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Seznam zkratek

ABMR aktivni protildtkami-zprostfedkovana rejekce

BL hrani¢ni zmény (z angl. borderline changes)

BKV BK virus

cg transplantacéni glomerulopatie

DGF opozdéna funkce stépu (z angl. delayed graft function)

DSA darcovsky-specifické protilatky (z angl. donor specific antibodies)
ECD darce s rozsifenymi kritérii (z angl. expanded criteria donor)
eGFR odhadovana glomerularni filtrace

ENDAT genové transkripty asociované s endotelem

g glomerulitida

i intersticidlni zanét

ISO-T izolovana tubulitida

I+T intersticidlni zanét s tubulitidou

HLA human leukocyte antigen

HR pomér rizik (z angl. hazard ratio)

LD Zijici darce (z angl. living donor)

MMDx diagnosticky systém molekularniho mikroskopu (z angl. molecular microscope
diagnostic system)

MRNA medidtorova ribonukleova kyselina

OR pomér sanci (z angl. odds ratio)

PRA panel-reaktivni protilatky

ptc peritubularni kapilaritida

RT-gPCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case

t tubulitida

rATG kralic¢i antithymocytarni globulin

SCD darce spliiujici standardni kritéria (z angl. standard criteria donor)
TCMR T burikami-zprostfedkovana rejekce

TMA trombotickd mikroangiopatie

v intimaln{ arteritida (tzv. v — [éze)



Predmluva

Predkladand habilitacni prace je souhrnem publikovanych vysledk(l dosazenych za obdobi
2015- 2021 v Transplantacni laboratofi CEM a na Klinice nefrologie IKEM.

VUvodu jsou kratce shrnuty aktudini vysledky programu transplantace ledvin
a problematika rejekci transplantovaného organu. Uvod je také zaméfen na popis
standardni metody hodnoceni stavu ledvinného $tépu pomoci histopatologické diagnozy,
zaloZené na Banffské klasifikaci, a jejim nedostatkim. Ddle se vénuji popisu nejasnych
diagndz, zejména problematice hrani¢nich zmén. Detailné jsou v Uvodu rozvedeny
molekuldrni metody, které Ize vyuzit pro zpresnéni patologického hodnoceni Stépu.

Na Uvod navazuji komentare k vysledkam, tykajici se vyuziti transkriptomiky v diagnostice
ledvinnych $tépd, publikované v odbornych recenzovanych ¢asopisech.



1. TRANSPLANTACE LEDVINY

Transplantace ledviny predstavuje pro pacienty s rendinim selhanim nejlepsi zpUsob lécby.
V Ceské republice aktudlng Zije pfiblizné 5000 pacientd s transplantovanou ledvinou,
kazdym rokem se toto ¢islo zvySuje o cca 500 pacientld. Vice neZ polovina transplantaci
ledvin se provadi v IKEM. V 90 % se jednd o ledviny transplantované od zemrelych darc(,
zbylych 10% tvofi pfibuzenské nebo fetézové transplantace. Pfi pouZiti nejnovéjsich
imunosupresivnich 1éCiv se dnes jednorocni prezivani ledvinnych stépl pohybuje kolem
90%, pétileté prezivani pak kolem 85 %! Navzdory pokrokiim v moznostech
imunosupresivni |é¢by po transplantaci dochdzi u zhruba 10-15 % transplantovanych
k rozvoji akutni rejekce (odhojovani stépu). Akutni rejekci, kterd se vyskytuje v obdobi brzy
po transplantaci, Ize zvladnout pomoci spravné zvolené antirejekéni |é¢by. Nespravné
lécend Ci nerozpoznana akutni rejekce ale miZe vést krozvoji chronické rejekce. Na
chronickou rejekci zatim spolehliva |é¢ba neexistuje a tak vede progresi fibrézy
a k postupnému selhavani stépu. Z dlouhodobého hlediska patfi chronicka rejekce spolu
s nedodrzovanim imunosupresivni [éCby, rekurenci zdkladniho onemocnéni a fibrézou mezi

hlavni pFi€iny selhavani $tépd ledvin?.

2. PATOFYZIOLOGICKA A HISTOLOGICKA KLASIFIKACE REJEKCI

PFi transplantaci tkané od geneticky odliSného darce vyvolavaji alloantigeny imunitni
odpovéd prijemce, takzvanou rejekci. Podle obdobi po transplantaci, ve kterém se objevuje,
rozliSujeme rejekci akutni (v prvnich 3-6 mésicich po transplantaci) a chronickou, kterd se
vyviji v pribéhu nékolika mésicl aZz let po transplantaci. Z pohledu patofyziologie
rozlisujeme rejekci zprostfedkovanou T burikami (TCMR), protilatkami (ABMR) a smiSenou.
U TCMR antigen prezentujici buniky rozpoznaji antigeny darce, coZ vede k aktivaci T bunék
ainfiltraci stépu T burikami. U ABMR se vytvareji protilatky proti antigenim dérce, a dochazi
k aktivaci komplementu. Tyto tzv. donor-specifické protilatky mohou byt pfitomny u? pfed

transplantaci nebo se vytvéfi de-novo az po transplantaci. 3

Diagnostika typu rejekce je zaloZena na histopatologickém zhodnoceni bioptického vzorku
ledviny patologem. Biopsie stépu byva indikovéna v pfipadé zhorSeni renalni funkce (tzv.
indikaéni biopsie), nebo se provadi tzv. protokoldrni biopsie s urcitym odstupem od
transplantace s cilem odhalit subklinickou rejekci (bez zhorsené funkce $tépu). Na zakladé
histopatologického vysetreni je stanovena diagndza a podle ni nastavena odpovidajici [é¢ba.

Vyhodnoceni histopatologického ndlezu se fidi dle platné Banffské klasifikace. Ta byla
poprvé zavedena v roce 1991* a je pravidelné aktualizovana kazdé dva roky>®. Je zaloZena
na skérovacim systému pro jednotlivé morfologické znaky, které jsou pak pfisuzovany
jednotlivym diagndzam.

Dle aktudlni Banffské klasifikace® rozlidujeme humoralni rejekci (aktivni a chronickou aktivni
ABMR) a T-burikami zprostfedkovanou rejekci (akutni a chronickou aktivni TCMR). Aktivni
ABMR je diagnostikovdana v pfipadé prakazu akutniho poskozeni tkané (zanét
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v peritubuldrnich kapildrach (ptc skore), glomerulitida (g skore), arteritida (v skore),
trombotickd mikroangiopatie), prikazu interakce protildtek sendotelem (bud prakaz
pozitivity C4d slozky komplementu nebo zvysend exprese ENDAT transkript(l) a prikazu
donor specifickych protilatek v séru pacienta. Chronickd aktivni ABMR je navic
charakterizovdna pfitomnosti transplantacni glomerulopatie (cg skore). Akutni celuldrni
rejekce je délena na typy | — Ill v zavislosti na zavaznosti intersticidlniho zanétu (i skére),
tubulitidy (t skére) a arteritidy (v skére). Chronickd aktivni TCMR je charakterizovdna
pritomnosti zanétu v oblastech kiry s fibrdzou a tubularni atrofii (i-IFTA skére>2) soucasné
se zanétem v klre (ti skdre>2) a stfedné zavaznou tubulitidou (t skére>2). Pokud jsou
zanétlivé zmény mirnéjsiho razu, a nespliuji kritéria Banffské klasifikace pro TCMR, jsou
oznaceny jako Banff Borderline — hrani¢ni zmény.

Nékteré morfologické znaky jako napf. glomerulitida, transplantacni glomerulopatie nebo
zanét v peritubularnich kapilarach jsou charakteristické pro urcity typ rejekce (v tomto
pripadé protilatkami zprostfedkované rejekce). Existuji ale i znaky nespecifické, které se
mohou vyskytovat u vice diagnéz (jako napfiklad tubulitida®, intersticidlni zanét® nebo
vaskularni léze'. Vaskularni léze (intimalni arteritida, v skére) mdZe byt projevem jak
TCMRIII. Stredni ¢i zadvazna tubulitida a intersticidlni zanét jsou charakteristické pro TCMR,
mohou byt ale i projevem BKV nefropatie. Naopak mirna tubulitida a intersticidlni zanét,
predstavuji kategorii hrani¢nich zmén.

Pro volbu spravné lécby je nezbytné odliSit, zda se jednd o T nebo B burkami
zprostfedkovanou rejekci, pfipadné o rejekci smisenou. Akutni TCMR se standardné |éci
a vyse) nebo u rejekce rezistentni ke steroidiim se pacientim podava antithymocytarni
globulin (rATG). Primarnim cilem Ié¢by akutni ABMR je odstranéni protilatek!?. Toho je
dosazeno vétSinou kombinaci plazmaferéz a podanim intravendznich imunoglobulind.
Lécba byvd doplnéna pulzy steroidl ¢i poddnim rATG. U vysoce rizikovych pacientd
(retransplantace, vysoka hladina donor specifickych protilatek (DSA), vysoka hladina panel
reaktivnich protildtek (PRA), refrakterni ABMR) se podavd anti-CD20 monoklonalini
protilatka, ktera zabranuje pfeméné nezralych lymfocytl na plazmatické burky produkujici
protiladtky® a/nebo inhibitor proteasomu, Bortezomib, ktery cili pfimo na plazmatické buriky
tvofici protilatky®®. U hrani¢nich zmén se vétSinou pfistupuje k lé¢bé pulzy steroidd,
prestoZe se nejednd o rejekci. Nicméné fada hrani¢nich zmén by [éCena byt nemusela,
a naopak nékteré hrani¢ni zmény mohou progredovat do TCMR a v pfipadé refrakterni
rejekce vyZadovat IéCbu rATG. U vaskularni rejekce zplsob léCby zavisi na tom, zda se jedna
o fenotyp bunécny ¢i humordlni. Nékdy naopak nachazime v biopsii stépu morfologicky
znak, jako napriklad C4d slozku komplementu, ktery je sice typicky pro ABMR, ale v pfipadé
pacientl se stabilni funkci Stépu po ABO inkompatibilni transplantaci se jednd o tzv.
akomodaci®®, kterd nevyzaduje lécbu. V pfedklddané préci, jsou tyto nejasné diagndzy
(hrani¢ni zmény, vaskularni léze a C4d pozitivita u akomodace) vySetfovany pomoci
transkriptomickych metod (microarray, RNA sekvenovani), které mohou vyznamné pfispét
k zpfesnéni diagnozy.



