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1. SOUHRN

BK virus je pfic¢inou vzniku BK virové nefropatie (BKVN) u 1-10 % pacient( po transplantaci
ledviny. U zhruba 30-80 % pacientl 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 pacient(
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 3 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, CD68,
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 pacientli 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 Stép(
cenzorované na umrti bylo vyznamné horsi jak u pacientt s BK viremii >10°, tak i u pacientd
s BKVN. Porovnani mezi BKVN pacienty se selhanym/neselhanym stépem ukazalo, Ze u
skupiny pacientl se selhanym Stépem byl vyssi podil pacientd s: vyssi 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. SOUHRN V AJ

Polyoma BK virus is associated with graft dysfunction leading to BK viral nephropathy (BKVN)
in 1-10 % of kidney transplant recipients. Moreover about 30 % 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 asymthomatic viruria 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



3. UvoD

BK polyomavirus je plvodcem béinych détskych infekci. Po primoinfekci perzistuje
v renalnich tubuldrnich bunikdch a v uroepitelu, kde béiné neplsobi komplikace.
U imunosuprimovanych pacientl po transplantaci ledviny je pficinou zavaznych komplikaci,
nejCastéji ve formé BK virové nefropatie, kterd vede ke ztraté Stépu u 1-10%
transplantovanych.

BK polyomavirus

BK virus (BKV) patfi do celedi Polyomaviridae, ndlezi k rodu Betapolyomavirus (Moens et
al., 2017). BKV je neobaleny virus, T=7d ikozaedralniho tvaru, velikosti 40 az 44 nm. Genom
BKV predstavuje cirkularni dvousroubovicova molekula DNA obsahujici 5300 par( bazi.

BKV nema zvifeciho hostitele, k prenosu dochazi pouze z ¢lovéka na clovéka (Moriyama &
Sorokin, 2009). Priblizné u 80-90 % bézné populace je mozno detekovat protildtky proti BKV.
K primarni infekci dochazi v détstvi. Pfedpoklada se, Ze primarni infekce probihd v mandlich,
z nichZ se pak virus sifi infikovanymi monocyty do dalSich organl. Virus se stava latentnim
a preziva zejména v urindrnim epitelu (Dall & Hariharan, 2008).

K reaktivaci a nizkému stupni replikace s bezpfiznakovou virurii dochazi u zhruba 5 % zdravé
populace (Hans H Hirsch, 2005). U imunokompromitovanych pacientd po transplantaci
ledvin nebo hematopoetickych kmenovych bunék muze reaktivace BK viru zpUsobit vazné
komplikace, véetné BK virové nefropatie, uretrdini stendézy nebo hemoragické cystitidy
(Ambalathingal, Francis, Smyth, Smith, & Khanna, 2017).

BK virova infekce po transplantaci ledviny

Pacienti po transplantaci ledviny dlouhodobé uZivaji imonusupresivni |é¢bu, ktera je prevenci
odlouceni transplantovaného stépu. Imunosupresivni |1é¢ba je ale zatizena vyskytem mnoha
vedlejSich ucinka (infekce, kardiovaskuldrni komplikace, nefrotoxicita, malignity) (Halloran,
2004; Viklicky, 2010). K nejintenzivnéj$i imunosupresi dochdzi mezi 1. a 6. mésicem po
transplantaci, kdy se také nejéastéji reaktivuje latentni BK virus (Viklicky, 2010).

K reaktivaci viru dochdzi u 30-80 % pacient(l po transplantaci ledviny (Ambalathingal et al.,
2017; Brennan et al.,, 2005). Ke sledovani BKV reaktivace byla dfive nej¢astéji pouzivana
metodika sledovani ,,decoy cells“ z mocéi pacienta, jejiz specificita byla vSak velmi nizka.
Postupné byl v jednotlivych centrech zaveden screening zaloZeny na absolutni kvantifikaci
virové DNA pomoci RT-qPCR. Tato metoda umoznuje stanovit absolutni pocet kopii viru ve
vzorku moci a séra (plazmy). Vysledky stanoveni poctu kopii BK viru a vypoctené hrani¢ni
hodnoty pro rozvoj BKVN se vyrazné lisSi mezi jednotlivymi transplantacnimi centry
(Ambalathingal et al., 2017).

