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Abstrakt

Uvod. Cilem prace bylo zavedeni vySetfovaci metody BK virémie, verifikace jeji
presnosti, zjisténi prevalence a rizikovych faktor( BKV replikace a analyza pribéhu a
terapeutickych pfistupG BKV infekce a BKVN u pacientd po kombinované
transplantaci ledviny a pankreatu (SPK) za ucelem zavedeni systematického
skriningu.

Metody. Vysledky BK virémie stanovené nové zavedenou metodou Affigene® PCR
v IKEM a dle PCR protokolu Virologického centra, Basilej byly porovnany. Poté bylo
vySetfeno 183 SPK pfijemcl ke stanoveni prevalence BK virémie, virurie a BKVN a
zhodnoceny rizikové faktory replikace BKV. Retrospektivné probéhlo hodnoceni
vysledkd retransplantace po selhédni $tépu na podkladé BKVN.

Vysledky. Ze 100 vzorkd analyzovanych dle Affigene® BKV trender a Transplantaéni
virologie, Basilej PCR protokol byla shoda obou metod 95%, Rho = 0,946, 95% ClI:
0.920-0.963, P<0,0001, Bland-Altman plot analyza: bias Basilej PCR
protokol/Affigene® BKV trender: -0,1 (pramér) [+1.96 SD: -1,6 — 1,3] pro obé& metody.
Point prevalence byla analyzovana u 183 pacientd; Virurie detekovana u 17,3 %,
virémie u 3.8% pacient(. Pozitivni virurie >10” kopii/mL zjisténa u 3,7% pacientd,
pozitivni virémie >10° u 1,6% pacient(l souasné s pozitivni virurii. BKVN zjisténa u
0,5% pacientl. Trvani diabetu pfed SPK (OR 5.24, 95% Cl (1.22-22.6), p= 0.028) a
opozdény nastup funkce stépu ledviny (OR 3.38, 95% Cl (1.38-8.24), p= 0.0085) jsou
nezavislé rizikové faktory BKV replikace.

Shrnuti. Affigene ® PCR protokol zavedeny v IKEM ke stanoveni BK virémie je kvalitni
metoda srovnatelnd s vysledky PCR metody Virologického centra, Basilej. Prevalence
pozitivni BK virémie, virurie i BKVN u SPK pfijemcl v naSem centru je velmi nizka.
Trvani diabetu pred SPK a opozdény nastup funkce Stépu ledviny jsou nezavislé
rizikové faktory BKV replikace. Retransplantace ledviny po selhani na podkladé BKVN
je metodou volby.

Klicova slova. Polyomavirus BK, Kombinovand transplantace ledviny a pankreatu,
kvantitativni real-time PCR, prevalence, rizikové faktory, retransplantace



Abstract

Introduction. The aim of the study was to introduce a new BKV PCR protocol in our
centre and to verify its accuracy as well as to assess the prevalence, risk factors of BK
virus replication, course of BKV infection and therapeutic approaches in
simultaneous pancreas and kidney (SPK) recipients in order to design a screening
protocol.

Methods. The results analysed by both Affigene® and Transplantation Virology, Basel
PCR protocols were compared. Thereafter 183 SPK patients were examined to assess
the prevalence of BK viremia, viruria and BKVN and to identify the risk factors of BKV
replication. The cases of retransplantation after a graft loss due to BKVN were
retrospectively described.

Results. 100 of results were analysed according to the Affigene ® and Transplantation
Virology, Basel PCR protocols with the accordance of 95%, Rho = 0,946, 95% ClI:
0.920-0.963, P<0,0001, Bland-Altman plot analyses: bias Basel PCR
protocol/Affigene® BKV trender: -0,1 (mean) [£1.96 SD: -1,6 — 1,3] for both methods.
Point-prevalence was assessed in 183 patients; Viruria found in 17,3 %, viremia in
3.8% of patients. High-level viruria >10” copies/mL detected in 3,7% of patiets, high-
level virémia >10* in 1,6% of patients simultaneously with high-level viruria. BKVN
was found in 0,5% of patients. Diabetes duration before SPK (OR 5.24, 95% Cl (1.22-
22.6), p= 0.028) and delayed graft function (OR 3.38, 95% Cl (1.38-8.24), p= 0.0085)
were independent risk factors of BKV replication.

Conclusion. The Affigene ® PCR procokol newly introduced in our centre is a high-
quality and fully comparable method with the Transplantation Virology, Basel PCR
protocol. Prevalence of high-level BK viremia, viruria and BKVN were low in our
centre. Diabetes duration before SPK and delayed graft function were independent
risk factors of BKV replication. Kidney retransplantation after a graft loss due to BKVN
is a relevant therapeutic option.

Key words. Polyomavirus BK, simultaneous pancreas and kidney transplantation,
quantitative real-time PCR, prevalence, risk factors, retransplantation
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1. Uvod

Vyzkum polyomavirovych infekci jde ruku vruce stransplantaénim
programem, kdy vzhledem k imunosupresivni terapii vyrazné nar(sta vyskyt
oportunnich infekci obecné.

BK-polyomavirovda nemoc se nejCastéji projevuje jako intersticialni
nefritis Stépu ledviny, proto vétsina doposud zverejnénych praci publikovala
data o pacientech po transplantaci ledviny. Vzhledem ke specifické
problematice a relativné nizkému poctu pacientll po kombinované
transplantaci ledviny a pankreatu v jednotlivych centrech bylo o BKV infekci
u této populace pacientd doposud publikovano velmi omezené mnozstvi
informaci.