3. VYUZITI TRANSKRIPTOMIKY PRI DIAGNOSTICE LEDVINNYCH STEPU

Modernim pfistupem k posouzeni typu a zavaznosti rejekce je stanoveni genové exprese
v bioptickém vzorku ledvinného $tépu. Pfi rdznych typech poskozeni ledvinného $tépu jsou
aktivovany odlisné biologické drahy, coZ se projevuje tvorbou specifickych mRNA.
Vyizolovanim RNA z bioptického vzorku tak mizeme vyhodnotit aktivitu gend souvisejicich
sdanou diagndzou. Molekularni diagnostika je vhodnym doplikem klasického
histopatologického vysetreni bioptického vzorku a mize vyznamné pomoci se zpresnénim
diagndzy u problematickych nélez. Molekularni zmény jsou v ledvinné tkani detekovany
mnohem dfive neZ je poskozeni patrné pfi vysSetfeni pomoci mikroskopu a mlze tedy
pomoci s nastavenim |écby a prevenci progrese poskozeni Stépu.

3.1. PRINCIP MICROARRAY A RNA SEKVENOVANI

V soucasnosti nejpouzivanéjsimi metodami analyzy transkriptomu jsou RNA microarray
a RNA sekvenovani (RNAseq). Pokud chceme hodnotit jen vybrané mensi sety gend, pak je
nejlepsi volbou metoda real-time PCR.

Microarray metoda je zalozena na hybridizaci biotinem znacené komplementarni RNA
(cRNA) s prébami mikrocipu. Po izolaci celkové RNA je RNA prepsana do cDNA a poté je in-
vitro transkribovdna do cRNA soucasné se znacenim biotinem. Bylo vyvinuto nékolik
platforem microarray (lllumina, Affymetrix, Agilent), které se liSi technologii pripojovani
préb na Cip, poctem vzorkd, které Ize aplikovat na jeden Cip a specidlnim skenerem Cipd,
specifickym pro danou platformu. Momentalné jsou dostupné pouze platformy Agilent
a Affymetrix, protoZe firma Illumina orientuje vyrobu uZ pouze na RNA sekvenovani.

RNA sekvenovani umoznuje osekvenovani celého transkriptomu?®. Pfi designu experimentu
je tfeba se rozhodnout, které RNA molekuly chceme studovat. Vzhledem k tomu, Ze
ribozomalni RNA pfedstavuje 90% celkové RNA, je vyhodné ji z celkové RNA nejprve
odstranit. Bud' vyselektujeme pouze mRNA (tzv. pozitivni poly-A selekce) nebo odstranime
ribozomalni RNA (tzv. negativni selekce nebo ribodeplece) a zlstane nam mRNA
a nekddujici RNA (IcnRNA). Pripadné provedeme velikostni selekci a mizZeme studovat
mikro RNA (miRNA). Pfi poly-A selekci se RNA svym poly-A koncem navaze na oligo(dT)
primery na magnetickych kulickach a z nich je po promyti posléze eluovana. Tato metoda
se doporucuje u experiment(, kde je cilem kvantifikovat zejména protein kédujici geny?’.
U ribodeplece jsou pomoci hybridizace odstranény RNA komplementdarni s ribozomalni
RNA. Pfipadné Ize eliminovat i urcité RNA, které jsou hojné zastoupeny v analyzovaném
vzorku (napf. hemoglobin ve vzorcich krve) a nejsou primarnim cilem experimentu?®®.
Globinova RNA tvofi az 76 % mRNA a pokud neni pfed sekvenaci odstranéna, vyznamné se
snizi detekovatelnost transkriptl s nizkou expresi. Vyselektovand RNA je pak
fragmentovana, prepsana do cDNA, na konce molekul jsou pfipojeny adaptory (obsahuji
sekvence pro navazani fragmentu na flow-cell sekvenatoru a pro nasedani primer() s indexy



(pro identifikaci vzork() a pomoci PCR amplifikovana. Takto pfipravené knihovny jsou pak
sekvenovany na pfistrojich sekvenovani nové generace, které umoznuji masivni paralelni
sekvenovani milionG kratkych fragmentd najednou. Ziskané fragmenty jsou pak
namapovany na referenéni sekvenci. Podle po¢tu namapovanych readl se kvantifikuje
mnozstvi jednotlivych transkript(.

Zatimco microarray se pouziva uz od roku 1995%°, RNA sekvenovéni se zacalo pouzivat az
s rozvojem technologie sekvenovdni nové generace vroce 2008 & 20 21 Nevyhodou
microarray v porovnani sRNA sekvenovdnim je uzsi dynamicky rozsah, zplsobeny
hybridizaci pozadi (neumozni detekci transkriptl s nizkou expresi) a nasyceni préb Cipu
(neumozni kvantifikaci transkript(l s vysokou expresi)?* 2. Technologii RNA sekvenovaéni je
tedy mozné detekovat vyssi pocet diferencidlné exprimovanych gent. Navic zvétsenim hloubky
Cteni Ize detekovat i transkripty s velmi nizkou expresi. RNA sekvenovanim lze také odlisit
jednotlivé transkripéni varianty. Nevyhodou sekvenovani oproti microarray, je velikost
ziskanych soubor(l a narocngjsi bioinformaticka analyza. Nicméné vysledky diferencidlni
exprese, ziskané pomoci microarray a RNA sekvenovanim, spolu dobfe koreluji. Lépe vSak
koreluji transkripty s vys$&i expresi (>70 %) nez ty s expresi nizsi (20 —40 %) 4. Z hlediska
aplikovatelnosti téchto metod pro Ucely zjistovani rozdild v expresi mezi rlznymi
bioptickymi nalezy, |ze pouzit jak microarray, tak RNA sekvenovani. Pokud hledame rozdily
mezi velmi podobnymi bioptickymi ndlezy, bude vhodnéjsi RNA sekvenovani.

3.2. VYUZITI MICROARRAY V DIAGNOSTICE LEDVINNYCH STEPU

Prvni studie, kterda vyuZila metodu microarray, k odliSeni akutni a chronické rejekce
ledvinnych $tépl u 67 indikacnich biopsii, byla provedena v roce 2003%°. Nasledovala fada
studii, které zjistovaly molekularni fenotyp rlznych diagnéz ledvinnych stépl (akutni
26,27 protilatkami zprostfedkovana rejekce® 2 %, C4d-negativni ABMR3, T-burikami
32

rejekce

, transplantaéni glomerulopatie®, akomodace u ABO
36

zprostfedkovand rejekce3t
inkompatibilnich transplantaci®, hrani¢nich zmén3 3¢, vaskularni rejekce®, akutni
poskozeni ledvin®, toxicita inhibitor( kalcineurinu®) nebo se snazily pomoci microarray
identifikovat prognostické biomarkery chronického poskozeni $tépu?, selhdni stépu®y 42,

fibrozu®®, progrese do rejekce* ¢i zhorseni funkce®®.

V pripadé endotelidlnich transkriptl u protilatkami zprostfedkované rejekce se molekularni
diagnostika stala pfimou souldsti Banffské klasifikace rejekénich nalezi® (endotelidini
transkripty u protildtkami zprostfedkované rejekce). EndotelidIni transkripty patfi mezi tzv.
patogenni transkripty (PBTs, pathogenesis related transcripts), jejichZ exprese je vyznamna
pro patogenezi ledvinnych $tépd. Prvni PBTs byly definovany na zékladé microarray studif
na mysich modelech transplantace ledvin (transkripty indukované IFN-y a rejekéni

)45

transkripty)™ nebo studii na bunécnych kulturach (transkripty asociované sT, B a NK

burikami)*® 4. Na zakladé PBTs pak byly vyvinuty klasifikatory nejprve pro ABMR a TCMR®

31 Nésledovaly skére k predikci akutniho poskozeni parenchymu®, fibrézy®, a non-



compliance s 1é¢bou®. Na zakladé téchto studif byla vyvinuta technologie molekuldrniho
mikroskopu.

Rada studii se pokoudela identifikovat diskriminaéni set transkriptli pro akutni rejekci
z periferni krve®®>*, Ziskané diskrimina¢ni sety transkript(l pro rejekci se viak neshodovaly.
Tato nejednoznacnost vysledkd byla patrné zplsobena odlisSnou metodologii a definici
rejekce. Zatimco prvni dvé studie k odliseni akutni rejekce vyuZily sety transkript(,
vybranych na zakladé literatury (17 transkriptl-kSORT; the Kidney Solid Organ Response
Test™ a 20 transkript ve studii KALIBRE (Kidney Allograft Immune Biomarkers of Rejection
Episodes®!), dalsi studie vyuZily celogenomovy pfistup pomoci microarray °* > & RNA
sekvenovani®. Jednotlivé studie se lisily také definici rejekce. Nékteré sety byly schopné
identifikovat pouze akutni T-burikami zprostfedkovanou rejekci®! nebo pouze protildtkami
zprostfedkovanou rejekci®, jiné akutni T-burikami i protildtkami zprostfedkovanou rejekci®®
a dalsi subklinickou rejekci °* 3. Vzhledem k nekonzistentnim vysledkim vy$e uvedenych
studii, je pro diagnostiku stale nejlepsi volbou transkriptomické vysetfeni z bioptického

vzorku ledviny.

3.2.1. Technologie molekularniho mikroskopu (MMDx)

Metoda molekuldrniho mikroskopu (MMDXx) je zaloZena na analyze transkriptomu pomoci
microarray. Hladiny pro vice neZ deset tisic mRNA ve vySetfovaném vzorku biopsie jsou
porovnany s hladinami v referen¢nim setu biopsii (>2400 vzork()3% >>°¢. Metodika MMDx
vyuzivd pro interpretaci nejmodernéjsi pristupy vytvareni algoritm{ pomoci machine-
learning metod®, ¢&mZ podstatné zpfesriuje diagnostiku. Vystupem molekuldrniho
vySetfeni je klasifikace rejekce na T-burikami zprostfedkovanou®? ¢ protiladtkami
zprostfedkovanou rejekci?®, navic analyza poskytuje iUdaj o mife a zavaznosti rejekce.
Kromé rejekénich zmén je posuzovano akutni poSkozeni parenchymu, inflamace nebo
ireverzibilni poSkozeni fibrézou. Pomoci molekuldrniho profilu biopsie je napfiklad mozné
odhalit subklinické poskozeni $tépu nebo identifikovat pacienty s akutni rejekci, a to i ve
vzorcich bez histologického dlikazu zanétu. Dalsi vyhodou molekularniho mikroskopu oproti
histopatologickému vySetfeni je moznost vyhodnotit daleko mensi vzorky biopsii (cca 3
mm). Podle soucasnych histologickych doporuceni vyzaduje standardni hodnoceni
ledvinnych Stépl pritomnost definovaného poctu glomerull i artérii ve vzorku, zatimco
molekuldrni mikroskop dokdZe diagnostikovat rejekci &i poSkozeni ledviny i ve vzorcich
tvofenych pouze dfeni ledviny, které nelze jinak hodnotit®’.