BK virova nefropatie

U 1-10 % pacientl po transplantaci dochazi k rozvoji BK virové nefropatie (BKVN) (Dall &
Hariharan, 2008). Diagnéza BKVN je definitivné stanovena aZz z histologického potvrzeni
pritomnosti BKV inkluzi v tubularnich nebo glomeruldrnich burkach epitelu v biopsii stépu
(C. B. Drachenberg & Papadimitriou, 2006). Typickym histologickym nalezem BKVN jsou
tubulointersticidlni zmény s rozptylenou zdnétlivou infiltraci bunék, lyzou, atrofii a nekrézou
tubularniho epitelu s expanzi a fibrézou intersticia.



Vysledek histologického vysetfeni mlzZe byt falesSné negativni, a to zejména v Casnych
stadiich BKVN. Dlvodem je multifokalni rozvoj infekce v ledviné, kdy pfi biopsii nedojde
k zachyceni posSkozeného segmentu. Pfedchozi studie uvadély ztratu Stépu u 47 % az 60 %
BKVN béhem 5 let (Babel et al., 2009; Vasudev et al., 2005), zatimco soucasné studie
vyuZivajici strategie v€asného screeningu ukdzaly snizenou ztratu Stépu v rozmezi 15 % az
30 % BKVN (Babel et al., 2009).

Rizikové faktory BKV infekce a BKVN

Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem rozvoje BKV infekce (a ndasledné BKVN) je mira
imunosupresivni [éCby. Zda se, Ze nejdllezZitéjsi roli hraje intenzita pouzité imunosuprese.
Mezi jednotlivymi imunosupresivnimi preparaty existuji rozdily jak ve vyskytu replikace BKV,
tak i rozvoje BKVN (Brennan et al., 2005). Ne u vSech pacientli svysokou ddvkou
imunosuprese dochdzi k rozvoji BKVN. Proto zdsadni roli v rozvoji BKVN jisté hraji dalsi
pfidruzené 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
darcem 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).

Imunitni odpovéd na BKV

Citlivost jednotlivych prijemcl ledvin na imunosupresivni |é¢bu je odliSna, 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
pfijemce a konkrétnich typech bunék zapojenych v imunitni odpovédi proti BKV (Babel, Volk,
& Reinke, 2011).

Lécba BKV infekce a BKVN

Doposud neexistuji léky, které by konkrétné cilily proti BKV. Za zakladni terapeuticky krok je
u pacientd s BKVN povaZovano snizeni imunosuprese (Hans H Hirsch et al., 2005), cozZ ale
vystavuje pacienta riziku vzniku akutni/chronické rejekce. Screening zaloZeny na
polymerazové retézové reakci pro replikaci BKV je zdkladni strategii pro predikci ¢asného
nastupu BKVN a v€asného preemptivniho zasahu do lécby. V 1écbé jsou dale zkouseny i léky
s dosud nepotvrzenou proti BK virovou aktivitou (cidofovir, leflunomid, intravendzni lidsky
imunoglobulin). Vzhledem ktomu, Ze pouZiti téchto |ék( je vétSinou kombinovano se
snizenim imunosuprese, je jejich ucinnost tézko hodnotitelna (Kuypers, 2012).




4. CiLE PRACE

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

2. Vyhodnotit genovou expresi transkriptl spojenych simunitni 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 pacientl s BKV infekci a BKVN v IKEM v letech 2009-2018.

5. 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 pacientd béhem
prvniho roku po transplantaci ledviny na klinice nefrologie IKEM, v letech 2007 a 2008.
Dal$im krokem bylo vyhodnoceni incidence reaktivace BK viru, BK viremie >10 kopii/ml séra,
BK virurie >10’ kopii/ml mo&i, BKVN a stanoveni hrani¢nich hodnot viremie a virurie pro
rozvoj BKVN. Predpokladali jsme, Ze méreni reaktivace BK viru pomuze urcit pacienty
s vysokym rizikem vzniku BKVN.

5.1 METODIKA

Pacienti. Do studie bylo zafazeno 120 konsekutivnich pacientt, ktefi od bfezna 2007 do
brezna 2008 v IKEM v Praze podstoupili transplantaci ledviny. Od pacientd byly odebrany
vzorky periferni krve a modi, a to v ¢asovych intervalech: 1. dena 1, 3., 6., 9., 12. mésic po Tx
ledviny. Protokol studie byl Fadné schvalen etickou komisi Institutu klinické a experimentalni
mediciny v Praze a vSichni pacienti stvrdili ucast ve studii podpisem informovaného souhlasu.