Rozhodli jsme se proto zavést diagnostickou metodu BKV infekce
v nasem centru a nasledné provést prospektivni studii vénovanou frekvenci
vyskytu BKV infekce, rizikovym faktor(im, terapii BKV nemoci, problematice
re-transplantace Stépu po selhani na podkladé BK virové nefropatie a
v neposledni fadé navrzeni skriningového programu BK virémie u pacientl
po transplantaci ledviny a pankreatu.

1.1 Zarazeni a struktura polyomaviri, nitrobunécné
mechanismy produktivni polyomavirové infekce

1.1.1 Taxonomie polyomaviri, epidemiologie BKV
v obecné populaci, BKV nemoc a struktura
polyomavira
Polyomaviry patfi mezi papovaviridae spolecné s lidskym papilomavirem,
dle Baltimorské klasifikace je fadime do skupiny I (viry s ds-DNA genomem).
K zdstupcim rodu polyomavirus patii BK virus, JC virus, dale Simian virus
(SV40), mysi polyomavirus (mPyV) a dalSi. Zastupci rodiny polyomavirt
vykazuji pfisnou druhovou i tkanovou specifitu pokud jde o produktivni
(lytickou) formu infekce, ale mohou indukovat maligni transformaci bunék i
u druh( a tkani, které nejsou permisivni pro jejich replikaci (1).

BK virus je v prostfedi bézné rozsifen, séropozitivitu vykazuje vice nez 80%
dospélé populace (1) (2) (3). U pacientd svrozenou nebo ziskanou
poruchou funkce nebo poctu CD4 a/nebo CD8 pozitivhich T-lymfocytl



dochazi k narlstu replikace BK viru (BKV infekce) a k organovému poskozeni
(BKV nemoc). Mezi nejcastéjsi projevy BKV nemoci patfi BK-virova
intersticialni nefritis transplantované ledviny (BKVN) s klinickym obrazem
asymptomatického zhorseni funkce Stépu (2). K dalsim projevim BKV
nemoci patfi stendza ureteru nebo striktura uretry u prijemct stépu ledviny
(1) (2) (4), dale pak hemoragicka cystitis u pacientd po transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (2) (5) a u HIV pozitivnich (2).

Virion BKV je neobaleny, kapsida ma tvar dvacetisténu (ikosahedr), ktery
méfi v priméru 45um. Obsahuje dvouvldknovou cirkularni DNA o velikosti
5130 part bazi (bp) (6). Genom BKV Ize na zakladé funkce jednotlivych genl
a Case jejich exprese rozdélit na region regulacni, ¢asny a pozdni.
V regulacnim regionu se nachdzi promotor, enhancer a replikacni pocatek.
Regulaéni region obsahuje sekvence, které se slouzi jako vazebna mista
hormond (napf. glukokortikoid(i, progesteronu, estrogent) (7). Ddle
nasleduji geny ¢asné faze, které kéduji mimo jiné ,Large Tumor antigen (LT-
Ag)“, ,small T-Ag“ a tzv. agnoprotein. T-antigen je nukledrni fosfoprotein,
ktery se vaze se na replikacni pocatek, ma DNA helikdzovou aktivitu,
aktivuje DNA-polymerazu hostitelské burniky a replikacni protein A a
interaguje s topoisomerdazou |. T-antigen zasahuje do regulace bunécného
cyklu interakci s produkty tumor-supresorovych gend a ma vyznamny
onkogenni potencial (8). Geny pozdni faze koduji kapsidové proteiny (VP
1,2,3). Polyomaviry nekdduji viastni DNA polymerazu a jejich replikace tudiz
zavisi na enzymové vybavé hostitelské buriky (2) (6) (8).

1.1.2  Priinik polyomavirt do buiiky a jejich nitrobunécny
transport

Vstup viru do bunky je schématicky rozdélen do tii fazi: adsorpce,
penetrace a ,uncoating”. Pro UspéSnou adsorpci vyZzaduje BK virus
pritomnost sialové kyseliny (resp. sialylovanych oligosacharid() (9) (10)
(11), které jsou soucasti gangliosidd GD1lb a GT1lb na povrchu
cytoplasmatické membrany hostitelské buriky. Po navéazani virionu na
pFislusné receptory dojde ke konformacnim zménam receptord i
kapsidovych proteinl. Tyto déje aktivuji fizi membran, ¢imZ je umoznéna
penetrace virionu do buriky (10).

Mechanismus transportu z bunééného povrchu do endoplasmatického
retikula (ER) probihd mechanismem kaveoldrni endocytdzy. Virion je
internalizovan v komplexu s gangliosidovym receptorem a poté v caveolin-
pozitivnich pinocytickych vezikuldch po reorganizaci aktinovych filament za
pomoci mikrotubulll transportovan do endolysozomalniho kompartmentu a



poté do ER. Nizké pH uvnitf endolysozomu zajistuje konformaéni zmény VP
proteind, které usnadni nasledujici konformaéni zmény VP protein(i v ER
nutné pro penetraci z ER do cytosolu (12) (13). Produktivni infekce burky
lidskymi JC a BK viry také vyZaduje nizké pH endolysozomalniho
kompartmentu (14) (15), coz implikuje, Ze endolysozom je rovnéz soucasti
jejich nitrobunééného smérovani. Naproti tomu pribéh infekce virem SV40
nezavisi na hodnoté pH endolysozému (14). Pfedpoklada se proto, ze SV40
je po internalizaci transportovdn do pH neutradlniho kaveozému a poté
prostifednictvim kaveolin-free COP1 pozitivnich vezikul do ER (16) (Obr. 1).

