,2 £13 47 +18 46 + 15 Ns
Zijici darce (n/%) 1/9 3/30 1/22 Ns
Pohlavi (muzi/%) 6/54 3/30 6/66 Ns
Pocet HLA neshod 3%1 4+1 2+1 Ns
CMV sérostatus
D-/R- (n/ %) 1/9% 1/10% 1/11% Ns
D-/R+ (n/ %) 1/9% 1/10% 1/11% Ns
D+/R- (n/ %) 3/27% 1/10% 1/11% Ns
D+/R+ (n/ %) 6/54% 7/70% 6/66% Ns
Doba dialyzy pred Tx ledviny (m) 19+10 27 £15 32+26 Ns
Udaje v dobé biopsie
Doba od Tx ledviny 94,8+5,8 343 +268 85,6 + 13,5 Ns
BMI (kg/m?) 23,5+4,8 27,3+4,3 27,2 £4,7 Ns
Imunosuprese
Indukce 36% 50% 44% Ns
Takrolimus 73% 80% 89% Ns
Cyklosporin A 27% 0% 0% Ns
mTOR 18% 40% 11% Ns
Mofetil-mykofenolat 55% 70% 89% Ns
Prednison 73% 90% 89% Ns
Studena ischemie (hodiny) 20+3 13+9 19+3 Ns
Sérovy kreatinin (umol/L) 112 + 60,3 210+ 67,2 126 + 35,3 *k

BMI=body mass index; Tx ledviny=transplantace ledviny; **(p<0,01) BKVN versus kontrolni skupina;
Ns=nevyznamné

Biopsie stépu ledvin

Renalni biopsie byly ziskany pod ultrazvukovou kontrolou (Toshiba Power Vision 6000)
bioptickou jehlou ,14-gauge Tru-Cut” (Uni-Cut Nadeln, Angiomed, Némecko). Vétsina

z ledvinné tkané byla zpracovdna pro konvencni histologii. Zbyld ¢ast (2 mm) v kortikalni
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nebo juxtamedularni zoné tkané ledvin byla okamzité umisténa do fixacniho roztoku RNA
later (Ambion Corporation, Austin, Texas), zmrazena a skladovana pfi -80 ° C az do extrakce

RNA.

Izolace RNA

Renalni tkan byla homogenizovana, celkovda RNA byla extrahovana pomoci StrataPrep RNA
Microprep Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). RNA byla kvantifikovana mérenim absorbance
pfi 260 nm na spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop Technologies). RNA byla reverzni
transkripci prepsdana do komplementarni DNA (cDNA) pomoci Superscript Reverse

transcriptase Il (Invitrogen).

RT-qPCR pomoci TagMan® Low Density Array (TLDA)

Relativni kvantifikace pomoci RT-qPCR byla provedena pomoci Tagman Low Density Array
(TLDA, Applied Biosystems). Tato mikrofluidni karta umoznuje kvantitativni hodnoceni gen(
imunitni odpovédi, napt. genl pro cytokiny a jejich receptory, HLA molekuly, chemokiny,
rastové faktory, imunitni reguldtory, povrchové markery imunitnich bunék, interleukiny,
markery apoptdzy a dalsi. Karta dale obsahuje endogenni kontroly. VSsechny mérené geny
jsou popsany v Tabulce 7. Kazda imunitni TLDA karta obsahuje lyofilizované reagencie
genové exprese (primery asondy (FAM znacené)) v predkonfigurovaném 384jamkovém

formatu.

Na kazdé karté byly analyzovany vzdy dva vzorky v duplikdtech. Kazdy ze 4 loading portu byl
naplnén 100 pl cDNA, vodou oSetfenou proti nukledzdm a 2x TagMan® univerzalni PCR
master mixem. Po odstfedéni byly karty uzavieny pomoci pfistroje TLDA sealer (Applied
Biosystems, Foster City, CA), aby se zabrdnilo kfizové kontaminaci. RT-gPCR amplifikace byla
provedena za pouZiti ABI Prism® 7900 HT Detection Sequence System (Applied Biosystems).
Zhodnoceni dat RT-gPCR bylo provedeno pomoci softwaru SDS 2.4 (Applied Biosystems)
a relativni exprese genl byla stanovena na zakladé srovnavaci metody 22*Ct v programu
(RQ) Manager Software v 1.2.1 (Applied Biosystems). Data byla normalizovana pomoci
vnitfni kontroly, genu GAPDH, jako kalibrator mezi jednotlivymi mérenimi pak slouzil vzorek

tzv. kontrolni ledviny.
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Tabulka 7. Méfené geny

IL1A CD40 GZMB IL9

18S CD40LG HLA-DRA  LRP2
ACE CD68 HLA- LTA
ACTB CD80 HMOX1 MYH6
AGTR1 CD86 ICAM1 NFKB2
AGTR2 CD8A ICOS NOS2A
BAX COL4AS5 IFNG PGK1
BCL2 CSF1 IKBKB PRF1
BCL2L1 CSF2 IL10 PTGS2
c3 CSF3 IL12A PTPRC
CCL19 CTLA4 IL12B REN
CCL2 CXCL10 IL13 RPL3L
CCL3 CXCL11 IL15 SELE
CCL5 CXCR3 IL17 SELP
CCR2 CYP1A2 IL18 SKI
CCR4 CYP7A1 IL1B SMAD3
CCR5 ECE1 IL2 SMAD7
CCR7 EDN1 IL2RA STAT3
CD19 FAS IL3 TBX21
CD28 FASLG IL4 TFRC
CD34 FN1 IL5 TGFB1
CD38 GAPDH IL6 TNF
CD3E GNLY IL7 TNFRSF18
CD4 GUSB IL8 VEGF

Druha set-analyza umozZiuje najit geny sdilejici spole¢nou ontologii. Pro funkcni analyzu byly
hodnoty genové exprese zlogaritmovany a porovnany mezi tfemi skupinami pomoci ANOVA

testu s naslednou Bonferoniho korekci. Analyza byla provedena v programu XGENE.ORG.