Zpracovdni vzorki krve a izolace BKV DNA. Krev byla odebrana do zkumavek VACUETTE® 5
ml sérum/gel a pomoci centrifugace 3000rpm/10 min ziskdano sérum. MocC i sérum byly
skladovany pfi -20°C az do doby dostatecného nashromazdéni vzorkl pro izolaci virové DNA.

BKV-DNA kvantifikace v moci a séru. Pocet BKV kopii byl ve vzorcich stanoven pomoci
metody absolutni kvantifikace real-time PCR. PouZita byla souprava Alert BKV Q-PCR
(Chemagen, DE) vyuZzivajici detekci virového genu kédujiciho velky T-antigen BKV a pfistroje
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 méfeny
v duplikatech.

Standardni kfivky pro absolutni kvantifikaci viru byly zkonstruovany vynesenim Ct hodnot
proti logaritmam Fedici fady templatu v rozmezi od 10? do 10°. V piipadé, e rozdil mezi
duplikaty vzorkud byl vice nez 0,5 Ct, bylo méreni tohoto vzorku opakovano. Kazdy vzorek byl
podroben soucasnému stanoveni housekeeping genu lidského B-globinu. Vysledky byly
prijatelné pouze v pfitomnosti pozitivity na B-globin.



5.2 VYSLEDKY

BK virurie a viremie ve sledovaném souboru pacienti. Celkem bylo analyzovano 1243
vzork( od 120 pacientl (622 z moci a 621 ze séra). Na Obrdzku 1. je procentualni zastoupeni
pacientd s méFitelnou replikaci BK viru (BK virurie >10%, BK viremie >10%) v jednotlivych
casovych Usecich po transplantaci. K reaktivaci nejcastéji dochazelo v 1. a 3. mésici po
transplantaci. Pouze 14 pacientd mélo negativni vysledky ve vSech odbérech po cely prvni
rok po Tx ledviny.

BK virurie >10, BK viremie >10” se v na$i studii vyskytly u 25,8 % (n = 31), 5 % (n = 6); béhem
12mési¢niho sledovani. Nejvyssi vyskyt BK virurie >107, BK viremie >10” byl ve 3. a 12. mésici
po transplantaci.
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Obrazek 1. Na grafu jsou uvedeny polty pacientd s méfitelnou viremii >10° a virurii >10°
béhem prvniho roku po transplantaci.

Pacienti s BK viremii >10° kopii/ml séra. Sest pacientti mélo BK viremii >10* kopii/ml séra.
U jednoho z téchto pacientli byla BKVN potvrzena biopticky, u tfi pacientl se BK viremie
ukazala jako prechodna. Ve srovnani s pacienty v kontrolni skupiné byli pacienti s viremii
>10" pred Tx ledviny déle dialyzovani (p<0,05).

Pacienti s BK virurii >10’ kopii/ml moéi. 31 pacienttl z nadi studie vykazovalo hodnoty BK
virurie >10” kopii/ml moéi. Ve srovnani s pacienty v kontrolni skupiné byli pacienti s virurii
>10’ déle dialyzovani a vykazovali snizenou funkci $§tépu v 1. roce po Tx (p<0,05).

BKV reaktivace trvala versus prechodnd a vztah k akutni rejekci. Ve skupiné pacientl
s trvalou virurii byl podil pacientl, u kterych doslo béhem prvniho roku po transplantaci ke
vzniku akutni rejekce vyznamné vyssi, neZ u pacientd bez BKV reaktivace (p <0,05), (Obrazek
2.). Mezi skupinami nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch PRA ani
v ne/poutziti indukéni 1éCby.
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Obrazek 2. Kaplan-Meierova kfivka ¢asu do rejekce

Imunosuprese jako rizikovy faktor pro replikaci BKV v moci. Mezi pacienty s rdznymi
imunosupresivnimi protokoly nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil souvisejici
s rozvojem BKVN ¢i pfitomnosti BK viru.

Hranic¢ni hodnoty BK viremie a virurie pro vznik BKVN ve sledovaném souboru. K rozvoji
BKVN doslo v nami sledované kohorté u tfi pacientd. Pomoci ROC analyzy byly stanoveny
hrani¢ni hodnoty pro vznik BKVN na 10% kopii/ml séra pro BK viremie a 6,7x10’ kopii/ml
(Obrazek 3.).