Obr. 1. Schéma transportu polyomavirid v burice (dle (9))
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1.1.3 Déje probihajici v endoplazmatickém retikulu a
vstup virové DNA do jadra

V ER probéhne parcidlni ,uncoating”. Cely proces v ER zacind zménou
konformace kapsidovych proteinl, ktera je na molekuldrni Urovni déna
interakci VP1 s ERp29 proteinem, coZ zpUsobi oslabeni vazeb mezi VP
proteiny, destabilizaci virionu a jeho snadny prlinik zpét do cytosolu (17),
kde signalni sekvence pro transport do jadra (nuclear localization signals-
NLS), kterd je soucasti VP1, jej nasméruje do jadra cestou jadernych porl
(9) (10).



1.1.4 Replikace polyomavirové DNA a transkripce
virovych proteint

Bezprostfedné po priniku polyomavirové DNA do jadra zacina transkripce
Casného regionu polyomavirového genomu, tj. i genl kddujicich ,large
tumor antigen” (TAg). Replikace virové DNA je zahdjena v okamzZiku, kdy
TAg interaguje s pocatkem replikace SV40 (SV40 origin of replication-ori).
Jakmile byla replikace zahajena, nastane tzv. ,polymerazovy switch” a pol-
prim je nahrazena replikaénim faktorem C (RFC), proliferating-cell
nuklearnim antigenem (PCNA) a DNA polymerazou-6. Strukturdlini proteiny
(V1, VP2 a VP3) jsou syntetizovany v pozdnim stadiu virové infekce a
vyuZivaji k tomu proteosynteticky aparat v cytoplasmé hostitelské buriky.
Vytvorené VP proteiny jsou poté importovany do jadra (18).

1.1.5 ,Assembly”, maturace a uvolnéni novych virioni
Zakladni paradigma kompletovani (assembly) virové partikule se tyka
krystalizace VP podjednotek na zakladé fyzikalné-chemickych interakci mezi
jednotlivymi strukturalnimi proteiny. Jejich uspofadani neni geneticky
kédovano. BEhem maturace virionu jsou nukleozémy redistribuovany okolo
virového minichromozému. Spravnd redistribuce VP proteind okolo
prislusného chromatinu je zajisténa existenci tzv. ,packaging signalu” (19).
Zavére€na lyze buriky a uvolnéni novych virion( je fizena expresi proteinu
VP4 (20).

1.2 BKVN po transplantaci ledviny

1.2.1 Prevalence BKVN a rizikové faktory replikace BKV
Prevalence BKVN u pacientl po transplantaci ledviny dosahuje v nékterych
centrech 1-10%. Vétsina pfipadd BKVN je diagnostikovdna béhem prvniho
roku od transplantace (21) (22). U 30-80% pacientl s prokazanou BKVN
dochazi k progresivnimu zhorsovani funkce Stépu a k jeho selhani (21) (22)
(23) (24).

K hlavnim rizikovym faktordm replikace BK viru patfi imunosupresivni
terapie, konkrétné podani antilymfocytarnich preparatd k terapii akutni
kortikorezistentni rejekce (24). Zimunosupresivnich preparatd uzivanych
dlouhodobé je nejrizikovéjsi kombinace tacrolimus/mykofenolat mofetil
(MMF). Kromé imunosupresivni terapie patfi k rizikovym faktordm dale
vyssi vék, muzské pohlavi, bélosské etnikum, diabetes mellitus, negativni
sérostatus pred transplantaci, vys$i pocet HLA neshod mezi darcem a
pfijemcem, epizoda akutni rejekce a jeji lé¢ba v prvnim roce po
transplantaci (25) a studena ischémie stépu delsi nez 24 hodin (26).
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1.2.2 Diagnostické metody BKVN

Z diagnostickych metod se k prlikazu replikace BK viru nejcastéji v klinické
praxi pouZzivaji nasledujici:

1.2.2.1 Exfoliativni cytologie moci

Jedna se o cytologické vysetfeni moci, kdy po fixaci ve formaldehydu a
centrifugaci se vzorek barvi dle Papanicolaua. Ve svételném mikroskopu lze
pozorovat tzv. decoy bunky, coZ jsou epitelie distalnich tubul( a/nebo
urotelie se zvétSenym, nepravidelnym, hyperchromnim jadrem, jenZ je
vyplnéno basofilnimi inkluzemi, které jsou obklopené chromatinem. Jadro
ma Casto az ,vezikuldrni“ vzhled a mivéa po obvodu projasnéni — tzv. ,halo”.
Obraz nepravidelnosti jadra implikuje nadorové zmény. Tato metoda je
semikvantitativni a hodi se ke skrininku rizikovych pacientl. Pozitivni
prediktivni hodnota vysetreni pro BKVN je vSak pouze 29% (25).

1.2.2.2 Kvantitativni real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR je molekularné-biologicka metoda, ktera slouzi k
enzymatické replikaci DNA. Touto metodou lze prokdzat a kvantifikovat
pocet kopii DNA BK viru v plasmé a v moci. Jedna se o cyklickou reakci, diky
které je mozno amplifikovat urcity vybrany Gsek molekuly DNA. Nejprve je
nutné provést extrakci DNA ze vzorku poté PCR samotnou. Cykly PCR
sestavaji ze tfi krokd: denaturace DNA, navdazani primerd (annealing) a
polymerizace.