Statisticka a funkcni analyza

U kontinualnich proménnych je uveden median a variacni rozpéti. Studenttv T-test a Mann-
Whitney U-test byly odpovidajicim zplsobem pouzity pro urceni rozdild parametrickych
a neparametrickych proménnych, vykazujicich kvantitativni spojité rozlozeni. Ke zjisténi
vyznamnosti rozdil( v ¢ase rejekce byla pouZita Kaplan-Meierova analyza. Statisticka analyza

byla provedena v programu Graph Pad Prism Version 4.0. Pomoci statistického programu
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SigmaPlot Version 11.0 byla vytvorena ROC (Receiver Operating Characteristic) kfivka pro

stanoveni hrani¢nich hodnot BK viremie a virurie pro vznik BKVN.

K hodnoceni intrarendlni exprese bylo pouzZito hierarchické klastrovani pomoci
softwaru MeV(V.3), ktery umoZnuje vizualizaci vysledkd. Vstupnimi daty byly mediany
logaritmovanych hodnot relativni kvantifikace (RQ) jednotlivych vzorkd. Byla pouzita
klasifikacni metoda, kde zndmym vstupem bylo zarazeni konkrétniho vzorku do skupiny.
Podobnost je na obrazku vyjadiena hierarchickym stromem — dendrogram s teplotni mapou

,heat-map”.

Ziskana data byla ddle postoupena funkéni analyze. Vzhledem k tomu, Ze byl hodnocen vyssi
pocet genl, byla vyuZita set-analyza pomoci pfistupu ,large-scale data management”,

vhodného k identifikaci konkrétnich transkripcnich vzor. Byly vyuzity 2 typy funkéni analyzy:

Prvni metodou byla metoda tzv. fluxd (FCF, fully coupled flux), ktera umoznuje sledovat
rozdily v expresi genli mezi skupinami nejen na uUrovni jednotlivych gend, ale také na urovni
fragmentl zndmych biologickych drah. Geny spojené do flux(h maji podobné expresni vzorce,

sdileji transkripni regulatory a ¢asto jsou soucdsti stejného operonu.
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8.2 Vysledky

Genovy expresni profil

Nejprve jsme zjistovali, zda se jednotlivé skupiny lisSi v expresnim profilu viech 90
mérenychgenl. Pomoci hierarchického klastrovani byly porovnany expresni profily mezi
sledovanymi skupinami. Hierarchické klastrovani ukazalo, Ze transkripcni profil pacientl
s bezpfiznakovou virurii byl podobny jako profil pacientl v kontrolni skupiné. Nicméné,

transkripc¢ni profil u pacientd s BK virovou nefropatii se podstatné lisil (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Hierarchické klastrovani 3 sledovanych skupin.

Na ,heat map” je zobrazeno vSech 90 sledovanych geni (plus endogenni kontroly).
Ke konstrukci této mapy byly pouzity mediany logaritmovanych hodnot relativni kvantifikace
sledovanych gendl. Cervend barva oznaduje geny s relativné zvysenou expresi a zelena geny
s relativné sniZzenou expresi.
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Intrarenalni transkripcni profil pacientti s bezpfiznakovou BK virurii

Abychom mohli uréit povahu imunitnich mechanism( spojenych s kontrolou BKV infekce,
porovnali jsme transkripéni profil ve vzorcich ledvin pacientl s bezpfiznakovou virurii

a pacient(l v negativni kontrolni skupiné.

Exprese péti genll vykazovala statisticky vyznamny rozdil. Rozdil byl nalezen u genu CD3E,
ukazujiciho na zvySenou pfitomnost T-bunék, dale genu pro CD68, povrchového markeru
makrofagl, dale genu pro CCR2 (chemokin, ktery specificky zprostfedkovava chemotaxi
monocytll) a adhezni molekulu ICAM-1. Exprese genu pro SKI protoonkogen, zapojeny do
downregulace TGF-B1, byla u pacientl s bezpfiznakovou virurii vyznamné snizena (Tabulka

8).

Tabulka 8. Geny s rozdilnou aktivitou u pacientl s bezpfiznakovou virurii

Kontrolni skupina Bezpfiznakova virurie
CCR2 0 (0-6,38) 0,3 (0-31,7) 0,02
CD3E 0,53 (0,03-37,3) 117 (0,15-1120) 0,04
CD68 0,61 (0,05-1,38) 1,15 (0,72-4,96) 0,04
SKi 2,32(0,29-13,2) 0,47 (0,07-13) 0,04
ICAM1 0,03 (0-0,08) 0,34 (0,02-2,12) 0,05

Data zobrazena jako median (minimum-maximum).

Funkéni analyza ukazala, Ze pacienti s bezpfiznakovou virurii vykazovali vyznamné vyssi

hladiny exprese gent pro flux CD40/CD40L, ktery je vyznamnym kostimulaénim signalem.