Hrani¢ni hodnoty pro virémiia virurii

Senzitivita

T T T T
0,4 0.6 0,8 1,0
Specificita

Obrazek 3. ROC ktivka pro stanoveni hrani¢nich hodnot BK viremie a virurie pro vznik BKVN.

U studované populace pacientll po transplantaci ledviny vykazuje hodnota poctu kopii BK
viru v séru vyssich nez 10° kopii/ml senzitivitu 100 % a specificitu 69 % pro rozvoj BKVN.
Hodnota BKV kopii vy$sich nez 6,7x107 kopii /ml vykazuje senzitivitu 100 % a specificitu 83 %
pro rozvoj BKVN.
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5.3 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 pacientl s detekovatelnou reaktivaci BKV a diagndézou BKVN vyrazné lisi. Detekce
viru vmodi je velmi citlivd a byla v zahrani¢nich studiich popsdna u 30-80 % pacientd,
detekce viru v séru pak v 8-50 % pacientll (Ambalathingal et al., 2017; Brennan et al., 2005;
Cinthia B. Drachenberg et al., 2007). Alespon v jednom odbéru byl BK virus detekovan v moci
nebo v séru u 88 % pacientll. Na druhou stranu vétsina z pacient(l, u kterych byla v nasem
souboru detekovéana viremie a/nebo virurie, nerozvinula BKVN a virus dokazala eliminovat.
Velké rozdily v publikovanych vysledcich mohou byt dany jak typem pouzZité 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 na$i studii vyskytla u 25,8 %, BK viremie >10* pak u 5 %, tento vyskyt
dobrfe koresponduje svysledky zahraniénich 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 % pacientq,
coz v porovnani se zahrani¢nimi studiemi (1-7 %) odpovidd prlméru. Naopak vysoka
korelace namérenych hladin BK viremie srozvojem BKVN, uvadénd nékterymi autory
(Cinthia B. Drachenberg et al., 2007) se v naSem souboru nepotvrdila. Pouze u jednoho ze
$esti pacientl s viremii >10* byla BKVN potvrzena histologicky.

Potvrdili jsme, Ze limitujicim faktorem absolutni kvantifikace metodou qPCR zUstava 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)
prokazali, Ze trvald virurie je spojena s rozvojem akutni rejekce.

Analyza klinickych a demografickych dat pacientd vykazujicich >10* kopii BKV/ml séra a >10’
kopii BKV/ml moci ukazala, Ze pacienti se zvySenou virovou zatézi byli pfed transplantaci
delsi 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 lé¢by 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
neprokazali Zadné statisticky vyznamné rozdily v imunosupresivnich protokolech u pacientt
s BK virurii ani u pacientt s BKVN.
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6. STUDIE GENOVE EXPRESE

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

Predpokladali jsme, Ze ve Stépu ledviny je imunitni odpovéd na BK virus méfitelnd na drovni
genové exprese.

6.1 METODIKA

Pacienti. Pro studium intrarenalnich transkriptl byly pouZity vzorky biopsii ledvin. V prvni
skupiné byli pacienti s bezpriznakovou BK virurii (AV, n=9). Tito pacienti méli BK virurii vyssi
ne? 10’ kopii/ml ve tfetim mésici po Tx ledviny. Do konce prvniho roku po Tx ledviny u viech
doslo k vymizeni BK viremie i virurie. Do druhé skupiny byli zafazeni pacienti s biopticky
potvrzenou BK virovou nefropatii (BKVN, n=10).

Do treti, kontrolni skupiny (KS, n = 11), byli zafazeni pacienti, ktefi méli v 1., 3., 6., 9., 12.
mésic vidy negativni vysledky na pfitomnost BKV v moci i v séru. VSichni pacienti v kontrolni
skupiné méli béhem dvouletého sledovani stabilni funkci Stépu bez rejekce.

Izolace RNA. Celkova RNA z ¢asti vzorku biopsie ledviny byla extrahovdna pomoci StrataPrep
RNA Microprep Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). RNA byla kvantifikovdna mérenim
absorbance pfi 260 nm na spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop Technologies) a reverzni
transkripci prepsana do komplementdarni DNA (cDNA) pomoci Superscript Reverse
transcriptase Il (Invitrogen).