Pro kvantifikaci poctu kopii DNA se vyuZiva principu narlstu intenzity
fluorescence béhem reakce oznacenim sondy latkou s fluorescencni
aktivitou (fluorofor) a pritomnosti tzv. zhasece (quencher), cozZ je latka,
kterd akceptuje energii fluroforu. ,Zhaseni“ fluorescence Ize docilit nékolika
zpUsoby. Nejéastéji jde o metodu, kdy fluorofor je pfipojen na 3’- a zhasec
na 5‘-konec sondy. Excitovany fluorofor predava energii zhasedi, ktery
fluoreskuje na jiné vinové délce nez fluorofor (tzv. FRET - Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Pfi vazbé sondy na komplementarni sekvenci
DNA se aktivuje Taq polymerdza, ktera zacina sondu Stépit od 5‘-konce.
Diky jeji 5-3’ exonukledzové aktivité dochazi k oddéleni fluoroforu a
zhasece a intenzita fluorescence fluoroforu exponencialné vzrista (27) (28).

Vysledkem je stanoveni BK virémie a virurie. Negativni prediktivni
hodnota PCR vysetieni pro BKVN je 98%, pozitivni prediktivni hodnota pro
BKVN je pro virémii 60% a pro virurii 30-40% (25). Virémie nad 10* kopii/ml
je asociovana se signifikantné vyssim rizikem nalezu BKVN v biopsii (22).
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1.2.2.3  Biopsie stépu ledviny

Biopsie Stépu ledviny je zlaty standard v diagnostice BKVN. Vzorky jsou
zpracovany parafinovou technikou, tkanové fezy jsou pak barveny podle
protokolu laboratofe IKEM (PAS, Giemsa, CAB, sirius red s elastikou,
hematoxylin eosin, AFOG, PASM). Histologicky obraz BKVN charakterizuji
cytopatické zmény epitelii rendlnich tubull. Infikované burky, v nichz
probihd replikace BKV maji zvétsené jadro s vezikularnimi basofilnimi
inkluzemi. Tento obraz je zpUsoben akumulaci nové vznikajicich viriond.
Pro diferenciadlni diagnostiku polyomavirové a cytomegalovirové (CMV)
infekce se pouzivaji imunohistochemické metody (detekce SV40T antigenu),
v IKEM konkrétné imunoperoxidazova technika (29).

Dle pfitomnosti  cytopatologickych zmén, intersticialniho zanétlivého
infiltratu, atrofie tubularniho epitelu a stupné fibrdzy intersticia se popisuji
dle Drachenbergové jednotliva stadia BKVN (A, B, C) (30). Ani biopsie Stépu
ledviny neni 100% diagnostickd metoda vzhledem fokalni povaze lézi. Pro
klinické hodnoceni byly proto navrieny terminy: "possible BKVN“ pfi
opakované pozitivni BK-virurii, "presumptive BKVN" pfi persistujici pozitivni
virémii a , definitive BKVN" pfi bioptickém prikazu BKVN (31).

1.2.3 Terapie BKVN

Uhelnym kamenem lécby BKVN je redukce imunosupresivni terapie.
Z mnoha kombinaci (tab.1) snizovani davek, zamény ¢i vysazeni jednotlivych
preparatd se jako nejucinnéjsi postup ukazuje zména tacrolimu na
cyklosporin A (CyA) nebo snizeni davky tacrolimu tak, aby sérova hladina
byla méné nez 6ng/ml a soucasné vysazeni MMF (25).

Tab. 1
LéE

terapie
Vysazeni dosavadni IS a pfechod na dudlni
Vyména SniZeni daviky terapii:
tacrolimus —>  CyA (hladiny 100-150 ng/mi) tacrolimus (hladina s 6ng/mi) CyA/prednison
MMF  —> azathioprin (divka < 100mg/d) MMF (dévka < 1g/d) tacrolimus/prednison
tacrolimus — sirolimus (hladina s 6ng/ml) Cya (hladina s sirolimus
MMF —> sirolimus (hladina < 6ng/mi) MMF/prednison
MMF —> leflunomid

Upraveno dle (25)
Kromé Upravy imunosupresivni terapie byly testovany i antivirové
preparaty, které ucinné inhibovaly replikaci BKV ve studiich in vitro. Do

Sirsiho klinického pouziti se dostaly cidofovir a leflunomid. Hodnoceno bylo
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i podavani imunoglobulinl (IVIG) a chinolond. Recentni prace zaloZena na
metaanlyze vysledk( studii podavani cidofoviru a leflunomidu vsak ukazuje,
Ze lécba cidofovirem nebo leflunomidem pfi soucasné redukci davek
imunosupresivni terapie nevede ve srovnani se samotnou redukci davek
imunosuprese k signifikantné nizsim ztrdtam funkce Stépu na podkladé
BKVN (32).

| pres [é¢bu vSak u 30-80% jedincl s prokazanou BKVN dojde k selhani
funkce Stépu (21) (22) (23) (24). Vzhledem k poznatku, Ze u vétsiny
pacient( virurie (a pozitivita decoy bunék) o 4 tydny (median) predchazela
BK virémii a o 12 tydnG BKVN (25), byly provedeny studie, kdy
imunosuprese byla redukovéna jiz v okamziku prikazu persistujici BK
virémie (tj.,presumptive” BKVN) pred rozvojem BKVN — tzv. preemptivni
redukce imunosuprese. Vysledky jsou podstatné povzbudivéjsi, protoze
doslo témér u vsech pacientl s "presumptive BKVN" po redukci davek
imunosupresivni terapie k poklesu BK virémie bez rozvoje BKVN (33) (34)
(35).