3.3. VYUZITI RNA SEKVENOVANI V DIAGNOSTICE LEDVINNYCH STEPU

Vétsina dosud publikovanych transkriptomickych studii na ledvinnych S$tépech vyuZila

technologii microarray?>-27. 28 31, 33,34, 36, 37, 40, 46, 5861 5 jan yelmi mélo z nich pouZilo RNA

62, 63

sekvenovani . Nicméné v transplantologii bylo RNA sekvenovani pouZito pfi hledani

64-67

biomarkerl rejekce a vlivu imunosuprese na transkripci gen( v periferni krvi®.

Schopnost detekovat molekuldarni markery rejekce nezavisle na pouzité platformé
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(microarray versus RNA sekvenovani) a v biopsiich ledvin i v periferni krvi potvrdila studie
zroku 2017%. Nicméné tato studie také ukdzala, Ze pocet diferencidlné exprimovanych
genl je daleko vyssi v biopsiich nez v periferni krvi, a proto transkriptomické vysetreni
biopsie je pro diagnostiku mnohem vhodnéjsi.

3.4. VYUZITI NANOSTRING TECHNOLOGIE V DIAGNOSTICE LEDVINNYCH STEPU

Dal$i moznost vySetifovani expresniho profilu biopsii ledvinnych stépl nabizi nové platforma

)’°. Princip technologie spociva

Nanostring technologie (NanoString nCounter® system
v hybridizaci RNA se znacenymi prébami. Pro kaZzdy stanovovany transkript jsou vytvoreny
dvé proby. Prvni, tzv. capture préba, je tvofena 30-50 bazemi komplementarnimi k danému
genu a kratkou sekvenci spojenou s biotinem. Druh3, tzv. reportérova prdba, obsahuje 30-
50 bazi komplementarnich k danému genu plus barevnou znacku. Ta je tvorena nékolika
RNA segmenty s fluorescencnimi znackami rliznych barev, pficemz jejich pofadi je specifické
pro dany gen. VSechny proby se smichaji s celkovou RNA a dojde k hybridizaci. Navazané
komplexy se pak imobilizuji pomoci streptavidinu na nosi¢ a detekuji se’®. Vyhodou
Nanostring oproti MMDx technologii je moZnost analyzovat vzorky tkané fixovanych
formalinem a zalitych do parafinu (FFPE vzorky). Tim odpada nutnost oddélit ¢ast vzorku
biopsie do prezervacni tekutiny RNA lateru k pozdéjsi transkriptomické analyze. U vzork(
zalitych do FFPE je vyssi riziko degradace RNA, diky delsi dobé mezi odbérem a zpracovanim
vzorku. Vzorky se do FFPE ukladaji az na oddéleni patologie, zatimco do RNA lateru je vzorek
vloZzen ihned po odbéru. Nanostring, na rozdil od MMDx, neumozfiuje méreni celého
genomu, ale pouze vybraného panelu 770 genl. Tyto geny byly vybrany na zakladé tzv.
patogennich transkriptl (PBT, pathogenesis related transcripts), zjisténych technologii
MMDX, a jejich klasifikacni schopnost pro diagnostiku biopsii z FPPE vzorkd nebyla dosud
prokdzana. KdyZ byla porovndna exprese vybranych 219 genl v 51 vzorcich biopsii,
uchovavanych bud v FFPE nebo v RNA lateru, byla celkovd mira korelace mezi obéma
zpUsoby uchovavani vzorkd vysoka, ale napf. u transkriptd asociovanych s ABMR (u 24/74)
byla korelace $patnd. * JelikoZ se nejednalo o transkripty s nizkou expresi, je mozné, ze
nékteré transkripty jsou vice nachylné k degradaci zplsobené typem uchovavani vzorku.
Recentni analyza, kterd porovnala vysledky RNA sekvenovani a microarray u vzork( biopsii
uchovanych v RNA lateru oproti FFPE zjistila, Ze degradace RNA u FFPE vzorkd vyznamné
ovliviiuje vysledek diferencidlni exprese’?. Horsi vysledky RNA sekvenovani u 10 vzorkd
biopsii ledvin z parafinu v porovnani se zamrazenymi vzorky potvrdila i dal$i mensi studie’®.
Klasifikdtor pro T-bufikami zprostfedkovanou rejekci, zaloZzeny na vzorcich v RNA lateru,
vykazuje 94% presnost, zatimco ten zaloZeny na vzorcich z FFPE md pouze 73% pfesnost.
Nanostring panel nebyl dosud validovan na dostatecné velkém souboru pacient(, na rozdil
od MMDx technologie, kde referencni set zmérenych biopsii je vétsi nez 2400. Dosud
publikované studie u transplantovanych ledvin méfily jen vybrané malé sety transkript(,
prvni studie 19 transkriptd u 40 vzork(”*, druhd 35 transkriptt u 125 FFPE vzorkd ™.
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3.5. PRINCIP SINGLE-CELL RNA SEKVENOVANI A MOZNOSTI VYUZITI
V DIAGNOSTICE

Daldim novym transkriptomickym néstrojem se stalo tzv. single-cell RNA sekvenovani’®
(umoZniuje méfit expresi tisice transkriptd v tisicovkach jednotlivych bunék najednou).
Vzhledem k tomu, Ze ledvina je komplexni orgdn, ktery sestavad z funkéné i morfologicky
odlisnych ¢asti, single-cell RNA sekvenovani ndm umozni zjistit pfimo, které burky se ucastni
patologického procesu. Kompartment-specifickou expresi je mozné zjistit také pomoci
laserové mikrodisekce, kdy je mozné izolovat RNA z vyfiznutych glomerull, tubull di
intersticia’” 8. Nicméné laserovou mikrodisekci se ziskd jen velmi omezené mnozstvi RNA,
coz limituje mnoZstvi mérenych transkriptl a navic ndm neposkytne informaci o typech
bunék v jednotlivych kompartmentech. Vyhodou single-cell RNA sekvenovani z hlediska
interpretace bioptickych nalez( ledvinnych 3$tépd, je zejména analyza subpopulaci
lymfocyt( a jejich exprese v souvislosti s odhojovanim $tép(7”°. Vysledky prvniho single-cell
RNA sekvenovani na tfech vzorcich lidské ledviny® odhalily existenci nejméné 10 klastrd
bunék s odlisnou expresi (3 klastry bunék proximalnich tubuld, burky distalniho tubulu, 2
klastry bunék sbérnych kandlkd, glomerularni bunky a z infiltrujicich bunék NK-T burky,
monocyty a B burky). Jednotlivé klastry bunék byly identifikovany na zakladé dfive
popsanych marker(l exprese (jako napf. CD14, differentiation antigen pro monocyty;
CD798B, B-Cell Antigen Receptor Complex-Associated Protein Beta pro B lymfocyty; UMOD,
uromodulin pro distalni tubulus). Mezi limitace pouZziti této techniky patfi potfeba vysokého
mnozstvi ziskanych bunék (pficemz velikost biopsie je pouze cca 10x2 mm) a také zatim
neumoZiuje zpracovani archivniho materidlu. Nicméné uz vysla prvni pilotni prace, kde byl
touto metodou UspéSné porovnan jeden vzorek darce ledviny a jeden vzorek biopsie
s protilatkami zprostfedkovanou rejekci®. Princip metody spociva vtom, Ze nejprve se
mechanicky a enzymaticky (trypsin) oddéli z tkané jednotlivé buriky. Ty se zapouzdfi spolu
s oligo-dT primery do kapicek v mikrofluidnim zafizeni, kde probihd i reverzni transkripce do
cDNA. Zéroven se ke vSéem cDNA z jedné kapicky pFipoji specificka sekvence oznacujici cDNA
odvozenou z jedné bunky. Dal$i pfiprava knihoven je obdobnd jako u klasického RNA
sekvenovani. Jednotlivé typy bunék jsou potom klastrovany podle podobnosti
transkriptomickych profill pomoci mnohorozmeérné statistické analyzy. Typy bunék jsou pak
stanoveny podle exprese znamych markerd v jednotlivych klastrech.
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4. HRANICNI ZMENY LEDVINNYCH STEPU

Incidence ndlezu hrani¢nich zmén (BL, z angl. borderline changes) se celosvétové pohybuje
mezi 11-23% 828384/ |[KEM byl podil BL v letech 2005 -2019 ze viech biopsii 13 %.

Kategorie BL byla zaclenéna do Banffské klasifikace v roce 1997% a byla definovana jako
tubulitida s intersticialnim zanétem v nejméné 10 % ledvinné kary (Banff i>0). Béhem
nasledujicich let byla tato kategorie nékolikrat upravena. V roce 2005 byl do kategorie BL
zafazen ndlez izolované tubulitidy bez intersticidlniho zanétu®. Pfi posledni aktualizaci
Banffské klasifikace v roce 20198 byl ale ndlez izolované tubulitidy z kategorie BL opét
vyfazen. Podkladem pro tuto zménu bylo zjisténi, Ze pétileté prezivani stépl u pacientl
s izolovanou tubulitidou je podobné jako u normalnich biopsii bez inflamace a tubulitidy
(Banff i0t0) &’.

Dle vysledkd observacnich studii zvysSuje nalez BL riziko rozvoje nasledné rejekce i fibrozy,
co? vede k horsimu preziti $tépC®8. Proto jsou dnes BL ve vétsiné transplantacnich center
l[éCeny pulsy steroidll, stejné jako akutni rejekce. Na druhou stranu nebyla dosud
publikovdna zadna velka randomizovanad studie, kterd by jasné podpofila opravnénost léCby
u pacientt s BL.