RT-qPCR pomoci TagMan® Low Density Array (TLDA). Relativni kvantifikace byla provedena
na Tagman Low Density Array (TLDA, Applied Biosystems). Zhodnoceni dat RT-qPCR bylo
provedeno pomoci softwaru SDS 2.4 (Applied Biosystems) a relativni exprese genu
stanovena na zakladé srovnavaci metody 22Ct v programu (RQ) Manager Software v 1.2.1
(Applied Biosystems). Data byla normalizovdana pomoci vnitfni kontroly, genu GAPDH, jako
kalibrator mezi jednotlivymi méfenimi pak slouzZil vzorek tzv. kontrolni ledviny.

6.2 VYSLEDKY

Intrarendlni transkripcni profil pacienti s bezpriznakovou BK virurii. Exprese péti genl
vykazovala statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou s bezpfiznakovou virurii (AV)
a kontrolni skupinou. 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 pacientll s asymptomatickou virurii vyznamné snizena (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Geny s rozdilnou aktivitou u pacientti s bezpfiznakovou virurii

Kontrolni skupina

Bezpriznakova 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 genu pro flux CD40/CD40L, ktery je vyznamnym kostimula¢nim 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 lymfocytt (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, CD4OL, FAS, IL-10, IL1A),
adheze leukocytli (CD40L, ICAM-1) a dalsi viz (Tabulka 2).

Intrarendlni transkripcni profil pacientii s BKVN
Oproti kontrolni skupiné vykazovala skupina BKVN odliSnou expresi 33 z 90 mérenych gena.
Tyto geny jsou shrnuty v Tabulce 2.

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
apoptodzou a kostimulaci. Kromé toho, analyza seskupeni genl s podobnou expresi a stejnou
ontologii odhalila mnoho biologickych proces(, které jsou aktivni pfi BKVN.

Tabulka 2. Geny s rozdilnou aktivitou u pacientti s BKVN

geny kontrolni skupina BKVN p

c3 0,06(0,02-0,6) 0,375(0,03-5,27) 0,022
ccL2 0,06 (0,01-0,12) 0,22 (0,03-0,85) 0,005
ccL3 0,12 (0-0,65) 0,71(0,16-5,89) 0,02
ccLs 3,26(0,41-45,4) 66,9(7,9-235) 0,003
CCR2 0(0-6,38) 20,7(0-158) 0,001
CCR7 0(0-659) 35,3(0-789) 0,017
cD19 0(0-104) 109(0-2440) 0,013
cD28 1,36(0-75,1) 59,3(0,74-448) 0,012
cD4 3,32(0,22-15,1) 27(6,63-209) 0,004
CD68 0,61(0,05-1,38) 1,68(0,97-4,79) 0,001
cD86 0,67(0,01-16,9) 10(0,88-32,3) 0,012
CSF1 1,42(0,02-4,89) 5,17(0,57-71,3) 0,049
cXcL10 0,05(0-2,9) 1,8(0,06-3,76) 0,015
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CXCR3 0(0-34,3) 61,2(0-671) 0,013
EDN1 0,45(0,14-1,32) 1,18(0,39-8,74) 0,025
FASL 0(0-67,2) 145,72(25,96-409,25) 0,003
GNLY 0,36(0,12-2,1) 4,9(1,45-52,2) 0,001
HLADRA 0,39(0,15-3,27) 1,55(0,503-7,6) 0,021
HLA-DRB1 0(0-0,39) 0,85(0-85,6) 0,036
ICAM1 0,03(0-0,8) 0,235(0,06-13,1) 0,03
IFNG 2,65(0-139) 82,1(0-519) 0,023
IL12B 0(0-3,83) 3,49(0-37,6) 0,03
IL1B 0,17(0-0,95) 1,38(0,3-3,67) 0,002
IL2RA 0,14(0-3,44) 3,32(0,47-19) 0,009
IL6 0,05(0,01-3,49) 0,72(0,07-9,49) 0,048
I8 0,55(0-6,75) 14,7(0,11-53,4) 0,004
LTA 0(0-93,9) 68,8(0-903) 0,036
PRF1 8,7(0-43,3) 117(1,4-4100) 0,007
PTPRC 1,52(0,55-24,6) 47,6(4,7-303) 0,001
TBX21 0(0-15,2) 7,14(0-383) 0,036
TGFB 0,73(0,23-6,75) 3,42(0,73-13) 0,025
TNF 0,61(0,04-3,18) 8,2(0,95-30,7) 0,002
TNFRSF18 0(0-1,77) 1,7(0-19,5) 0,01

Data jsou zobrazena jako median (minimum-maximum).