Dale byla provedena analyza pomoci seskupeni genu s podobnou expresi, které maiji
spole¢nou ontologii. Tato analyza odhalila nékolik biologickych procest, které mohou byt
zapojeny do imunitni kontroly BKV. Témito procesy jsou proliferace B lymfocytl (BCL2,
CD40,CD40L, IL-10), T bunécna proliferace (CD28, CD3E, IL12A, IL-4, PTPRC), proteolyza (ACE,
ECE1, GZMB, LTA, REN), antiapoptotické procesy (BCL2, BCL2L, CCL2, CD40L, FAS, IL-10,
IL1A), adheze leukocytl (CD40L, ICAM-1) a dalsi viz (Tabulka 9).
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Tabulka 9. Biologické procesy asociované s bezptiznakovou BK virurii.

GO term Anotované geny p

soluble fraction ~ G0:0005625 ACTB, CCL3, CCR2, CD4O0LG, FAS, IL13,SELP  0,0296
B lymphocyte

hine G0:0042100  BCL2, CD40, CD4OLG, IL10 0,0364
proliferation

transmembrane

receptor GO:0007169  CD4,CD8A,FN1 0,0394
tyrosinekinase

pathway

proteolysis G0:0006508  ACE,ECE1,GZMB,LTA REN 0,0416
protein  kinase - 1319901 CD3E,CD4,PTPRC 0,0426
binding

platelet G0:0030168  CD40,CD40LG 0,0428
activation

positive

regulation of T GO:0042102  CD28,CD3E,IL12A,IL4,PTPRC 0,0444

cell proliferation
BCL2,BCL2L1,CCL2,CD40LG,FAS,IL10,IL1A,

anti-apoptosis G0:0006916 YL1B' L2, "TNF', 'TNFRSF18 0,0466
leukocyte  cell- - - 0007159 CD40LG,ICAM1 0,0466
cell adhesion

T cell receptor .5.0042101  CD3E,CD4,CDSA ['CD3E''CD4’'CD8A]) 0,0484

complex

p hodnoty byly vypocteny pouZitim testu ANOVA nasledovanym Bonnferroniho korekeci.

Intrarenalni transkripcni profil pacientti s BKVN

Oproti kontrolni skupiné vykazovala skupina BKVN odliSnou expresi 33 z 90 mérenych gena.
Tyto geny jsou shrnuty v Tabulce 10. Funkéni analyza ukazala, Ze pacienti s BKVN méli
vyznamné vyssi hladiny exprese fluxu pro FasL/FAS (p < 0,05) a pro signalni molekuly CD28,
CD80, CD86 (p < 0,05), které jsou spojovany s apoptdzou a kostimulaci. Kromé toho, analyza
seskupeni genll s podobnou expresi a stejnou ontologii odhalila mnoho biologickych

proces(, které jsou aktivni pfi BKVN (Tabulka 10).
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geny
c3
ccL2
ccL3
CccL5
CCR2
CCR7
CcD19
CD28
CD4
CD68
CD86
CSF1
CXCL10
CXCR3
EDN1
FASL
GNLY
HLADRA
HLA-DRB1
ICAM1
IFNG
IL12B
IL1B
IL2RA
IL6

L8

LTA
PRF1
PTPRC
TBX21
TGFB
TNF
TNFRSF18

kontrolni skupina

0,06(0,02-0,6)
0,06 (0,01-0,12)
0,12 (0-0,65)
3,26(0,41-45,4)
0(0-6,38)
0(0-659)
0(0-104)
1,36(0-75,1)
3,32(0,22-15,1
0,61(0,05-1,38
0,67(0,01-16,9
1,42(0,02-4,89
0,05(0-2,9)
0(0-34,3)
0,45(0,14-1,32)
0(0-67,2)
0,36(0,12-2,1)
0,39(0,15-3,27)
0(0-0,39)
0,03(0-0,8)
2,65(0-139)
0(0-3,83)
0,17(0-0,95)
0,14(0-3,44)
0,05(0,01-3,49)
0,55(0-6,75)
0(0-93,9)
8,7(0-43,3)
1,52(0,55-24,6)
0(0-15,2)
0,73(0,23-6,75)
0,61(0,04-3,18)
0(0-1,77)

)
)
)
)

BKVN

0,375(0,03-5,27)
0,22 (0,03-0,85)
0,71(0,16-5,89)
66,9(7,9-235)
20,7(0-158)
35,3(0-789)
109(0-2440)
59,3(0,74-448)
27(6,63-209)
1,68(0,97-4,79)
10(0,88-32,3)
5,17(0,57-71,3)
1,8(0,06-3,76)
61,2(0-671)
1,18(0,39-8,74)

145,72(25,96-409,25)

4,9(1,45-52,2)
1,55(0,503-7,6)
0,85(0-85,6)
0,235(0,06-13,1)
82,1(0-519)
3,49(0-37,6)
1,38(0,3-3,67)
3,32(0,47-19)
0,72(0,07-9,49)
14,7(0,11-53,4)
68,8(0-903)
117(1,4-4100)
47,6(4,7-303)
7,14(0-383)
3,42(0,73-13)
8,2(0,95-30,7)
1,7(0-19,5)

Tabulka 10. Geny s rozdilnou aktivitou u pacientti s BKVN

0,022
0,005
0,02

0,003
0,001
0,017
0,013
0,012
0,004
0,001
0,012
0,049
0,015
0,013
0,025
0,003
0,001
0,021
0,036
0,03