Prvni retrospektivni studie porovndvajici vznik akutni rejekce po nélezu BL®? ukdzala, Ze
pouze 18 z 65 (28 %) pacientd s neléCenymi BL vyvinulo béhem nasledujicich 40 dni
histologicky prokazanou rejekci. Dalsi retrospektivni studie, ktera sledovala pacienty
s diagnozou BL, lécenych steroidy (n=42) s pacienty nelécenymi (n=49), nezjistila rozdil
v preziti §tépl ani nasledné rendlni funkci®®. Nejednalo se ale o randomizovanou studii
a u pacientd zléc¢ené skupiny byly BL diagnostikovany statisticky vyznamné dfive po
transplantaci.

Progndza po nalezu BL zUstava nejasna, a to zejména kvlli heterogenité této skupiny. Pfi
posuzovani vysledkd retrospektivnich studii je nutné brat v dvahu nékolik faktord. Za prvé
je tfeba si uvédomit, zda se jedna o ndlez BL v indikacni biopsii, spojeny se zhorsenim funkce
Stépu, nebo nalez v biopsii protokolarni (kontrolni) pfi stabilni funkci Stépu, a tedy
subklinicky. DUlezité je také, jestli vSichni pacienti stouto diagndzou byli léceni pulsy
steroidl. V IKEM je sice IéCeno témér 90 % pacientl s BL, ale v jinych transplantacnich
centrech® jich je 1é¢eno daleko méné, coz mlze vyznamné ovlivnit vysledky. Néktera
transplantacni centra rfesi ndlez BL pouze navysSenim takrolimu u pacientd s nizsi hladinou
v rozmezi 3-5 ng/ml na 5-7 ng/ml nebo optimalizaci davkovani mykofenolatu. Horsi preZiti
Stépl budou také mit pacienti, u nichZ se vyskytuji BL zaroven s jinym patologickym
ndlezem jako napfiklad s protildtkami zprostfedkovanou rejekci, trombotickou
mikroangiopatii, BKV nefropatii ¢i rekurenci glomerulonefritid. Také je tfeba ovérit, jakou
Banffskou klasifikaci autofi pouZili pro definici této kategorie.

vvvvvv

vylouceni izolované tubulitidy) v porovnani s normalnim nalezem (bez inflamace, rejekce,
rekurence GN a BKVN) potvrdila australskd studie autort Nankivell a kol. . Jednalo se
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o pomérné velkou studii, kam bylo zafazeno 146 pacientl s hraniénimi zménami bez
soucasného vyskytu jinych patologii a 826 normalnich nalez(. Limitaci této studie je vysoky
podil protokolarnich biopsii s hraniénimi zménami (63 %). Interpretaci vysledkl také ztézuje
fakt, Ze pouze 83 % indikacnich a 62 % protokolarnich BL bylo [é¢eno. U pomérné vysokého
poctu pacientld s BL (39 %) se nasledné rozvinula rejekce. Horsi progndzu méli pacienti
s ndlezem BL v indikac¢nich biopsiich, u nichZ se objevila ndsledna rejekce v 50 % v porovnani
s 33% po nalezu BL v protokoldrnich biopsiich. Pfekvapivym zjisténim analyzy parovych
sekvencnich biopsii bylo, Ze intersticialni zanét pretrval do 3 mésice od diagnézy BL u témér
tretiny ndlezl (27 % indikacnich a 28 % protokoldrnich BL). Z toho vyplyva, Ze zlepseni
rendini funkce po podani antirejekéni 1éCby nemusi zcela reflektovat pokracujici
subklinickou rejekci.

Dalsi dvé retrospektivni studie se zabyvaly osudem ledvinného Stépu po ndlezu BL
v pfevaziné protokoldrnich biopsiich ve 3°' a 6 mésici po transplantaci®’. Prvni studie
porovnala 183 nalez( BL a 131 normalnich nélezl ve 3. mésici a druha studie 102 nalez( BL
a 304 normalnich nalezd v 6. mésici. Vyssi riziko nasledného rozvoje rejekce bylo po nélezu
BL ve 3. mésici (31 %)°* nez v 6. mésici (8 %)%. U obou studii bylo ale toto riziko vétsi po
nalezu BL neZ po normalnim nalezu. Stejné tak incidence de novo DSA v nasledujicich 36
mésicich u nich byla vys$si nez po normalnim ndlezu v protokolarni biopsii. Ani jedna ze studii
neprokdzala vyznamny rozdil mezi ISO-T a I+T podskupinami BL v pétiletém preziti Stépd,
tvorbé de novo DSA ani v progresi intersticialni fibrézy a tubularni atrofie (IFTA) po jednom
roce od diagndzy. PrestoZe kratsi doba do dosaZeni kompozitniho endpointu (rejekce
a/nebo selhani $tépu) byla zjisténa jak u ISO-T, tak u 1+T v porovnédni s normalnim nalezem®"
92 tak riziko dosazeni kompozitniho endpointu po subklinickych BL v 6. mésici bylo 7x vys&i
u +T (HR=7, p=0,0005) a pouze 3x wy$& u ISO-T (HR=3,15, p=0,02)%? v porovnani
s normalnim nalezem. Nélez ISO-T v protokoldrnich biopsiich je tedy zfejmé o néco méné
rizikovy nez [+T.

Progndzou ISO-T v indikacnich biopsiich se zabyvala studie, do které bylo zafazeno 70
pacientd sISO-T a 36 s +T%. ISO-T neméla vliv na dosaZeni kompozitniho endpointu
(selhani stépu a/nebo dvojnasobné zhorseni kreatininu) ani v indikacnich biopsiich (log rank
p= 0,51). Pfestoze vysledek nedosahl statistické vyznamnosti, méné pacientl ze skupiny
ISO-T (5%) nez ze skupiny I+T (14%) dosahlo kompozitniho endpointu, z ¢ehoZ autofi
vyvozuji mensi rizikovost této diagndzy. Vyhodou této studie je, Ze autofi zafadili pouze
pacienty sdiagndézou hrani¢nich zmén bez pfitomnosti dalSich  patologif
(glomerulonefritida, BKV nefropatie, ABMR). Mezi limitace této studie patii pomérné maly
soubor s malym poctem endpointll, dale rozdilné zastoupeni poctu lé¢enych pacient(
v obou skupinach (16 % ISO-T [é¢enych, 56 % I+T |éCenych) a také fakt, Ze ISO-T biopsie byly
provedené pozdéji (median 83 dnivs. 7 dniu I+T).

Dosud nejvétsi studie, kterd se zabyvala izolovanou tubulitidou®’, porovnala 393 biopsif
s ISO-T a 254 |+T. Pfevazna vétsina biopsii v této studii byla ale protokolarnich, pficem?Z vic
jich bylo ve skupiné ISO-T (73 %) nez v I+T (57 %). U indikacnich biopsii mezi hlavni klinicko-
patologické diagndzy souvisejici s ISO-T patfila akutni tubuldrni nekréza (37 %) a IFTA (30
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%), zatimco protokolarnich biopsii to byla pfevazné IFTA (50 %) ¢i normalni nalez (39 %).
Nicméné analyza hlavnich komponent (tzv. principal komponent analyza) histologickych
Banff skére ukdzala, Ze i kdyz se ISO-T oddéluje od TCMR, neklastruje se dohromady
s normalnim nalezem. Nejedna se tedy o zcela normaini ndlez, pfestoze pétileté preziti
Stépl ISO-T (92,7 %) se od normalniho nalezu neliSilo (98,8 %), zatimco u skupiny I+T bylo
horsi (81,7 %). Na preziti Stépl se ale podili fada faktor(, jako napfiklad vék darce, prijemce,
retransplantace, hladina panel reaktivnich protildtek nebo to, zda biopsie s BL byla lé¢end
a pfiposuzovanivlivu ISO-T na preZiti by tedy model mél byt na tyto proménné adjustovan.
V této studii byly ¢astéji Ié¢eny biopsie s I+T nez s ISO-T.

Lécba izolované tubulitidy pomoci steroidd neovlivnila preziti $tépl, ani incidenci
naslednych rejekci®. Nicméné se jednd o retrospektivni studii, kde skupina nelé&enych
nalezll predstavovala pouze 19 z 90 ISO-T a eliminaci lécby u izolované tubulitidy by mohla
potvrdit pouze randomizovana studie. Pfi retrospektivnim designu studie mohlo byt
rozhodnuti ISO-T nelécit podloZeno diabetem pacienta nebo soucasné probihajici infekci.

Soucasna histopatologicka kritéria pro odliseni BL a TCMR jsou nedostatecnad pro identifikaci
rejekéniho fenotypu BL a metoda molekuldrniho mikroskopu tak nabizi moznost jasné
odlisit rejekéni a nerejekéni molekuldrni fenotyp. Molekuldrni fenotypizaci BL pomoci
metody molekularniho mikroskopu se zabyvalo nékolik studii, které se shodly na tom, Ze
pouze 30 % BL vykazuje rejekéni fenotyp®263>97. Prvni microarray studie porovnala pomoci
rejekéniho klasifikdtoru 40 BL, 35 TCMR a 116 biopsii bez rejekce®. Pozitivni rejekeni skore
mélo 25/35 (71 %) TCMR, 13/40 (33 %) BL a 3/116 (3 %) normalnich nalez(. Biopsie s BL
s vysokym rejekénim skére mély vyssi histologické skére pro fibrézu (ci) a tubuldrni atrofii
(ct), coz ztézuje histologické hodnoceni intersticidlniho zanétu (i) v nezjizvené tkani. Pfi
validaci metody molekuldrniho mikroskopu na souboru 300 biopsii ve studii INTERCOM bylo
zahrnuto 46 (15 %) indikacnich biopsii s BL, pfiblizné polovina z nich byla provedena
s odstupem vice nez 1 roku po transplantaci?® *2. V tomto souboru mélo pozitivni rejekéni
skére asi 15 % BL biopsii, pricemz 7/46 BL (15 %) mélo pozitivni ABMR skére a 8/46 (17 %)
TCMR skére. Mezindrodni validace na vét§im souboru biopsii® (n=1679) zahrnula 128 BL,
z nichZ 28/128 (22 %) mélo pozitivni ABMR a 16/128 (13 %) pozitivnhi TCMR skére.