Lécba BKV infekce jiz vokamiZiku vzestupu BK virémie nebo virurie
vyzaduje zavedeni pravidelného skriningu rizikovych pacientd. Byly
navrieny v podstaté dva pristupy: monitorovat virurii (popfipadé
pritomnost decoy bunék) kazdé 3 mésice prvni dva roky po transplantaci
anebo vzdy pti zhorseni funkce Stépu (25) nebo sledovani BK virémie (36),
protoZe vysSetfeni virémie ma vyssi pozitivni prediktivni hodnotu pro BKVN
(60%), zatimco samotna virurie pouhych 30-40% (24) (25).

Retransplantace po selhani Stépu na podkladé BKVN je metodou volby (37).

1.3 BKVN po transplantaci ledviny a pankreatu

Incidence, prevalence a priibéh BKV infekce u pacientl po kombinované
transplantaci ledviny a pankreatu (SPK) jsou daleko méné prostudované nez
je tomu u pfijemcd ledviny samotné. Incidence pozitivni replikace BKV
(virémie a virurie) u SPK prijemcl byla 26-28% (38) (39), zatimco incidence
BKVN se u této skupiny pacientll pohybuje v rozmezi 2.9-15% (38) (40) (41).
Rozvoj BKVN u SPK pfijemcl se také zdd byt pozdéjsi (median 18 mésicQ,
rozsah 12-20 mésict) (38) (40) (41) ve srovnani s pfijemci samotné ledviny.

U SPK pfijemcl je oproti pacientim po transplantaci samotné ledviny

nékolik odlisnosti, které je nutné brat v Uvahu: i pfes doporuceni recentnich
studii redukovat imunosupresivni terapii v okamziku persistujici virémie
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musime brat ohled na funkéni pankreas a riziko akutni rejekce Stépu
pankreatu po redukci imunosuprese. SPK pfijemcim je ¢astéji podavéna
imunosupresivni indukce (ATG, monoklonalni protilatky), coZ je nutné vzit
do avahy pfi hodnoceni rizikovych faktor BKV replikace. V dlouhodobé
imunosupresivni terapii se u SPK pacientd snazime vyhnout podavani
kortikoidd vzhledem k jejich diabetogennimu ucinku. Dlouhodobé podavani
kortikoidd je velmi pravdépodobné jeden z nejdilezZitéjsich rizikovych
faktorl rozvoje BKVN. Skrining replikace BKV zaloZeny na detekci decoy
bunék mlze byt problematicky u pacientl s drenazi exokrinniho vyvodu
pankreatu na mocovy méchyf (42). Vzhledem k pozdéjsimu rozvoji BKVN u
SPK pfijemc by mélo byt zvdzeno prodlouzeni skriningu minimalné na 24
mésica.

2 Cile dizertacni prace

Cilem mé prace bylo:

1. Zavedeni vySetfovaci metody BK-virémie vIKEM pro klinické
pouZiti a verifikace presnosti této metody porovnanim vysledk
laboratofe IKEM svysledky vysetfeni provedenych laboratofi
prof. Hirsche (Div. Molecular Diagnostics, Clinical &
Transplantation Virology, Institute for Medical Microbiology,
Basel, Switzerland).

2. Stanoveni prevalence a incidence BK-virémie a BKVN v populaci
diabetickych pfijemcl po kombinované transplantaci ledviny a
pankreatu (SPK) a testovani rizikovych faktor( replikace BK-viru
v této populaéni skupiné.

3. Posouzeni, zda re-transplantace ledviny po selhani Stépu na
podkladé BKVN je u SPK pfijemcld vhodnym terapeutickym
pfistupem z hlediska mozného vlivu na funkci Stépu pankreatu a
zhodnoceni rizika rekurence BKVN u téchto pacientd.
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3 Studie1l

Porovnani real-time PCR metody zavedené vIKEM
(Affigene® BKV trender) s PCR protokolem provadénym v
laboratofi Transplantacni virologie, Institut pro lékarskou
mikrobiologii, Basilej

3.1 Uvod a hypotéza

Vysledky jednotlivych PCR metod se mohou podstatné lisit. Doposud nebyla
navrzena zadna standardni metoda zavazna pro laboratorni klinickou praxi.
Pokud vsak chceme vysledky pouZivat pfi rozhodovani o l[é¢ebném postupu,
nemély by se vysledky jednotlivych metod v klinicky relevantnim rozmezi
liSit o vice neZz 1.0Logj; (43) S ohledem na tento poZadavek jsme
porovnavali vysledky BK-virémie ziskané analyzou dle Affigene® BKV PCR
protokolu zavedenym v IKEM pro rutinni diagnostiku BKV infekce s vysledky
BK-virémie vySetfenymi dle PCR protokolu virologického centra v Basileji,
ktery byl timto centrem vyvinut a jehoZ vysledky sehraly hlavni dlohu pfi
stanovovani terapeuticky relevantnich referen¢nich hodnot BK-virémie a
BK-virurie. P¥i signifikantni korelaci vysledkl vySetfeni jednoho biologického
vzorku obéma metodami bude potvrzena spolehlivost metody vysetfeni BK-
virémie v nasem centru.