0,023
0,03

0,002
0,009
0,048
0,004
0,036
0,007
0,001
0,036
0,025
0,002
0,01

Data jsou zobrazena jako median (minimum-maximum).
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Tabulka 11. Biologické procesy aktivni pfi BKVN

GO term
angiogenesis

induction of positive
chemotaxis

regulation of cell
adhesion

regulation of isotype
switching

regulation of cell
adhesion

response to oxidative
stress

protein
phosphorylation

positive regulation of T
helper 2 cell
differentiation

cellular component
movement

positive regulation of B
cell proliferation

cellular calcium ion
homeostasis

chemokine activity

response to
glucocorticoid stimulus

positive regulationof T
cell proliferation

T cell differentiation

defense response to
virus

induction of apoptosis

negative regulation of
transcription from RNA
polymerase Il promoter

positive regulation of
protein kinase activity

response to virus
negative regulation of
cytokine secretion

negative regulation of
interleukin-6

G0:0042056

G0:0001525

G0:0050930

G0:0030183

G0:0045191

G0:0030155

G0:0006979

G0:0006468

G0:0045630

G0:0006928

G0:0030890

G0:0006874

G0:0008009

G0:0051384

G0:0042102

G0:0030217

G0:0051607

G0:0008624

G0:0000122

G0:0045860

G0:0009615

G0:0002740

Anotované geny

CCL3,CCL5

IL18,IL1B,IL8,VEGF

IL8,VEGF

IL10,1L4

IL10,1L4

ICAM1,IL18,IL8

CCL5,PTGS2

CCL2,IKBKB,TGFB1

CD86,IL6

ACTB,CCL3,CCL5,CXCR3,IFNG,IL13,IL8,
PTGS2,STAT3

IL4,IL7,PTPRC
CCL19,CCL2,CCL3,CCL5

CCL19,CCL2,CCL3,CCL5,CXCL10,CXCL11,IL8

IL10,IL6, TNF
CD28,CD3E,IL12A,I1L4,PTPRC
IL2,PTPRC

BCL2,PTPRC

CD38,FAS,FASLG

SMAD3,STAT3,TNF

CD4,PTPRC

CCL19,CCL5,IFNG,TNF

IL10,TNF
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0,013

0,013

0,015

0,015

0,015

0,016

0,016

0,017

0,018

0,019

0,019

0,022

0,024

0,024

0,024

0,025

0,026

0,027

0,030

0,033

0,033

0,033



receptor biosynthetic

G0:0032715 IL10,TNF 0,033
process
positive regulation of ¢ 35500 IL10,TNF 0,033
cytokine production
positive regulation of
transcription from RNA G0:0050715 IL10,TNF 0,033
polymerase Il promoter
positive regulation of
isotype switching to IgG  G0:0045944 IL4,I1L6,SMAD3,TNF 0,034
isotypes
regulation ofimmune 1y 545304 IFNG,IL4, TBX21 0,035
response
activation of caspase 5,577 IFNG,IL4, TBX21 0,035
activity
receptor binding G0:0006919 BAX,SMAD3,TNF 0,035
antigen processingand 1, 4005102 C3,REN 0,038
presentation
activation a pro-
apoptotic gene G0:0019882 CD8A,IFNG 0,038
products
cell cycle arrest G0:0008633 BCL2,FAS,FASLG 0,039
protein kinase binding G0:0007050 IFNG,IL12A,1L12B,IL8,SMAD3,TGFB1 0,042

8.3 Diskuse

V této studii jsme studovali expresni profil u dvou skupin pacientl s rlznym stupném BKV
infekce. Prvni skupinu tvofili pacienti s bezptiznakovou BK virurii, s normalni funkci Stépu,
u nichZz v trfimésiéni biopsii histologické vySetfeni nepotvrdilo Zadné poskozeni Stépu.
V téchto vzorcich jsme presto prokazali zménu v expresi 5 gen(: geny pro CD3E, CD68, CCR2
a ICAM-1 mély expresi zvySenou, gen SKI snizenou oproti kontrolni skupiné. ProtoZe se
u téchto pacientl nikdy nerozvinula BK virova nefropatie, predpokladame, Ze exprese téchto
genld odrdzi kontrolu BK virové replikace imunitnim systémem pfijemce. Pro hlubsi
pochopeni imunitnich déji jsme nase vysledky dale porovnali pomoci funkéni analyzy.

Druhou skupinu tvofily vzorky biopsii od pacientll s prokdzanou BK virovou nefropatii.
V dobé vzniku této prace existovalo pouze omezené mnoizstvi informaci o molekularnich
procesech spojenych s BK virovou nefropatii. V souladu s vysledky jinych studii (Hoffmann et
al.,, 2005; R. B. Mannon et al., 2005; Roslyn B. Mannon & Kirk, 2006) jsme u pacientl s BK
nefropatii identifikovali 33 gen, jejichz exprese se lisila od kontrolni skupiny. Imunitni

odpovéd méfena na Urovni genové exprese pfi poskozeni ledviny BKVN zahrnovala zejména
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CD4+ lymfocyty (P. Comoli, Binggeli, Ginevri, & Hirsch, 2006; Lamarche et al., 2016; Mueller
et al, 2011), efektorové molekuly TNF, GNLY (granulosin), IFN-y, CD68+monocyty,
chemokiny a jejich receptory (CCL2/CCR2), coi naznacuje, Ze tyto buriky mohou hrat
dilezitou roli v progresi BKVN. Nékteré studie prokazaly zapojeni humoralni imunity v
patogenezi BKVN (Patrizia Comoli et al., 2013; Egli et al., 2009; Li et al., 2013), v nasi studii
jsme nalezli vyznamné zvySenou expresi genu pro znak CD19, znadici pfitomnost B
lymfocytd.