Vétsina BL, které byly analyzovany v téchto studiich, byla diagnostikovana v indikacnich
biopsiich nejméné 1 rok po transplantaci. Mnohem progresivnéjsi fenotyp BL v indikac¢nich
biopsiich jsme potvrdili v nasi microarray studii®® na souboru 28 pacient(. Vyssi podil
pozitivniho rejekéniho skére (geometricky primeér 109 transkript( asociovanych s rejekci)
u BL v indikac¢ni biopsii (38 %) v porovndni s protokoldrni biopsii (17 %) potvrdila i dalsi
studie®.

Vzhledem ktomu, Ze progndza pacientl po BL je nejasna, zpresnéni diagndzy pomoci
transkriptomickych néstroji a vytipovani klinickych rizikovych faktord, by pomohlo 1é¢bu

zacilit pouze na rizikové pacienty.
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5. KOMENTAR K VLASTNiM VYSLEDKUM

5. 1. RIZIKOVE FAKTORY SELHANI STEPU PO DIAGNOZE HRANICNICH ZMEN

5.1.1. Opozdéna funkce $tépu, starsi darce ledviny a nalez hrani¢nich zmén

v obdobi ¢asné po transplantaci zhorsuji Sleté preziti Stépu
Nejprve jsme vyhodnotili klinické rizikové faktory progresivniho fenotypu BL. Retrospektivni

analyzou pacientd, ktefi podstoupili transplantaci ledviny v IKEM mezi lednem 2005 az 2017
(n=2771), jsme identifikovali 781 pacientd sndlezem BL. U 523 znich byly BL
diagnostikovany jako prvni a izolovand diagndza (Obrazek 1).

781 BL
(2005-2017)

44 8x primarni afunkce $tépu/ chirurgické komplikace

155x patologicky néalez predchazejici diagn6ze BL
(ABMR, TCMR, BL, TMA atd.)

\

92x BL v kombinaci s jinym patologickym nalezem
(ABMR, TMA, BKYV, rekurence GN, g>1)

\

1x ztrata Stépu (non-compliance 4.mésic po Tx)
1x Gmrti z divodu sepse
1x lé¢ba rejekce nebyla podana (melanom darce)

Y

Y

523 BL
(prvni a izolovany nalez)

53x nelécené BL

Y

3-mésiéni
protokolarni biopsie

l

157x subklinické BL

Indikaéni biopsie

Ne- 52x pozdni BL

Ano

|
261x ¢asné BL

Obrazek 1 Retrospektivni analyza dat pacientl IKEM s diagnézou hrani¢ni zmény (BL). Do
analyzy byli zafazeni vSichni pacienti, u kterych byly hrani¢ni zmény diagnostikovany jako
prvni patologicky nélez a tento ndlez nebyl pritomen soucasné s dalsi patologii. U vsech
zarazenych pacient( byly BL [éCeny pulsy steroid(.

BL, hrani¢ni zmény; ABMR, protilatkami-zprostfedkovana rejekce; TCMR, T-burikami zprostfedkovana rejekce; TMA,
tromboticka mikroangiopatie; BKV, BK-nefropatie, GN, glomerulonefritida, g, glomerulitida.
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Pouze 53 z523 (10%) pacientll s BL nebylo léceno steroidy, a to predevsim kvdli

probihajicimu infekénimu onemocnéni, riziku dekompenzace diabetu nebo subklinickému

nalezu. Hrani¢ni zmény byly u pacientl po transplantaci ledviny diagnostikovany spolu se

zhorSenim funkce S$tépu v obdobi brzy po transplantaci (n=261, 55,5 %) ¢i v pozdéjsim

obdobi po 3. mésici po transplantaci (n=52; 11,1 %). Casto jsou BL zjitény jako subklinicky

nalez v protokolarni biopsii (n=157; 33,4 %), kterd se v IKEM provadi standardné vsem

pacientlm ve 3. mésici po transplantaci. Demografické Udaje pacientl zafazenych do studie

jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Demografickd charakteristika pacientd s diagndézou hrani¢nich zmén (BL)

a pacientl s normalnim nalezem (Kontroly) v tfimésicni protokolarni biopsii.

Klinicky indikované biopsie

Protokolarni biopsie (3M)

Casné BL | Pozdni BL Subklinické | Kontroly
(n=261) | (n=52) P BL(n=157) | (n=250) |P
Veék prijemce, roky 50 [19;80] 49 [26;72] 0,432 53 [20;80] 56 [19;81] 0,309
Pohlavi prijemce, muzské, n (%) 196 (75,1%) | 34 (65,4%) 0,169 108 (68,8%) 154 (61,6%) 0,167
Retransplantace, n (%) 23 (8,8%) 3(5,8%) 0,591 21 (13,5%) 31 (12,4%) 0,761
Typ darce, zemrely, n (%) 212(81,2%) | 48(94,1%) 0,023 121 (77.1%) 204 (81,6%) 0,31
Vék darce, roky 52 [4;79] 51[17;75] 0,363 52 [16;78] 52 [6;76] 0,52
Pohlavi darce, muzské, n (%) 120 (46%) 29 (56,9%) 0,17 85 (54,1%) 151 (60,6%) 0,216
ECD darce, n (%) 106 (40,6%) | 18 (34.6%) 0,442 62 (39,5%) 111 (44,4%) 0,355
Délka dialyzy, mésice 20 [0;144] 22 [0;94] 0,441 21[0;114] 20 [0;130] 0,356
HLA neshoda 3[0;6] 3[1;6] 0,889 3[0;6] 3[0;6] 0,75
Maximalni PRA 4[0;100] 4(0;94] 0,499 3 [0;100] 7[0;99] 0,065
DGF, n (%) 75 (28,7%) 10 (19,2%) 0,176 23 (14,6%) 45 (18,1%) 0,414
Studena ischémie, hod 15 [0;27) 15 [0;24] 0,667 15 [0;31] 13 [0;23] 0,054
Plvodni onemocnéni, n (%) 0,024 0,518
Diabetes 40 (15,3%) 18 (34,6%) 14 (8,9%) 31(12,4%)
Hypertenze 24(9,2%) 3(5,8%) 12 (7,6%) 28 (11,1%)
Glomerulonefritida 90 (34,5%) 12 (23,1%) 66 (42%) 91 (36,5%)
Polycystéza 33 (12,6%) 6(11.5%) 23 (14,6%) 33(13,1%)
Jiné 74 (28,4%) 13 (25%) 42 (26, 8%) 66 (26,4%)
Indukéni 1é¢ba 0,004 0,01
Bez indukce 100 (38,5%) | 20 (38,5%) 37 (23,6%) 37 (14,9%)
rATG 59 (22,7%) 22 (42,3%) 68 (43,3%) 144 (58,1%)
Basiliximab 101(38,8%) | 10 (19,2%) 52 (33,1%) 67 (26,7%)
Kreatinin pfi biopsii (umol/L) 236 [75;926] | 188[101;305] <0,001 133 [54;354] 126 [64;299] | 0,003
Doba od transplantace do biopsie
(dny) 9 [4;60] 362 [126;4642] | <0,001 94 [62;124] 94 [69;136) 0,94

Data jsou prezentovéna jako medidn [min;max] nebo pocty (%). 2DGF (opozdénd funkce Stépu) je definovana jako potreba

dialyzy v prvnim tydnu po transplantaci.
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Pétileté preziti Stépl (Obrazek 2) bylo nejhorsi u pacientl s BL v ¢asné indikacni biopsii (84,3
%) v porovnani s 92,9 % u subklinickych BL; 93,2 % u pozdnich BL a 97,8 % u kontrol
s normalnim nalezem v protokolarni biopsii.

100+ =

©
it

—— Casné BL
—— subklinické BL

Preziti stépt (%)
2

pozdni BL
> —— kontroly p<0.0001
> 704
60 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Doba od transplantace (roky)
Pocet subjektl v riziku

¢asné BL (<3M) 61 242 230 211 189 163
subklinickél BL (3M) 157 153 149 137 112 94
pozdni BL(>3M) 52 52 52 50 41 35
kontroly  (3M) 250 248 226 201 177 126

vvvvvv

kontroly, p<0,001; subklinické BL vs. kontroly, p=0,0136; pozdni BL vs. kontroly, p=0,1136;
¢asné BL vs. subklinické BL, p=0,0209; ¢asné BL vs. pozdni BL, p=0,0977.

Abychom zjistili klinické faktory, které ovliviuji 5leté preziti Stépu po diagndze BL, provedli
jsme multivariantni analyzu na kohorté 470 pacientd s BL. Do analyzy byli zafazeni pouze
pacienti, u nichz byly hrani¢ni zmény léceny pulsy steroidd, abychom eliminovali mozny
efekt 1é¢by. V multivariantni Coxové regresi adjustované na marginalniho darce a délku
dialyzy, bylo riziko selhani stépu vyssi u pacientl s opozdénou funkci Stépu (HR=2,77, 95%
Cl: 1,57-4,91, p<0,001), vyssim vékem darce (HR=1,04, 95% Cl: 1,01-1,07, p=0,014) a kratsi
dobou do diagndézy BL (HR=2,25, 95% Cl: 1,17-4,32, p=0,015). Tyto rizikové faktory zlstaly
statisticky vyznamné i po adjustaci modelu na indukéni 1é¢bu Thymoglobulinem (Tabulka 2).

Tabulka 2 Odhad rizika 5Sletého prezivani $tépl (cenzorovaného na umrti) pro nezavislé
rizikové faktory adjustované na A. marginalniho darce a délku dialyzy a B. marginalniho
darce, délku dialyzy a indukci Thymoglobulinem.

Multivariantni analyza A Multivariantni analyza B

HR 95% Cl p HR [95%cCI p
Opozdénd funkce $tépu 2,77 1,56-4,91 <0,001 2,57 |1,44-4,59 0,001
Vék dérce (roky) 1,04 1,01-1,07 0,014 1,04 11,01-1,07 0,011
Casnd diagnéza hraniénich zmén 2,25 1,17-4,32 0,015 2,39 |[1,21-4,70 0,012
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U pacientl s ¢asnymi BL dochazi Castéji k progresi do akutni T-burikami zprostredkované
rejekce (20,3 % vs. 3,8 % u pozdnich BL a 5,1 % u subklinickych BL, p<0,0001) (Tabulka 3).
Riziko rozvoje TCMR je 5x vyssi, pokud je BL diagnostikovdana v obdobi casné po
transplantaci v porovnani se subklinickym nalezem ve 3. mésici nebo nalezem v indikacni
biopsii po 3. mésici (OR=5,1; 95% Cl: 2,5-10,7; p<0,0001 vs. subklinické BL, OR=4,9; 95% Cl:
1,5-16,1, p<0,004, vs. pozdni BL).