3.2 Metodika

Vzorky plasmy a séra odebrané ve stejnou dobu pacientim po
kombinované transplantaci ledviny a pankreatu byly vySetfeny pomoci
metody kvantitativni real time (g-RT) PCR na pfitomnost BKV DNA
v laboratofi IKEM a v laboratofi Transplantaéni virologie, Basilej (Div.
Molecular Diagnostics, Clinical & Transplantation Virology, Institute for
Medical Microbiology, Basel, Switzerland). Pfi poctu kopii BKV DNA/mI <
10° byl vzorek posuzovan jako negativni, 10°-10" kopii/ml jako hrani¢ni a >
10 kopii/ml jako pozitivni (25). Po provedeni PCR analyzy metodou
Affigene a po obdrZeni vysledk( zlaboratofe v Basileji jsem porovnala
vysledky celkem 100 méreni. Pacienti s nenulovymi hodnotami BK-virémie
byli vySetfovani opakované.
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3.2.1 VySeti'eni BK-virémie v IKEM (affigene® BKV
trender PCR protokol)

Po odebrani cca. 8ml krve do zkumavky na separaci séra (konkrétné
Becton-Dickinson SST®/SST II® Plastové zkumavky Vacutainer) byl vzorek
centrifugovan (1500g, 20min) a zamrazen na -20°C. Po nashromazdéni
dostatecného mnozstvi vzork(l k otevieni analytické soupravy jsem
provedla stanoveni BK-virémie.

3.2.1.1 Extrakce DNA ze vzorku

DNA byla extrahovana z 200 pl séra dle uZivatelské prirucky Affigene® BKV
trender. Souprava affigene® DNA extraction obsahuje: Lysis buffer 1, Lysis
buffer 2, Proteinazu K, pufr Proteindzy K, vymyvaci roztoky Wash 1 a Wash
2, Eluent, Spin columns (vazebné kolonky) a (sbérové zkumavky) collection
tubes. Jednotlivé kroky sestavaly z nasledujicich fazi: pripravy reagencii, lyze
bezbunécnych vzorkd, vazby na kolonku a vymyti DNA a zévérecné eluce
DNA do 60 pl. Pripravené vzorky byly uchovany pfi teploté -20 °C do
provedeni analyzy.

3.2.1.2 Provedeni kvantitativni real-time PCR

Bezprostfedné pred pouzitim byly vSechny reagencie i vzorky zcela
rozmrazeny (pfiblizné 20 minut pfi pokojové teploté) a promichany na
vortexu. Soucasti analytické soupravy je kontrolni sada a detekéni sada.
Kontrolni sada obsahuje pozitivni kontrolu (DNA IC Carrier, tj. pufracni
roztok obsahujici neinfekéni syntetickou DNA s IC sekvencemi a poly(A)-
RNA) (vnitfni kontrola), kterd byla pouZita jiz pfi extrakci DNA, dale
negativni kontrolu (DNA NTC) a 2 kalibratory (BKV trender High, BKV
trender Low). Soucasti detek¢ni sady jsou BKV trender Master mix (MMx) -
tj. tlumici roztok obsahujici nukleotidy, primery/sondu, UDG a DNA
polymerazu (Tag-polymerdza), roztok MgCl, (Mgl6) a smésSovaci zkumavku
pro pfipravu pracovni matice. Jednotlivé kroky sestdvaly z nasledujicich fazi:
PFipravy pracovni matice, pfipravy zkumavek k PCR reakci, amplifikace DNA
a jeji kvantifikace.

Amplifikace DNA probéhla vcycleru Rotor-Gene™ 3000/6000 za
nasledujicich reakénich podminek: prvni reakéni cyklus 5min 37°C, S5min.
95°C., dalSich 45 cyklt 30s 95°C a 60s 60°C, zavérecny krok 1min na 40°C,
reakéni objem 50 pl.
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3.2.2 PCR protokol laboratore Transplantacni virologie,
Institut pro 1ékarskou mikrobiologii, Basilej

Vzorek plasmy (cca. 8ml) odebrany do zkumavky na separaci plasmy
(EDTA VACUETTE ©) byl centrifugovan (1500g, 20min) a supernatant
zamrazen pfi -20°C. Po nashromazdéni dostatecného mnozstvi vzorkd byly
zamrazené vzorky na suchém ledu odeslany do Basileje k analyze.

DNA byla extrahovana ze 400ul vzorku. Analyza probéhla za poutziti real-
time PCR fluorescent probe—based assay:
primer 1: AGCAGGCAAGGGTTCTATTACTAAAT;
primer 2: GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA;
sonda: AAGACCCTAAAGACTTTCCCTCTGATCTACACCAGTTT
znacena 6-carboxyfluoresceinem na 5 konci a 6-
carboxytetramethylrhodaminem na 3° konci v cycleru ABI PRISM® 7700
Sequence Detection System, Applied Biosystems za nasledujicich reakénich
podminek: 1 cyklus pfi 50°C 2 min, 1 cyklus pfi 95°C 15 min a 45 cyklG:
denaturace pii 94°C 15s, annealing a detekce pfi 56°C 30s, extenze 76°C
30s, reakcni objem 50ul. Kvantitativni linedrni rozsah pro tuto metodu je
1010’ kopii/reakci (21) (44).

3.3 Statisticka analyza

Pro porovnani vysledkd dvou metod byl pouzit Spearman(iv rank-korelaéni
statisticky test, pocitan pomoci (Wessa, P. (2010), Free Statistics Software,
Office for Research Development and Education, version 1.1.23-r6, URL
http://www.wessa.net/) a Bland-Altman plot (MedCalc software Belgium,
verze 11.1.1.0).

3.4 Vysledky

Ze 100 vzork( séra a plasmy odebranych ve stejnou dobu analyzovanych
nasledné podle Affigene® BKV trender a Transplantacni virologie, Basilej
real-time PCR protokolll bylo 67 vzorkd negativnich, 3 hrani¢ni a 25
pozitivnich obéma metodami. Shoda obou metod byla 95% (Tab. 2).
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Tabulka 2. Srovnani po¢tu negativnich, hraniénich a pozitivnich vysledkd
mérenych obéma metodami

Transplantaéni

wvirologie, Affigene®

Basilegj PCR | BKV Shoda

protokol trender obou

{Plasma) {S5érum) metod
MNegativni | 69 57 57
Hraniéni = = =
Pozitivni | 22 25 25
Celkem 100 100 95

Spearmanutv korelaéni koeficient (Rho) byl pouZit pro porovnani parovych
hodnot, z nichZz alespon jedna byla nenulova, s vysledkem signifikantni
korelace: Rho = 0,946, 95% interval spolehlivosti (Cl): 0.920-0.963,
P<0,0001 (Graf 1).