6.3 DISKUSE

V této studii jsme se zaméfili na expresni profil u dvou skupin pacientl s rlznym stupném
BKV infekce, v porovnani s kotrolni skupinou bez BKV replikace. Prvni skupinu tvofili pacienti
s bezptiznakovou BK virurii, s normalni funkci $tépu, u nichz v tfimésicni biopsii histologické
vySetfeni nepotvrdilo Zadné poskozeni Stépu. V téchto vzorcich jsme presto prokazali zménu
v expresi 5 genl: 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, pfedpokladdme, Ze exprese téchto genll odrazi kontrolu BK virové replikace
imunitnim systémem prijemce. Pro hlubsi pochopeni imunitnich déji jsme nase vysledky
dale porovnali pomoci funkéni analyzy.

Druhou skupinu tvofily vzorky biopsii od pacientl s prokazanou BK virovou nefropatii.
V dobé vzniku této prace existovalo pouze omezené mnoistvi informaci o molekuldrnich
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 pacient(i s BK
nefropatii identifikovali 33 gen(, jejichz exprese se liSila od kontrolni skupiny. Imunitni
odpovéd mérena na Urovni genové exprese pfi poskozeni ledviny BKVN zahrnovala zejména
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), coz naznacluje, 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
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jsme nalezli vyznamné zvySenou expresi genu pro znak CD19, znadcici pritomnost
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 Ize zjistit
nékteré zjevné rozdily. Za zajimavy ndlez povaZujeme aktivaci drahy apoptdzy u pacientt
s BKVN, zatimco u pacientd s asymptomatickou BK virurii je tato draha inhibovana. U obou
vysSetfovanych skupin Ize zjistit aktivaci proliferace T lymfocytd, ale s odliSnou expresi genu
pro interleukiny. Exprese IL4 byla typickd pro bezpfiznakové pacienty bez poskozeni Stépu,
zatimco IL10 a IL6 byly exprimované ve vyssi mife u pacientll s BKV nefropatii. Tyto zavéry
viak bude nutno ovérit v dalSich experimentech.

15



7. 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 stépu u pacientl bez BK viremie/BKVN.

7.1 METODIKA

Pacienti. 110 pacientd mélo v nékterém z odbérd BK viremii vice nez 10* kopii/ml plazmy.
Bylo identifikovano 96 pacientd po izolované transplantaci ledviny, u kterych byla BKVN
histologicky potvrzena v letech 2009 - 2018 (68 muzu a 28 Zen). Pocet pacientu s histologicky
potvrzenou BKVN v jednotlivych letech je uveden v Tabulce 3.

Jako kontrolni data byly pouZity udaje od vSech pacient(, ktefi podstoupili izolovanou
transplantaci ledviny a byli |éCeni na klinice nefrologie IKEM v letech 2008-2018 neméli
dignostikovanu BKVN/viremii vice nez 10" kopii/ml plazmy (n=2058/n=2072) pacientd.

Sledovani BKV infekce. V roce 2009 zavedla laborator lékarské genetiky IKEM stanoveni
poctu kopii BK viru. K vySetreni je pouZzita plazma, a stanoveni poctu kopii 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 c¢tvrtym
mésicem po Tx ledviny a pfi zhorSeni funkce Stépu s nejasnou pricinou.

7.2 VYSLEDKY

Pacienti s BK viremii >10*. BK viremie >10* byla vletech 2009-2018 stanovena u 110
pacientl. U 62 (56 %) z téchto pacientl byla histologicky potvrzena BKVN. Kumulativni
preziti pacientd s viremii vyssi >10* se nelisilo od pacientd, ktefi méli viremii nizsi. Obdobné
umrti pacienta) u pacientd s viremif vy$si nez 10* bylo vyznamné hor$i (73% vs 54%, p=0,005)
nez u ostatnich pacient(i bez vyznamné viremie (Obrazek 4.)
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Obrazek 4. Cenzorované preziti $tépt ledvin u pacientl s viremii >10* v porovnéni s kontrolni
skupinou pacientll transplantovanych pacienttd v letech 2008-2018.