Tabulka 3 Vyskyt rejekci (TCMR, T-burikami zprostfedkovana rejekce; ABMR, protildtkami
zprostfedkovanad rejekce) a rendlini funkce (eGFR) po diagndze hrani¢nich zmén.

Klinicky indikované biopsie Protokolarni biopsie (3M)

f:j;gsl' Pozdni BL (n=52) (S:fﬂ;;Cke BL Kontroly (n=250) | P
Akutni TCMR, n (%) 53 (20.3%) 2 (3.8%) 8(5.1%) 6 (2.4%) <0.0001
Chronickd TCMR, n (%) | 8 (3.1%) 2 (3.8%) 4(2.5%) 0 0.047
Akutni ABMR, n (%) 2 (0.8%) 0 1(0.6%) 0 0.529
Chronickd ABMR, n (%) | 23 (8.8%) 7 (12.1%) 19 (13.5%) 7 (2.8%) 0.001
eGFR (ml/s):
pfi biopsii 0.43[0.08;1.9] | 0.55[0.29;1.34] 0.83[0.25;1.49] 0.88[0.23;2.01] <00001*
3 mésice po biopsii 0.72[0.12;1.7] | 0.62 [0.30;1.26] 0.85[0.17;1.61] 0.91[0.19;2.41] <00001*

5.1.2. Biomarkery zhor3eni renalni funkce po diagndze hrani¢nich zmén

Hruba P, Brabcova I, Gueler F, Krejcik Z, Stranecky V, Svobodova E. Maluskova J, Gwinner W,
Honsova E, Lodererova A, Oberbauer R, Zachoval R, Viklicky O. Molecular diagnostics
identifies risks for graft dysfunction despite borderline histologic changes. Kidney
international. 2015, 88(4), 785-795. IF 7,683.

Analyzou transkriptomu biopsii s BL pomoci microarray jsme potvrdili vy3si aktivaci
imunitnich a zanétlivych transkriptl u casnych BL v porovnani se subklinickymi BL (Tab. 4).
To je v souladu s vySe uvedenou analyzou klinickych dat.
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Tabulka 4 GO terminy aktivované v ¢asnych BL v porovnani s tfimési¢nimi protokolarnimi
biopsiemi.

Transkripty s vyssi expresiv ¢asnych BL (n=200, FC>2, FDR <0,05) v porovnani s tfimésicnimi BL byly analyzovany
pomoci online nastroje DAVID (https://david.ncifcrf.gov/)?°. V tabulce jsou uvedeny pouze GO terminy
s p<0,001.

GO termin Er(:liitkript& P (Benjamini)
G0:0009611 Response to wounding 23 9,40E-07
G0: 0009605 Response to external stimulus 30 1,10E-06
G0:0002376 Immune system process 28 5,70E-06
G0:0006954 Inflammatory response 17 3,50E-05
GO: 0050817 Coagulation 9 2,10E-04
G0:0050878 Regulation of body fluid levels 10 2,30E-04
GO: 0050900 Leukocyte migration 7 3,40E-04
GO: 0006935 Chemotaxis 11 4,60E-04

Tabulka 5 Prediktivni markery zhorSeni funkce $tépu po diagndze Casnych a subklinickych
BL.

Univariantn{ Lo . ,
analyza Multivariantni analyza
p B SE p OR 95% Cl
Casné BL
Vék dérce 0,013 0,79 0,035 0,025 1,08 1,01-1,16
CLEC5A 0,022 0,74 0,371 0,046 2,09 1,01-4,33
FGA 0,028 0,477
SAA1 0,033 0,361
Subklinické BL
Efgtei:érti?kt'vn' 0,014 0,161
FGA 0,017 0,793
CccLi1 0,009 0,837
FGG 0,011 2,88 1,441 0,046 17,8 1,06-299,7

CLEC5A, makrofagovy receptor; FGA, alfa-fibrinogen; SAA1, sérovy amyloid; FGG-gama fibrinogen, CCL11, chemokin CCL11;
OR, pomér $anci; 95 % Cl; 95 % interval spolehlivosti, SE, standardni chyba.

Vzhledem k tomu, Ze transkriptomicky profil ¢asnych BL se lisi od subklinického nélezu
v protokoldrni biopsii, potenciadlni biomarkery zhor$eni funkce po této diagndze jsme
analyzovali pro kazdou skupinu zvlast. Zhorseni funkce bylo definovano jako narlst
kreatininu o vice nez 25 % mezi 3 mésicem a 2 lety po transplantaci. Transkripty se zvySenou
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expresi u progresorl jsme vybrali na zakladé celogenomového skreeningu pomoci
microarray a jejich expresi jsme validovali pomoci RT-gPCR na jiné kohorté pacientd. Pomoci
univariantniho modelu binarni logistické regrese jsme vybrali proménné, které signifikantné
zvySovaly riziko zhorSeni rendIni funkce a jejich vyznam jsme potvrdili multivariantni
analyzou. U c¢asnych BL se na zhorSeni renalni funkce podili vyssi vék darce (OR=1,08,
p=0,025) a vyssi exprese makrofagového receptoru CLEC5A v dobé diagndzy (OR=2,09,
p=0,046). U subklinickych BL multivariantni analyza potvrdila jako vyznamny faktor progrese
pouze vyssi expresi fibrinogenu FGG (OR=17,6, p=0,046; Tabulka 5). Vyssi exprese
transkriptl CLEC5A a FGA v biopsiich BL byla potvrzena i na Urovni proteint (Obrazek 3).
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Obrazek 3 Imunohistochemicky priikaz CLEC5A v ¢asnych BL a imunofluorescenéni prikaz
fibrinogenu v subklinickych BL neprogresort (A,C) a progresor( (B,D). Méfitko = 50um.

5.1.3. Vliv véku/typu darce na expresni profil biopsii s ¢asnymi hrani¢nimi
zmeénami.

Hruba P., Krejcik Z., Dostalova MM, Klema J, Stranecky V, Slatinska J, Maluskova J, Honsova
E, Viklicky O. Molecular fingerprints of borderline changes in kidney allografts are influenced
by donor category. Frontiers in immunology. 2020, 11(March), art. no. 423. IF 7.561.

lelikoZ ledviny od margindlnich a starSich darch vykazovaly horsi preziti Stépd
u pacientl s diagndézou BL, zaméfili jsme se na porovnani expresnich profilll biopsii

s nalezem BL, ktefi dostali ledvinu od Zijicich darcl (LD) nebo od kadaverdznich darcl se
standardnimi kritérii (SCD) ¢i marginalnich darcl (ECD), pomoci microarray analyzy (n=21).
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Pro analyzu byli vybrani pouze pacienti s asnymi BL, ktefi nedostali indukcni 1écbu
Thymoglobulinem. Tim jsme eliminovali efekt doby od transplantace a indukéni 1éCby na

genovou expresi. Genova anotacni analyza prokazala vys$si expresi transkriptl asociovanych

s komplementem a koagulani kaskadou, extraceluldrni matrix, cytokiny a zanétlivou

odpovédi v biopsiich $tépl od ECD darcu.

A. ECD vs. LD

PRR35

FGF9 ANGPTL4

B. ECD vs. SCD

COL6A3
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Obrazek 4 Vennlv diagram zobrazujici pranik diferencidlné exprimovanych gend mezi
casnymi biopsiemi s hrani¢nimi zménami pro jednotliva porovnani kategorii darc( ledviny:

(A) ECD vs. LD, (B) ECD vs. SCD.

PRR35 — proline-rich 35 protein; FGF9 — fibroblast growth factor 9; ANGPTL4 — angiopoietin-like 4; COL6A3 — collagen, type
VI, alpha 3; TBHS2 — thrombospondin 2; CCL13 — chemokine (C-C motif) ligand 13; IL11 — interleukin 11; SV2B — synaptic

vesicle glycoprotein 2B.

U ECD darcG byla vyznamné zvySena exprese transkriptl akutniho poskozeni (AKI
transkripty, Obrdzek 5). Exprese tfi z 19 AKI transkriptl byla dokonce vice neZ 10x vyssi
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u ECDv porovnanis LD (LTF, laktotransferin, LCN2, lipocalin and SERPINA3, inhibitor serpin
peptidazy).

Fibréza a chronické zmény jiz pritomné v ledvinnych Stépech margindlnich darcl tak mohou
byt dale zhorSovany alloimunitni odpovédi. Tyto vysledky tedy dale podporuji pouZivani
deplecni indukéni lé¢by Thymoglobulinem u prijemct stépl od marginalnich darcd.
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Obrazek 5 Hierarchické klastrovani 28 AKI (akutni poskozeni) transkriptd u casnych

ees

indikac¢nich biopsii s hrani¢nimi zménami u rliznych kategorii darcd ledviny. LD, Zijici darce
(svétle modra), SCD, kadaverdzni darce (standardni kritéria, stfedné modrd), ECD
(marginalni darce, tmavé modra). Vétsina transkriptl akutniho poskozeni byla zvysena
u klastru 2, ktery je z 70% tvoren margindlnimi darci.

5.1.4. Vliv intersticidlniho zanétu na progresivni fenotyp hrani¢nich zmeén

Hruba P, Madill-Thomsen K, Mackova M, Klema J, Maluskova J, Voska L, Parikova A,
Slatinska J, Halloran P, Viklicky O. Molecular patterns of isolated tubulitis differ from tubulitis
with interstitial inflammation in early indication biopsies of kidney allografts. Scientific
reports. 2020, 10(1), art. no. 22220. IF 4,379.

V dalsi ¢asti projektu jsme se zabyvali podskupinou BL, tzv. izolovanou tubulitidou (ISO-T),
kterd byla v roce 2019 vylou¢ena z Banffské kategorie hrani¢nich zmén'®. SnaZili jsme se
zjistit, zda expresni profil izolované tubulitidy opravdu pfedstavuje méné rizikovy fenotyp.
V letech 2005 -2019 zahrnovala Banffskd klasifikace® hrani¢nich zmén 8 kombinaci skére
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pro intersticidlni zanét (i) a tubulitidu (t). Kromé tubulitidy v kombinaci s intersticialnim
zanétem (1+T; i1t1, i1t2, i1t3, i2t1, i3t1) tam patfila také izolovana tubulitida (i0t1 i0Ot2 i0t3).