Graf 1. Korelace parovych hodnot kopii BKV v séru a v plasmé (n=34)
Porovnani vysledk(l BK-virémie vySetfované vséru a plasmé pomoci
Affigene® BKV trender a metody vyvinuté laboratofi Transplantacni
virologie, Basilej. Jednotlivé body v grafu reprezentuji korelaci vysledkd
jednotlivych méreni, kde aspon jeden vysledek z dané dvojice méreni byl
nenulovy.

Korelace - Spearmaniiv rank test

Affigene "= -
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Transplantation Virology, Basel BKV PCR protocol
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Bland—Altman plot analyza rovnéz neprokazala signifikantni rozdil mezi
obéma metodami (bias Transplantacni virologie, Basilej PCR
protokol/Affigene® BKV trender: -0,1 (primér) [£1.96 SD: -1,6 — 1,3]) pro
obé metody (Graf 2).

Graf 2. Bland-Altman plot Osa x zobrazuje primér hodnot BK-virémie
ziskané obéma metodami (log kopii BKV), osa y pak ukazuje rozdil mezi
vysledky BK-virémie ziskanymi obéma metodami (log kopii BKV).
Horizontdlni linie oznaduje pramér rozdild (plnda modra ¢ara) a plus nebo
minus 1,96 smérodadné odchylky (SD) rozdilG (hnédé prerusované linie).
S vyslednym log kopii BKV je nadale pocitano jako s prirozenym cislem,
proto jsou mozné i zaporné hodnoty.

+1.96 SD

o & ) Mean
: --0.1

CR protoeel og) - Afigened BV render log)

-1.86 SD
-1.8

I 1 1 1
2 4 6 8
Average of Transplantation Virology, Basel BKV PCR protocol(log) and Affigena® BKV trender (log)

3.5 Diskuse a zavéry

Oba protokoly byly podobné co se tyce sloZeni pouZitych reagencii,
amplifikacnich programd, detekce a kvantifikace vySetfované DNA. Metoda
pouZivana v Basileji je dle autorl podobnd komeréné dostupnému Tag-
Man®Applied Biosystems BKV PCR protokolu (44). V nasi studii byla
prokdzana vysoka mira korelace poctu kopii BK viru vySetfované vyse
zminénymi metodami s hodnotou korela¢niho koeficintu (Rho) = 0,946 pfi
95% intervalu spolehlivosti (Cl): 0.920-0.963. Ani analyza dle Bland-
Altmana neprokdzala vyraznéjsi diskrepance vysledkd obou metod. Nové
zavedend metoda je tedy svymi vysledky plné srovnatelnd s vysledky
analyzy provedené v laboratoti Transplantacni virologie v Basileji.
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4 Studie 2

Stanoveni prevalence a testovani rizikovych faktort
replikace BKV u pacientd po kombinované transplantaci
ledviny a pankreatu.

4.1 Uvod a hypotéza

Na rozdil od prijemcl ledviny je BKV infekci a BKVN u pacientd po
kombinované transplantaci ledviny a pankreatu (SPK) vénovano podstatné
méné publikaci (38) (40) (41) a data ohledné incidence, prevalence a
rizikovych faktorl jsou nekoherentni. SPK pfijemci se v mnoha ohledech lisi
od nediabetickych pacientll po transplantaci ledviny. Data pochazeji
prevainé z retrospektivnich studii a Udaje se mezi jednotlivymi centry velmi
lisi. Navic v Zadné z téchto studii nebyla vénovana pozornost vyskytu a
¢asovému prabéhu BK-virémie a virurie, coz jsou klicové informace pro
navrh skiningového protokolu. Vzhledem k témto skute¢nostem jsme
provedli priifezovou, prospektivni studii replikacni aktivity BK viru v moci a
plasmé a analyzovali jsme rizikové faktory BKV replikace a BKVN u SPK
ptijemct |ééenych v nasem centru.

4.2 Metodika

421 Provedeni studie

Do studie byli zafazeni vSichni pacienti s alesponi jednim funkénim
Stépem, ktefi podstoupili SPK v Institutu klinické a experimentdlni mediciny
(IKEM) v Praze v obdobi 12/1985-03/2008 (n=205; u 179 pacientl fungovaly
oba Stépy, 21 pacientdm fungoval pouze $tép ledviny a 5 pacientl bylo
dialyzovéno s funkénim Stépem pankreatu). Pacienti po re-transplantaci
ledviny (n=19) a/nebo pankreatu (n=3) byli ze studie vyfazeni. Vzorek moci
a krve byl ziskdn od zbyvajicich 183 pacientd pfi rutinni laboratorni
kontrole. Pocet kopii BKV v moci a plasmé/séru byl kvantifikovan pomoci
real-time PCR metody popsané ve studii 1, stanoveni virurie probihalo
pouze v laboratofi Transplantacni virologie, Basilej. Pocet kopii <103/mL
byl posuzovan jako negativni v obou vzorcich, virémie 10°-10* kopii/mL jako
hraniéni a >10° jako pozitivni. Virova naloz BKV v modi 10* - 10’ byla
posuzovana jako hranicni a nad 10’ kopii/mL jako pozitivni nalez. Pacienti s
jakoukoli nenulovou hodnotou BK-virémie a/nebo virurie byli znovu
vySetfeni po 4-13 meésicich, jejich klinicky stav a hodnota sérového
kreatininu byly znovu stanoveny po 6 meésicich. Virémie i virurie > 10°
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kopii/mL byly hodnoceny jako pozitivni replikace BKV. PFi opakované
pozitivnim nalezu BK-virémie byla provedena biopsie Stépu ledviny
s barvenim na SV40 antigen. Pacienti, ktefi byli inicialné negativni v plasmé i
v modi, byli znovu vysetteni cca. po jednom roce.