Porovnani demografickych udaja (vék darce, vék prijemce, doba na dialyze, doba studené
ischemie, typ a poradi transplantace) mezi pacienty bez/s BK viremie>10* (kopii/ml) ukazalo,
Ze mezi skupinami nebyl vyznamny rozdil v Zddném ze sledovanych udaja (p>0,05).

Pacienti s BKVN. Incidence BKVN podle roku transplantace je uvedena v Tabulce 3.

Tabulka 3. Incidence BKVN dle roku Tx

Rok transplantace Pocet BKVN (n, %) Pocet vSech Tx pacientt
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

BKVN v case od transplantace. Obrazek 5 znazornuje pocty pacientl s biopticky potvrzenou
BKVN v ¢ase od Tx. Median diagndzy BKVN byl 101 dn(i (10-1463) po Tx ledviny. Nejéastéji, o
v 69 (72%) pripadech, byla BKVN diagnostikovana v protokolarni biopsii, ktera je v nasem
centru provadéna mezi 2.-4. mésicem po Tx ledviny. Primérny vék pacientll v dobé
diagndzy byl 53114,
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Obrazek 5. Pocty pacientl s biopticky ovérenou BKVN v zavislosti na ¢ase od transplantace.

Porovnani demografickych udajd (vék darce, vék pfijemce, doba na dialyze, doba studené
ischemie, typ a poradi transplantace) mezi pacienty s/bez BKVN ukazalo, Ze mezi skupinami
nebyl vyznamny rozdil v Zadném ze sledovanych udaja (p>0,05).

Viremie v dobé diagnézy BKVN. 58 (60 %) pacientl vykazovalo viremii vice nez 10 kopii/ml.
U 18 pacientd (20 %) se namérené hodnoty viremie pohybovaly mezi 10* a 10* kopii/ml. U 11
(11 %) pacientt byla naméfend viremie méné nez 10> kopii/ml. U dvou pacientti nebyl virus
detekovan v dobé diagndzy. U 7 pacientl nebyla viremie v ¢ase diagndzy BKVN vysSetiena.

M viremie vic neZ 10 000

M viremie 1000-10 000

H méné neZ 1000
nedetekovano

nestanoveno

Obrazek 6. Viremie v dobé diagndzy BKVN.

Preziti $tépha s BKVN. Stépy od pacientd s BKVN (n=98) mély vyrazné horsi preZiti (p=0,03)
nez Stépy bez BKVN (n=2072) (Obrazek 7.). Ke ztraté stépu doslo u 19 pacientli, median

selhani byl 1092 dni (39-2262) od diagnézy BKVN. U 6 pacientd doslo k umrti s funkénim
Stépem.
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transplantovanym pacientiim v letech 2008-2018.

Rizikové faktory ztraty stépu BKVN. Jako vyznamny prediktor selhani stépu s diagndzou
BKVN se ukazala hladina kreatininu v dobé diagndzy BKVN, virémie v dobé diagndzy, pohlavi
darce a maximalni hladina PRA. Do multivariantni analyzy byly zahrnuty tfi faktory (kreatinin
v dobé diagndzy, BK virémie v dobé diagndzy a Zenské pohlavi darce). Jako vyznamny rizikovy
faktor vyslo pohlavi darce — 7ena a kreatinin v dobé diagndzy. Zenské pohlavi zvy3uje riziko
selhani 5,9x a zvySeni kreatininu o jednotku 4,5x. Pfitomnost obou faktorl soucasné u
pacientl s BKVN predikuje selhani Stépu ledviny v cca 64%. Selhani Stépu pfi BKVN neni
zavislé na typu pouzité lécby.

Retransplantace po BKVN. Ke ztraté stépu doslo u 19 (19 %) pacientd, kteri prodélali BKVN.
U dvou (10%) byla Uspésné provedena retransplantace (u jednoho po
predchozi graftektomii). Oba pacienti jsou pravidelné sledovani na replikaci BK viru. Dalsich 6
pacientl je Uspésné zarazeno na Cekaci listinu (vSech 6 po graftektomii). U 3 pacientl doslo
k umrti. Zbylych 8 pacientli neni zafazeno na ¢ekaci listinu, ani nepodstoupili retransplantaci.