Pomoci funkéni analyzy jsme dale popsali biologické procesy probihajici v ledvinach
postizenych BKV nefropatii. Identifikovali jsme 28 moZnych biologickych procesu, které se
mohou podilet na vzniku BKV nefropatie. Jejich interpretace je jisté sloZita, nicméné lze zjistit
nékteré zjevné rozdily. Za zajimavy ndlez povaZujeme aktivaci drahy apoptdzy u pacientu

s BKVN, zatimco u pacientl s asymptomatickou BK virurii je tato draha inhibovana.
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9 OBSERVACNI STUDIE

V posledni, observacni studii, jsme se zaméfili na klinické zhodnoceni BKV infekce a BKVN
v IKEM za obdobi 2009-2018. Cilem bylo vyhledat pacienty s BK viremii vy3$i nez 10* kopii/ml
a pacienty s BKVN a sledovat incidenci, preziti Stépl a |éCbu u téchto pacient(l. Tato data
zatim nebyla publikovdna. Pfedpokladali jsme, Ze dlouhodobé vysledky stépl od pacientl s

BK viremii/BKVN jsou horsi nez u $tép(l u pacientll bez BK viremie/BKVN.

9.1 Metodika

Pacienti

110 pacientd mélo v nékterém z odbérl viremii vice nez 10° kopii/ml plazmy. Bylo
identifikovano 96 pacientll po izolované transplantaci ledviny, u kterych byla BKVN
histologicky potvrzena v letech 2009-2018 (68 muz( a 28 Zen). Pocet pacientl s histologicky
potvrzenou BKVN v jednotlivych letech je uveden v Tabulce 12. Jako kontrolni data byly
pouzity udaje od vSech pacientll, ktefi podstoupili izolovanou transplantaci ledviny, byli
|é¢eni na klinice nefrologie IKEM v letech 2008-2018 a neméli diagnostikovanu BKVN/viremii

vice nez 10* kopii/ml plazmy (n=2058/n=2072) pacient.

Tabulka 12. Pocet pacientt s biopticky potvrzenou BKVN v letech 2009-2018

Rok diagnozy Pocet BKVN (n=96)
2018 9
2017 7
2016 8
2015 10
2014 14
2013 12
2012 10
2011 9
2010 10
2009 7
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Sledovani BKV infekce

V 2009 zavedla laborator |ékafské genetiky IKEM stanoveni poctu kopii BK viru. K vySetfeni je
pouZzita plazma, stanoveni poctu kopii je provedeno pomoci kitu RealStar® BKV PCR Kit 1.0
(Altona diagnostics, Némecko) a pfistroje Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Research, UK).
U vSech pacientl je BK viremie vySetfovana mezi druhym a tfetim mésicem po Tx ledviny

a pfi zhorseni funkce stépu s nejasnou pficinou.

Stanoveni BKVN

U vSech pacient( je ve tfetim mésici po transplantaci provedena protokolarni biopsie Stépu
ledviny. Dale je biopsie provddéna u pacientl vzidy pfi poklesu funkce Stépu s nejasnou
pri¢inou. Histologické potvrzeni BKVN je provadéno dle Banffské klasifikace (Roufosse et al.,

2018).

Imunosupresivni protokol pacienti

Pfed transplantaci obdrzi pacienti sPRA >20% indukéni terapii (rATG, daklizumab,
basiliximab). VSem je poddn methylprednisolon. Po Tx maji pacienti udrzovaci |écbu,
nejcastéji trojkombinaci takrolimus/cyklosporin A + MMF + kortikosteroidy. Vzacné je pouzit

mTOR inhibitor.

Statisticka analyza

Ke zpracovani dat byl pouZit program Statistica verze 12 (StatSoft inc.). Vysledky jsou
interpretovany jako medidan (min-max) a primér (+ SD), pokud neni uvedeno jinak.
Parametrickd data v jednotlivych skupindch byla porovnana pomoci X2 testu, Fisherova
exaktniho testu. U neparametrickych dat byl pouzit Mann-Whitney U test nebo Kruskal-
Wallis test podle poctu testovanych skupin. Byly vytvoreny Kaplan-Meierovy kfivky preziti

s rozdilem mezi kfivkami hodnocenymi pomoci log-rank testu.
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9.2 Vysledky

Pacienti s BK viremii >10*

BK viremie >10* byla v letech 2009-2018 stanovena u 110 pacientil. U 62 (56 %) z téchto
pacientd byla histologicky potvrzena BKVN. Kumulativni pfeZiti pacientd s viremii vy3si >10*
se nelisSilo od pacient(, ktefi méli viremii nizsi. Obdobné se nelisilo ani necenzorované preziti
Stépl ledvin. Preziti Stépl ledviny (cenzorované na umrti pacienta) u pacientl s viremii vyssi
neZ 10* bylo vyznamné horsi (73 % vs 54 %, p=0,005) ne? u ostatnich pacientt bez vyznamné

viremie (Obrazek 11.).