V nasem souboru BL (n=470) izolovana tubulitida pfedstavovala 56 % vSech biopsii (136 (52
%) u skupiny ¢asnych BL, 31 (59,6 %) u pozdnich BL and 100 (63,6 %) u subklinickych BL
(Obrazek 6).

i0tl i0t2 i0t3 i1tl i1t2 i1t3 i2t1 i3tl

OCasné BL EPozdniBL ® Subklinické BL

Obrazek 6 Procentudlni podil jednotlivych kombinaci Banff skdére pro tubulitidu (t)
a intersticidlni zanét (i) v kategorii hrani¢nich zmén (n=470).

Porovnali jsme molekularni fenotyp ISO-T (Banff i0Ot>0) a I+T (Banff i1t>0 or i>1t1) pomoci
RNA sekvenovani (n=16, Obrazek 7). Biopsie s ISO-T méli nizsi expresi transkriptl
asociovanych  sinterferon-y (p=1,5*107"°), cytokinovou signalizaci (p=2,1*107%)
a zanétlivou odpovédi (p=1,0*10"1) v porovnani s I+T biopsiemi. Odlisny molekuldrni
fenotyp kategorie ISO-T byl validovan na zcela jiné kohorté pacientd (19 1+T vs. 32 ISO-T)
pomoci metody molekularniho mikroskopu ve spolupraci s profesorem Halloranem
z Edmontonu. ISO-T kategorie méla nizsi TCMR skoére (p=0,016) a vyssi pravdépodobnost
intersticialniho zanétu (i>1) a tubulitidy (t>1), p=0,014 a 0,036. Pfesto u 3/32 pacientd s ISO-
T bylo pozitivni TCMR skoére a u 4/32 pozitivni ABMR skore (Obrazek 8). Obéma metodami
jsme potvrdili, Ze izolovana tubulitida ma nizsi expresi transkriptl asociovanych se zanétem.
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Obrazek 7 Rozdilné exprimované transkripty mezi biopsiemi s izolovanou tubulitidou (ISO-
T) atubulitidou s intersticidlnim zanétem (I+T) zobrazené A. pomoci Volcano plotu
(transkripty s FC (fold change) >4 a adjustovanym p<0,05 jsou zobrazeny cervené) B. pomoci
heatmapy, kde je vidét, Ze vzorek ISO-T1 ma podobny expresni profil jako I+T (u této
pacientky se nasledné rozvinula T-burnikami zprostfedkovana rejekce).
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Obrazek 8 Hodnoceni molekularniho fenotypu ¢asnych indikacnich biopsii s ISO-T (n=32)
a I+T (n=19) metodou molekuldrniho mikroskopu (MMDx). A/ Frekvence jednotlivych
MMDx rejekénich diagndz; B/ MMDx TCMR skore a skére tubulitidy (t>1) ¢i intersticidlniho
zanétu (i>1).
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Méné zanétlivy molekularni fenotyp ISO-T odpovida histologickému nélezu, nicméné i u ISO-
T molekularni mikroskop diagnostikoval v 7/32 pfipadech molekuldrni rejekci. V nasi
kohorté 470 pacientl s BL jsme se tedy zaméfili na porovnani preziti Stépl meazi
podskupinami ISO-T a I+T. PreZiti Stépl u pacientd bylo v obou skupinach stejné (86,9 vs.
87,2 %, log rank p=0,959) (Obréazek 9A), a to i pfi analyze v podskupinach ¢asnych, pozdnich
a subklinickych BL (log-rank, p=0,256; 0,888 a 0,188) (Obrazek 9B, C, D). Preziti stépl zlstalo
stejné iv multivariantnim Coxové regresnim modelu (p=0,470), adjustovaném na
nejvyznamnéjsi rizikové faktory z univariantniho modelu (opozdénd funkce Stépu, vék
darce, délka dialyzy a chronické zmény v biopsii, Tabulka 6). Intersticidlni zanét tedy zifejmé
z hlediska stfedné dlouhého preziti Stépl neni tak vyznamny, zejména pokud se jednd o tak
heterogenni skupinu jako hrani¢ni zmény a pokud vsichni pacienti byli |éCeni steroidy.

A. Vsechny BL B. Casné BL

100-."’"—“‘———‘“*“_‘. = %
< 80 gl = 80
g = lsor g = I
2 6o 2 60 — ISO-T
D @
b7 7]
= 404 = 404
8 3
o 204 o 204 =
p=0.959 p=0.256
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 ) 3 4 5
Doba od diagnézy BL (roky) Doba od diagnézy BL (roky)
Subjekty v riziku Subjekty v riziku
1+T 202 189 186 179 158 137 1+T 125 117 116 110 102 92
ISO-T 265 252 244 227 197 160 ISO-T 136 125 120 110 99 82
.. - ’
C. Subklinické BL D. Pozdni BL
100y 100—
. Tl
1.
) 804 it T, = 804
= — ISO-T < - T
‘2 60- 2 604 — ISO-T
8 5]
h7] R
= 404 = 401
E E 0.888
o 20 o 204 =U.
p=0.188 P
[ T T T T 1 0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
) o Doba od diagnézy BL (roky) Doba od diagnézy BL (roky)
Subjekty v riziku Subjekty v riziku
I+T 56 54 53 52 44 36 1+T 21 20 19 19 13 9

ISO-T

100

99 96 92 80 63

v v

s v v

ISO-T 29

29 29 26 20 15

tubulitidy (ISO-T) a tubulitidy s intersticidlnim zanétem (I+T) v celé kohorté hrani¢nich zmén
(A) a v podskupindch ¢asnych (B), subklinickych (C) a pozdnich BL (D).
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Tabulka 6 Pétileté preziti stépd u podskupiny ISO-T je stejné jako u 1+T i po adjustaci na
nejvyznamnéjsi proménné z univariantniho modelu (p<0.1). HR, pomér rizik; 95% Cl, 95%
interval spolehlivosti.

Multivariantni Cox(yv regresni model p HR 95% Cl

ISO-T 0,47 0,81 0,46-1,43
Opozdéna funkce stépu 0,001 2,55 1,47-4,42
Vék darce, roky 0,023 1,03 1,00-1,05
Délka dialyza, mésice 0,225 1,01 1,00-1,02
Banff skore pro intersticialni fibrézu (ci) 0,279 1,28 0,82-2,02
Banff skore pro fibrointimaini ztlusténi (cv) 0,179 1,28 0,89-1,82
Banff skore pro arteriolarni hyalinézu (ah) 0,884 1,03 0,71-1,50

5.1.5. Identifikace progresivniho fenotypu €asnych hrani¢nich zmén

Hruba P, Madill-Thomsen K, Mackova M, Maluskova J, Voska L, Slatinska J, Halloran PF,
Viklicky O. Three-months course of intragraft transcriptional changes in kidney allografts
with early histological minimal injury. Transplant international. 2021, 34(5), 974-985. IF
3,782.

U podskupiny pacient( (11 progresor( a 11 neprogresor() jsme provedli microarray analyzu
(SurePrint G3 Human Gene Expression v3 8x60K; Agilent) s cilem identifikovat mozné
biomarkery progrese do TCMR. Po adjustaci vysledkd diferenciadlni exprese na multiplicitni
testovani nebyl ale zjistén mezi skupinami Zadny statisticky vyznamny rozdil. Nicméné
pokud jsme vzali vuvahu diferencidlné exprimované geny s nejméné dvojndsobnym
rozdilem exprese a s neadjustovanou p <0,05, 366 genll mélo vyssi expresi u progresoru.
Genova anotacni analyza prokazala u pacientl s BL, ktefi rozvinuli ndsledné TCMR, vyssi
expresi transkriptl asociovanych s imunitnimi a zanétlivymi procesy. Vysledky microarray
byly validovany na vétsi kohorté pacientl s ¢asnymi BL (n=43) metodou RT-gPCR. Validace
potvrdila pouze vyssi expresi CXCL2 (macrophage inflammatory protein) u pacientl
s c¢asnymi BL, u nichZ se rozvine TCMR (p=0,01). Skupina c¢asnych hrani¢nich zmén
predstavuje zfejmé velmi heterogenni skupinu nalez(l a je téZké najit jasny biomarker
progrese.

Proto jsme na dalsi kohorté pacientl provedli transkriptomické vysetfeni biopsii s BL
pomoci standardizované metody molekuldrniho mikroskopu na zahrani¢nim pracovisti
Alberta Transplant Applied Genomics Centre profesora P. Hallorana. Tato analyza ndm
umoznila porovnani nasich vzorkl s transkriptomickym profilem vice nez 1200 biopsii,
analyzovanych v Edmontonu a vyrazné zlepsila robustnost nasich vysledk(. Do Edmontonu
bylo odeslano 46 vzork( biopsii s Casnymi BL (median 13 dni po transplantaci) a nasledné
protokolarni biopsie s cilem zjistit pfirozeny pribéh onemocnéni BL na molekularni Grovni.

Indikacni biopsie, histologicky diagnostikované dle Banffu jako BL byly pomoci MMDx
interpretovany v 74 % pfipadech jako nerejekéni nalez, v 9 % jako TCMR, v 13 % jako ABMR,
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a v4 % jako rejekce smisena (Obrazek 10). Protokolarni biopsie ve 3 mésici byly
interpretovany MMDx v 80 % jako nerejekéni ndlez, v 9 % jako TCMR a v 11 % jako smiSena
rejekce. V porovnani s indikacni biopsii doslo v tfimésicnich biopsiich k poklesu AKI (akutni
poskozeni) (p=0,0011) a narlstu atrophy-fibrosis skére (p=0,0015). Nedoslo vsak k poklesu
ani TCMR (p=0,549) ani ABMR rejekénich skore (p=0,805).

MMDx vySetfeni indikacnich biopsii s histologickym ndlezem BL, ukdzalo, Ze asi 26 % ma
rejekéni fenotyp, ktery u nékterych pacientl pretrvava do 3 mésice (u 5 z 12), i kdyz vsichni
pacienti jsou lé¢eni steroidy (Obrazek 11). Nicméné u 30/46 pacientl (65 %), bylo MMDx
rejekéni skére negativni v prvni biopsii a zlstalo negativni i v nasledné biopsii.
Nejvyznamnéjsim prediktorem molekularni rejekce ve 3. mésici bylo vyssi MMDx skore pro
tubulitidu v indikacni biopsii (AUC=0,84; p=0,002), coz se potvrdilo i v multivariantni regresi
(OR=16; p=0,016).