7.3 DISKUSE

Vysetfeni BK viremie se u pacientll po transplantaci ledviny v IKEM provadi od roku 2009
pravidelné, proto vsoucasné dobé mame kdispozici jedinecna data z dlouhodobého
sledovani. Ve treti, observacni studii jsme retrospektivné hodnotili dlouhodobé preziti stépl
ledviny u pacientd, ktefi méli bud vyznamnou viremii nebo histologicky potvrzenou BKVN.
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Zajimavym vysledkem je, Ze preZiti Stépl ledviny cenzorované na umrti bylo vyznamné horsi
jak u ptijemct s BKVN, tak u pfijemct, u kterych byla zachycena vyznamna BK viremie >10*
(Elfadawy et al., 2014). Pfesto, Ze v literatufe je uvddéno mnoho rizikovych faktord vzniku
BKV infekce a BKVN po transplantaci ledviny (Sawinski & Goral, 2014), naSe analyza
neprokazala Zadny rozdil vdemografickych Gdajich od pacientd s vysokou viremii/s BKVN
oproti pacientim bez virémie/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). Dilezitym poznatkem je, ze uvadéna rizikova hodnota viremie 10 kopii/ml
muzZe podhodnocovat diagndzu nefropatie. Nase vysledky ukazuji, Ze az 35 % pacientl muze
mit BKVN bez zjiSténé vyznamné viremie, coZz koresponduje s vysledky zjinych center
(Hassan et al., 2014). Stejné tak i samotné vysetfeni s ndlezem vyznamné viremie casto
nevede k histologickému potvrzeni BKVN. Vtomto ohledu se nase vysledky shoduji
s vysledky prof. Hirsche, ktery uvéadi, ze viremie vy$$i nez 10* ma pouze 30-50 % prediktivni
hodnotu odhaleni BK virové nefropatie histologickym vySetfenim (H H Hirsch, Randhawa, &
Hirsch, 2013). Progndza Stépu byla vyrazné horsi u pacientd, ktefi méli v dobé diagndzy
BKVN vyssi sérovy kreatinin, vy$si hodnotu BK viremie, méli darce Zenského pohlavi a
maximalni hodnotu PRA vyssi nez pacienti v kontrolni skupiné (Park et al., 2018).

Lécebna strategie u prokazané formy BK virové nefropatie nebyla dosud ovérena 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 Casto pouZzivaji i jiné léky a postupy jako jsou napfiklad
fluorochinolony, cidofovir, 1é¢ba lidskym imunoglobulinem ¢i konverze na Iéky ze skupiny
mTOR inhibitorl (Ambalathingal et al., 2017). Uspé&ch Ié¢by je obvykle definovén vymizenim
viremie. V nasi skupiné jsme nenalezli rozdil v pouzité |é¢bé mezi pacienty se selhanym a
neselhanym stépem.
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8. ZAVER

V predkladané disertacni praci jsou shrnuty vysledky tfi studii zamérenych na BK virovou
infekci u pacientd po transplantaci ledviny.

1. Prvnim cilem této prdce bylo zavést monitoraci BK virové replikace u pacienti po

transplantaci ledviny v IKEM, stanovit hrani¢ni hodnoty BK viremie a virurie pro rozvoj

BKVN a zhodnotit rizikové faktory pro rozvoj BKVN.
V nasi laboratofi byla zavedena metodika absolutni kvantifikace RT-gPCR. Béhem dvou let
bylo analyzovano 1243 vzorku 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 pacientd doslo k rozvoji BKVN. U Zadného z pacientl 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 rejek¢énich epizod nezZ pacienti s prechodnou 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 gent v biopsiich ledvin ve
dvou skupindch pacientii s riiznym stupném reaktivace BK viru (s bezpfiznakovou
virurii, BKVN) a hledat markery tspésné kotroly BK virové replikace na molekuldrni
urovni.
V této casti jsme vyuzili techniku popisu bioptického nalezu na molekuldrni drovni. Bylo
méreno 90 genl imunitni odpovédi metodou TagMan® low density array RT-qPCR. Druhd
studie prokazala, Ze bezpriznakova BK virurie se odrazi v aktivité gen( 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), a
funkéni analyza ukazala vyznamné zvySenou pritomnost antiapoptotickych a kostimulacnich
signald.
Analyza biopsii od pacientd s BKVN vedla k identifikaci 33 rozdilné exprimovanych gend,
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.

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 lécbu a dlouhodobé vysledky u pacientii s BKV infekci 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
pacientd s viremii >10%, i u pacientd s BKVN. Vé&k dérce, 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 S$tépem
ukazalo, Ze u skupiny pacientd se selhanym stépem byl vys$si 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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