Cenzorované preZiti §tépu ledvin dle virémie

1.0
. T
09t

o,
08| 3%

0.7
06
057+
0l p=0,005 24%
0.3}

0.2

Kumulativni podil pfezivsich stépu

01t

0.0

—— kontrolni skupina
—— virémie v&tsi nez 10e4

7 vV

Obrazek 11. Cenzorované preziti $tépd ledvin u pacientd s viremii >10* v porovnani
s kontrolni skupinou stépli od pacientt transplantovanych v letech 2008-2018
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Demografickd data pacientll s/bez viremie >10* jsou uvedena v Tabulce 14. Porovnani
demografickych Gdaji mezi pacienty s/bez viremie>10* ukazalo, Ze mezi skupinami nebyl

vyznamny rozdil v Zzadném ze sledovanych udajt (p>0,05).

Tabulka 13. Demograficka data pacientt s/bez BK viremie >10*

Skupina BK viremie kontrolni (n=2058)

>10*(n=110)

Vék (roky) 54+13 52+14 Ns
Pohlavi (muzi, %) 57 (52%) 1167 (57%) Ns
Vék darce (roky) 52+14 51114 Ns
Zijici darce (pocet, %) 14 (13%) 385 (18%) Ns
CIT (hodiny) 1316 13+7 Ns
Primérna doba na HD (rokySD) 2,4+1,5 2,6+2,1 Ns
HLA neshody

0-2 31(28%) 549(27%)

3-4 58(52%) 1165(56%)

5.6 21(19%) 340(17%)

Prvni stép (n, %) 94(85%) 1738 (84%) Ns
Nejvy&Ei PRA >80% (n,%) 9 (8%) 140 (7%) Ns

Pacienti s BKVN

Incidence BKVN podle roku transplantace je uvedena v Tabulce 14.

Tabulka 14. Incidence BKVN dle roku Tx

Rok transplantace Pocet BKVN (n, %) Pocet vSech Tx pacientl
2009 7 (4%) 173
2010 10 (5,9%) 169
2011 9 (5,3%) 170
2012 10 (5,1%) 195
2013 12 (5,2%) 229
2014 14 (6,4%) 220
2015 10 (4,6%) 216
2016 8 (3,7%) 214
2017 7 (3,5%) 200
2018 9 (4,5%) 199
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Na obrazku 12 jsou pocty pacientl s biopticky potvrzenou BKVN v c¢ase od Tx. Median
diagndzy BKVN byl 101 dnt (10-1463) po Tx ledviny. Nejcastéji, a to v 69 (72 %) pfipadech,
byla BKVN diagnostikovdna v protokolarni biopsii, kterd je v naSem centru provadéna mezi 2.

-4. mésicem po Tx ledviny. Primérny vék pacientl v dobé diagndzy byl 54114 let.

BRSNS N W W A
o o v O un O
| | | 1 1 1 1

pocet pacientd s BKVN

L < hY
WS A o€ 1 (F (€ A€ o8 o (S LS E 1t o

(=R |

doba po tx

Obrazek 12. Pocty pacientl s biopticky ovéfenou BKVN v zavislosti na ¢ase od transplantace.

Viremie v dobé diagnézy BKVN. 58 (60 %) vykazovalo viremii vice ne? 10*. U 18 pacient(
(20 %) se viremie pohybovala mezi 10® a 10*. U 11 pacient® (11 %) byla naméfena viremie
méné nez 10°. U 2 pacientl nebyl virus detekovan v dobé diagndzy. Sedm pacientl nemélo

viremie v dobé diagndzy BKVN vysetfenou.

M viremie vic nez 10 000

H viremie 1000-10 000

B méné ne? 1000
nedetekovano

nestanoveno

Obrazek 13. Viremie v dobé diagndzy BKVN.
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Zakladni demografické udaje pacientd s BKVN (n=96) byly porovnany s udaji od vsech
pacientl sizolovanou Tx ledviny, |é¢enych na KN IKEM v letech 2008-2018 (n=2072) viz
Tabulka 15.

Tabulka 15. Demograficka data pacientti s BKVN

Skupina BKVN (n=96) kontrolni (n=2072)

Vék (roky) 53+14 52+13 Ns
Pohlavi (muzi, %) 54(56%) 1181(57%) Ns
Vék darce (roky) 54+14 51+14 Ns
Zijici darce (pocet, %) 12(12%) 337(18%) Ns
CIT (hodiny) 1416 1317 Ns
Pridmérna doba na HD (rok,SD) 2,8+2,0 2,612,1 Ns
HLA neshody Ns
0-2 27(28%) 552(26%)

3.4 48(50%) 1175(56%)

5.6 21(22%) 345(17%)

Prvni Stép (n, %) 76(79%) 1755(84%) Ns
Nejvy&Ei PRA 280% ( n,%) 10(10,4%) 139(7%) Ns

Preziti stépu s BKVN. Selhani $tépu bylo definovdno jako nutnost ndvratu na dialyzu. Stépy
od pacientl s BKVN (n=96) mély vyrazné horsi preziti (p=0,003) nez stépy bez BKVN (n=2072)
(Obrazek 14.). Ke ztraté stépu doslo u 19 pacientl, median selhani byl 1092 dn( (39-2262)

od diagndzy BKVN. U 6 pacientll doslo k amrti s funkénim Stépem.