Banff: Indication biopsy Banff: Follow-up biopsy
1;2%
OIso-T glnscgﬁjection
OBL OBL
Erejection
M pyelonephritis
B BKVN
MMDx: Indication biopsy MMDx: Follow-up biopsy
B TCMR m TCMR
m ABMR | Mixed
B Mixed

O No-rejection
ONo-rejection

34; 74% ; 37; 80%

Obrazek 10 Vysledky histologie (Banff) a molekularniho mikroskopu (MMDx) pro casné
indikacni biopsie s hrani¢nimi zménami a jejich odpovidajici tfimési¢ni protokolarni biopsie.
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Obrazek 11 Vyvoj TCMR a ABMR molekularniho (MMDx) skére od prvni indikacni
biopsie s histologickou diagndzou hrani¢nich zmén do ndsledné tfimési¢ni protokolarni
biopsie. Pacienti s molekularnim skoére vys$sim nez cut-off pro dany typ rejekce (prerusovana
¢ara) jsou oznaceni Cislem a v zavorce je uvedena hodnota kreatininu v dobé biopsie

(umol/l).

TCMR, T-burikami zprostfedkovana rejekce; ABMR, protildtkami zprostfedkovana rejekce. Sipkou je oznadena pacientka,
ktera nedodrzela predepsanou imunosupresivni lé¢bu. Cervené jsou vyznaceni pacienti s pozitivnim MMDx rejekénim skore
v obou biopsiich.

5.2. PATOFYZIOLOGIE AKOMODACE U ABO INKOMPATIBILNICH
TRANSPLANTACI LEDVIN

Hruba P., Krejcik Z., Stranecky V, Maluskova J, Slatinska J, Gueler F, Gwinner W, Brasen J,
Wohlfahrtova M, Parikova A, Osickova K, Fronek J, Seda O, Prefertusova L, Honsova E,
Viklicky O. Molecular patterns discriminate accommodation and subclinical antibody-
mediated rejection in kidney transplantation. Transplantation. 2019, 103(5), 909-917. IF
4,546.

Analyzu transkriptomu ledvinného Stépu jsme vyuzili také ke studii patofyziologie tzv.
akomodace. Akomodace se objevuje u pacientll po transplantaci inkompatibilni ledviny
v krevni skupiné. ABO inkompatibilni transplantace ledvin jsou v IKEM provadény od roku
2011 protilatky proti krevni skupiné ddarce jsou z krve pfijemce odstranény desentisizaci
pred samotnou transplantaci (Rituximab, intravendzni imunoglobuliny
a imunoadsorbce)®. Vysledky téchto transplantaci jsou srovnatelné s transplantacemi
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kompatibilnimi v krevni skuping!®?

, a Vv soucasnosti predstavuji mozZnost jak zvysit
dostupnost transplantacni lécby. Pfitomnost malého mnozstvi hemaglutinin( v periferni
krvi vede k jejich vazbé na endotel a aktivaci komplementu, coz se histologicky projevuje
jako C4d pozitivita v tfimési¢nich protokolarnich biopsiich (aZ u 75 % pacient’'®). To v3ak
nevede ke zhorSovani funkce Stépu, a proto se tento histologicky fenomén nazyva
akomodaci. V nasi studii jsme porovnali transkriptom C4d-pozitivnich biopsii u pacientli po
ABO inkompatibilni transplantaci s C4d-pozitivnimi biopsiemi v pfipadé HLA
inkompatibilnich pacientd, ktefi podstoupili transplantaci ledviny a méli pfitomny darcovsky
specifické protilatky (DSA). V tomto pripadé pak pozitivita C4d barveni svédci pro
pfitomnost protilatkami zprostfedkované rejekce, v pfipadé normalni renalni funkce pak jeji
subklinické formy. Jako kontrolni skupinu jsme pouzili C4d negativni biopsie s jinak
normalnim nalezem. Pomoci microarray analyzy a nasledné validace metodou RT-gPCR na
vétsi kohorté pacientl jsme zjistili vyssi expresi nékolika epitelidinich transportérd
a metalotioneind u biopsii se znaky subklinické protilatkami zprostfedkované rejekce
v porovnani s biopsiemi od pacientl po ABOi transplantaci ledviny34. Rovnéz jsme u ABO
inkompatibilnich transplantaci pozorovali zvySenou expresi nékterych regulacnich proteint
komplementu (CD46 a CD59), u HLA inkompatibilnich byla zvySend exprese pouze CD46
v porovnani s normalnim ndlezem. Vyssi exprese CD59 tak pravdépodobné predstavuje
ochranny mechanismus pred poskozenim tkané komplementem. Nasi hypotézu potvrdila
i neddvna studie na mysim modelu ABO inkompatibilnich transplantaci srdce, kdy autofi
vyvolali akomodaci kombinaci pravé inhibitoru C5 slozky komplementu a udrZovaci

imunosuprese (CNI inhibitory, mykofenolat mofetil a steroidy)®.

5.3. URCENI FENOTYPU VASKULARNI REJEKCE

Wohlfahrtova M, Hruba P, Klema J, Novotny M, Krejcik Z, Stranecky V, Honsova E, Vichova
P, Viklicky O. Early isolated V-lesion may not truly represent rejection of the kidney allograft.
Clinical science. 2018, 132(20), 2269-2284. IF 5,237.

Cile této prace bylo pomoci transkriptomickych metod urcit fenotyp akutni rejekce
s vaskuldrnim postizenim. Akutni rejekce svaskularnim postizenim se projevuje
histologicky tzv. intimalni arteritidou (tzv. v-l1ézi), pfi niZz dochdzi kinfiltraci stén cév
zanétlivymi elementy. Intimaini arteritida mQze byt projevem T-burkami i protilatkami

106 3 nékdy byva problematické spravné urdit, o jaky typ rejekce se

zprostfedkované rejekce
jednd. To hraje ale zasadni roli v nastaveni spravné Iécby. V-léze se ale mlze vyskytovat
i izolované, tedy bez nebo jen s mirnym tubulointersticidlnim zanétem, coz je vsak dle
Banffské klasifikace vyhodnoceno jako T-bufkami zprostfedkovand rejekce a adekvatné
|éCeno. Nicméné je pravdépodobné, 7e fada téchto ,izolovanych v-1ézi“ ma benigni
charakter' 107 108 Cilem této prace bylo zjistit rozdily v transkriptomu mezi klasickou
vaskularni rejekci s tubulointersticidlnim zanétem a izolovanou v-lézi s minimalnim nebo

zadnym tubulointersticidlnim zanétem v obdobi brzy po transplantaci. Molekuldarni profil
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biopsii vaskularni rejekce s tubulointersticidlnim zanétem prokazal vyznamné vyssi aktivaci
vrozené a adaptivni imunity a zanétu v ¢asnych nalezech ve srovnani s izolovanou v-lézi,
¢imz jsme potvrdili nerejekéni plvod izolované v-léze®’.
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6. SOUHRN

Vysledky predkladanych praci podporuji zaclenéni metod molekuldrni analyzy do
diagnostiky patologie ledvinnych $tépd, a to zejména u nejasnych diagndz (hranicni zmény,
v-léze) nebo pro lepsi porozumeéni patofyziologie daného procesu (akomodace u ABO
inkompatibilnich transplantaci). To je vsouladu i s poslednimi aktualizacemi Banffské

7, 8

klasifikace” °, které uvadéji molekuldrni vySetfeni transkriptomu jako jedno z kritérii

protildtkami zprostfedkované rejekce.

1. Redeni projektu, ktery mél za cil identifikovat progresivni fenotyp u diagndzy hrani¢nich
zmén po transplantaci ledviny prineslo nékolik novych poznatkd:

Hrani¢ni zmény predstavuji velmi heterogenni diagnosticky nélez. Riziko selhani Stépu po
nalezu hrani¢nich zmén je vyssi u pacientd, ktefi dostali ledvinu od starsiho darce, ktefi méli
opozdénou funkci §tépu a u nichZ byly hrani¢ni zmény diagnostikovany v indikacni biopsii
¢asné po transplantaci.

Vliv margindlniho darce na osud ledviny po diagndze hrani¢nich zmén v ¢asné indikacni
biopsii jsme potvrdili i na molekuldrni Urovni. Pacienti, ktefi dostali ledvinu od marginalniho
dérce, méli vyznamné zvySenou expresi transkriptl asociovanych s akutnim poskozenim
ledvin a zanétlivou odpovédi. Nase vysledky tedy podporuji pouZivani deple¢ni indukéni
lé¢by Thymoglobulinem u pfijemcl stépl od marginalnich darca.

Ukazalijsme, Ze tzv. izolovana tubulitida, kterad az do konce roku 2019 dle Banfské klasifikace
predstavovala podkategorii hrani¢nich zmén, ma nizsi expresi transkriptl asociovanych se
zdnétem (metodou RNA sekvenovani a molekularniho mikroskopu). Nicméné i v ramci
kategorie izolované tubulitidy jsme pomoci molekuldrniho mikroskopu identifikovali

rejekeni fenotypy, i kdyZ v mensi mife neZ u tubulitidy s intersticidlnim zanétem.

Analyza sekvencnich biopsii metodou molekuldrniho mikroskopu potvrdila heterogenitu
tohoto histologického nalezu. Sedesat pét procent biopsii s hraniénimi zménami mélo
negativni rejekéni molekuldrni skére v prvni i v ndsledné biopsii. U ¢asti biopsii s pozitivnim
rejekénim molekuldarnim skore doslo k jeho poklesu a u ¢asti zdstalo pozitivni i ve 3. mésici.
Nejvyznamnéjsim prediktorem molekularni rejekce ve 3. mésici bylo vy$si molekuldrni skére
pro tubulitidu v indika¢ni biopsii.

2. U pacientl po ABOQi transplantaci ledviny s akomodaci jsme zjistili nizsi expresi nékolika
epitelidlnich transportérll a metalotioneinl v porovnani s pacienty se znaky subklinické
protildtkami zprostfedkované rejekce. Pacienti s akomodaci méli vyssi expresi CD59, coz
zfejmé predstavuje ochranny mechanismus pfed poskozenim tkané komplementem.

3. Analyzou transkriptomu jsme potvrdili benigni molekuldrni profil izolované v-léze
ledvinnych stépu.
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