Rizikové faktory ztraty stépu BKVN. Jako vyznamny prediktor selhani Stépu s diagndzou
BKVN se ukazala hladina kreatininu v dobé diagndzy BKVN, viremie v dobé diagndzy, pohlavi
ddrce a maximalni hladina PRA. VSechny sledované udaje jsou shrnuty v Tabulce 16. Do
multivariantni analyzy byly zahrnuty tfi faktory (kreatinin v dobé diagndzy, BK viremie v dobé
diagndzy a Zenské pohlavi darce). Jako vyznamny rizikovy faktor vyslo pohlavi darce — Zzena a
kreatinin v dobé diagndzy. Zenské pohlavi zvy3uje riziko selhani 5,9krat a zvydeni kreatininu
o jednotku 4,5krat. Pritomnost obou faktord soucasné u pacientl s BKVN predikuje selhani

Stépu ledviny v cca 64%. Selhani stépu pfi BKVN neni zavislé na typu pouzité l1écby.
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Cenzorované preZiti stépu ledviny
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transplantovanym pacientiim v letech 2008-2018.

Pouzita lécbha. Prvnim terapeutickym krokem pfi potvrzené diagnéze BKVN je zména nebo
snizeni imunosuprese. Imunosuprese byla modifikovana u vSech 96 s BKVN. U 86 pacientu
byla prvnim terapeutickym zasahem zména kalcineurinovych inhibitor( z takrolimu na
cyklosporin A u 3 pacientll $lo o zménu z kalcineurinovych inhibitorli na mTOR inhibitory,

u 3 pacientu o snizeni davek Tac na polovinu, u 4 pacientl pouze o redukci MMF.

Z dalsich preparatt byly pro 1é¢bu pouzity fluorochinolony a to ve 40 pfipadech, cidofovir byl

podan v 18 pfipadech a intravendzni imunoglobuliny byly podany v 14 pfipadech.

Retransplantace po BKVN. Ke ztraté stépu doslo u 19 (19 %) pacient(, ktefi prodélali BKVN.
U dvou (10%) byla Uspésné provedena retransplantace (u jednoho po
predchozi grafektomii). Oba pacienti jsou pravidelné sledovani na replikaci BK viru. DalSich
6 pacientll je zarazeno na cekaci listinu (vSech 6 po grafektomii). U 3 pacientld doslo k umrti.

Zbylych 8 pacientl neni zafazeno na ¢ekaci listinu, ani nepodstoupili retransplantaci.
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Tabulka 16. Demograficka data BKVN pacientd se selhanym/neselhanym stépem ledviny

Faktory Selhany stép (n=19) Neselhany Stép (n=77)

Pohlavi pfijemce — Zeny 5 23 Ns
Typ dérce (Zijici/kadaverdzni) 3/14 7/69 Ns
Vék darce 51+15 5314 Ns
Poradi transplantace 2/15 17/61 Ns
Pohlavi darce - Zeny 12 20 0,01
Vék pfFijemce 46+15 55+14 Ns
BKV viremie 281 698 + 462 063 234132 +771623 0,04
Skreat UMol/I v dobé dg 232 +112 173 +80 0,05
PRA max 14 £ 15 27 £30 0,02
HLA neshody 3.2+15 3.2+13 Ns
Doba na dialyze 3.1+3 27+1.8 Ns
Doba studené ischemie 13.2+6.9 139+6.4 Ns
BKVN grade Ns

A 4 17

B 9 44

C 0 10
Lécba
Konverze takrolimus na cyklosporin 14 69 Ns
Konverze takrolimus na mTORi 1 3 Ns
IVIG 1 14 Ns
Redukce denni davky MMF 4 14 Ns
Ciprofloxacin 7 34 Ns
Cidofovir 3 15 Ns

9.3 Diskuse

Vysetfeni BK viremie se u pacientll po transplantaci ledviny v IKEM provadi od roku 2009
pravidelné, proto vsoucasné dobé mdame kdispozici jedinecnd data z dlouhodobého

vvvvvv

pacientq, ktefi méli bud vyznamnou viremii nebo histologicky potvrzenou BKVN.

Zajimavym vysledkem je, Ze preziti Stépl ledviny cenzorované na umrti bylo vyznamné horsi
jak u pfijemc@ s BKVN, tak u pfijemcd, u kterych byla zachycena vyznamna BK viremie >10*
(Elfadawy et al., 2014). Presto, Ze v literature je uvadéno mnoho rizikovych faktorl vzniku

BKV infekce a BKVN po transplantaci ledviny (Sawinski & Goral, 2014), naSe analyza
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neprokazala Zadny rozdil v demografickych Udajich od pacientl s vysokou viremii/s BKVN

oproti pacientiim bez viremie/bez BKVN.

Vypoctena incidence pohybujici se mezi 3,7-6,4% BKVN v letech 2009-2018 je srovnatelna
s incidenci uddvanou v zahrani¢nich studiich (Elfadawy et al., 2014; Hsiao, Pilmore, Zhou, &
de Zoysa, 2016). Dulezitym poznatkem je, Ze uvadéna rizikova hodnota viremie 10* kopii/ml
muze podhodnocovat diagndzu nefropatie. Nase vysledky ukazuji, Ze az 35 % pacientl muze
mit BKVN bez zjisténé vyznamné viremie, coz koresponduje s vysledky zjinych center
(Hassan et al., 2014). Stejné tak i samotné vySetfeni s nalezem vyznamné viremie Casto
nevede k histologickému potvrzeni BKVN. Vtomto ohledu se nasSe vysledky shoduji
s vysledky prof. Hirsche, ktery uvadi, Ze viremie vy3$i nez 10* ma pouze 30-50 % prediktivni
hodnotu odhaleni BK virové nefropatie histologickym vySetfenim (H H Hirsch, Randhawa, &
Hirsch, 2013). Podobné jako ve studii Parka (W. Y. Park et al., 2018), byla prognéza stépu
vyrazné horsi u pacientll, ktefi méli v dobé diagndzy BKVN vyssi sérovy kreatinin, vyssi
hodnotu BK viremie, méli darce Zenského pohlavi a maximalni hodnotu PRA vyssi nez

pacienti v kontrolni skupiné.

Lécebna strategie u prokazané formy BK virové nefropatie nebyla dosud ovéfena ve velkych
randomizovanych studiich. Pro nedostatek validnich dat z velkych randomizovanych studii se
postupy mezi centry mohou liSit, nicméné redukce imunosupresivni |éCby zlstava
standardem. V klinické praxi se ¢asto pouzivaji i jiné léky a postupy, napfiklad
fluorochinolony, cidofovir, 1é¢ba lidskym intravendznim imunoglobulinem &i konverze na léky
ze skupiny mTOR inhibitort (Ambalathingal et al., 2017). Uspéch 1é¢by je obvykle definovan
vymizenim viremie. V nasi skupiné jsme nenalezli rozdil v pouzité 1é¢bé mezi pacienty se

selhanym a neselhanym Stépem.
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10 ZAVER

V predkladané disertacni praci jsou shrnuty vysledky tfi studii zamérenych na BK virovou

infekci u pacientl po transplantaci ledviny.

1. Prvnim cilem této prdce bylo zavést monitoraci BK virové replikace u pacientii po
transplantaci ledviny v IKEM, stanovit hranicni hodnoty BK viremie a virurie pro

rozvoj BKVN a zhodnotit rizikové faktory pro rozvoj BKVN.

V nasi laboratofi byla zavedena metodika absolutni kvantifikace RT-qPCR. Béhem dvou let
bylo analyzovano 1243 vzorkud od 120 pacientl (622 z moci a 621 ze séra). Pozitivni BK virurie
>10” kopii/ml a pozitivni BK viremie >10* kopii/ml se vyskytla u 25,8% a 5%; respektive.
U 3/120 sledovanych pacient( doslo k rozvoji BKVN. U Zadného z pacientll nedoslo ke ztraté
Stépu v disledku BKVN. Pacienti s pozitivni viremii byli déle dialyzovani a méli vyssi hladiny
PRA. Pacienti s trvalou virurii méli vice rejekénich epizod neZ pacienti s pfechodnou virurii.
Pomoci ROC analyzy byly stanoveny hraniéni hodnoty pro rozvoj BKVN na 10° kopii/ml séra
pro BK viremie a 6,7x10’ kopii /ml pro virurii.

2. Druhym cilem bylo stanovit expresni profil imunitnich geni v biopsiich ledvin ve

dvou skupindch pacienti s riiznym stupném reaktivace BK viru (s bezpriznakovou

virurii, BKVN) a hledat markery uspésné kontroly BK virové replikace na

molekularni drovni.

V této casti jsme vyuzili techniku popisu bioptického nalezu na molekularni dGrovni. Bylo
méreno 90 genl imunitni odpovédi metodou TagMan® low density array RT-qPCR. Druhd
studie prokazala, Ze bezptiznakova BK virurie se odrazi v aktivité gen(i spojenych s imunitni
odpovédi v transplantované ledviné. Analyza biopsii pacientl s bezpfiznakovou virurii
identifikovala 5 rozdilné exprimovanych gent (CD3E, CD68, CCR2, ICAM-1, SKI; p<0,05),
funkéni analyza ukazala vyznamné zvySenou pfitomnost kostimulaéniho signalu
(CD40/CD40L; p<0,05).

Analyza biopsii od pacientli s BKVN vedla k identifikaci 33 rozdilné exprimovanych genu,
odrazejicich silnou imunitni reakci, ktera probiha ve stépech s BKVN. Funkéni analyza ukazala,
Ze pacienti s BKVN méli vyznamné vyssi hladiny exprese pro FasL/FAS (p < 0,05) a pro signalni

molekuly CD28, CD80, CD86 (p < 0,05), které jsou spojovany s apoptdzou a kostimulaci.
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Méreni exprese mRNA ve vzorcich biopsii Stépl ledvin poskytlo detailnéjsi informace

o patofyziologii imunitni kontroly BKV infekce.

3. Tretim cilem této prdce bylo retrospektivné zhodnotit incidenci, rizikové faktory,

pouzitou lé¢bu a dlouhodobé vysledky u pacientd s BK viremii >10° kopii/ml a BKVN
a v IKEM v letech 2009-2018

Incidence BKVN v letech 2009-2018 se pohybovala mezi 3,5-6,4 % pacientld po izolované

u pacientd s viremii >10* i u pacientt s BKVN. V&k darce, vék pfijemce, doba na dialyze, doba

studené ischemie ani typ a poradi transplantace nebyly rizikovymi faktory pro vznik BKV

infekce a BKVN (p>0,05). Porovnani mezi BKVN pacienty se selhanym/neselhanym stépem

ukazalo, Ze u skupiny pacientd se selhanym stépem byl vyssi podil pacientl s: vys$si hladinou

sérového kreatininu v dobé diagndzy BKVN, vyssi BK viremii v dobé diagndz, darci Zzenského

pohlavi.
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