4.2.2 Imunosupresivni terapie

Protokoly dlouhodobé imunosupresivni terapie (IS) byly celkem 3: v prvnim
obdobi (1987-1998) byli pacienti IéCeni kombinaci cyklosporin A (CyA) s
azathioprinem nebo mykofenolat mofetilem (MMF) a steroidy. V druhém
obdobi (1998-2002) byli pacienti |ééeni kombinaci CyA/MMF nebo
tacrolimus (Tac)/MMF, steroidy byly vysazeny nejpozdé&ji 6 mésict od SPK,
dle protokolu studie EURO SPK 001 (45). Ve tretim obdobi (2002-2007) IS
terapie zahrnovala tacrolimus bud s MMF nebo se sirolimem s vysazenim
steroid do 6 tydn( od SPK dle protokolu studie EURO SPK 002 (46).

4.3  Statisticka analyza

Identifikovali jsme pacienty s BKV pozitivitou v plasmé a/nebo v modi a
na zakladé tohoto vysledku jsme spocitali prafezovou prevalenci (cross-
sectional point-prevalence). Rizikové faktory BKV replikace byly
analyzovany pro skupinu pacientd transplantovanych v obdobi po
23.11.1998, kdy zacal byt v nasem centru podavan tacrolimus. Univariantni
analyza byla provedena pomoci Mann-Whitney testovani pro spojita data a
chi-kvadrat test nebo Fischerlv exact test pro kategoricka data. Faktory
asociované s BKVN dle jiz publikovanych studii a/nebo korelujici
signifikantné s pozitivni BKV-replikaci ve vysledcich univariantni analyzy (p <
0,10) byly testovany v multivariantnim modelu logistické regresni analyzy.
Nezévisle proménnou veli¢inou byla pfitomnost BK-virémie a/nebo virurie.
BMDP statisticky software (BMDP Statistical Software, Inc., UCLA, Los
Angeles, CA, USA) byl pouZit pro vSechny statistické vypocty.

4.4 Vysledky

Prevalence BKV-replikace (“point prevalence”) byla analyzovdna u 183
pacient(, ktefi byli 49 (median, rozsah 1-250) mésict od SPK (Tabulka 3).
Vzorek modi nebyl ziskan od 21 pacientd. Virurie byla detekovéna u 28
pacientl (17,3 %; median poc¢tu BKV DNA kopii v moéi 1,16E+04 /mL;
rozsah (1.42E+03 - 5.0E+08)), virémie byla zjisténa u 7 pacientl (3.8%;
median poctu BKV DNA kopii v plasmé 1.46E+03/mL; rozsah (1.1E+03 -
6.0E+06)). Vsichni pacienti s pozitivni virémii (n=7) méli rovnéz pozitivni
virurii. Pozitivni virurie >10’ kopii/mL byla detekovéna u 6 pacient (3,7%;
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pocet kopii BKV DNA v moci 7.81E+07/mL; rozsah (1,04E+07 — 5.17E+08)).
Virémie >10" byla pozorovéna u 3 pacientd (1,6%; 1,6E+04, 5,76E+05 a
5,6E+06 kopii/mL), soucasné s vysoce pozitivni virurii (5,6E+07, >1,0E+08 a
5,2E+08 kopii/mL).

Inicidlné negativni pacienti v plasmé i v moci (n=129) byli re-testovani po 15
meésicich (median), rozsah (8-20 mésicd). Zména smérem k BK-pozitivité
byla zaznamenana u 12 pacientl (coz by odpovidalo hodnoté ,Incidence-
rate” 0,074 na paciento/rok). Vsichni pacienti kromé jednoho méli pouze
hrani¢ni BKV replikaci v moci a negativni v plasmé, jeden mél hrani¢ni pocet
BKV DNA v plasmé a u jednoho byla potvrzena vysoce pozitivni BK-virurie
pfi negativnim nalezu v plasmé. U Zadného ztéchto pacientl nedoslo
k rozvoji BKVN.

Tab. 3. Demograficka data pacientl a vysledky prafezové prevalenéni
studie

Poéet pacientil 183 . L
Muzi/ zeny 101/82 Hodnoty jsou primér £ 5D
Vek(rok 43:8.6 P o
[ kdroky} median {rozsah)
Trvani diabetu (roky) 27+7.9 . . L L. .
Doba od # pro 5 dialyzovanych pacientl byla hodnota kreatininu 500 pmol/L
SPK(meésice) 49 (1 -250)* . L o,
reszl\'lslosl na F— M Vzorek moci nebyl k dispozici od 21 pacientd
nzulinu 5 h . .
Kreatinin (pmob/L) 129 (66-500# )* SPK - Kombinovana transplantace ledviny a pankreatu
Plazma ! nalemavire
ozt BV BKV - polyomavirus BK
replikace (n) 7 (3.8%) . ) e B acenciater
Taceso3 BKVN - polyomavirus BK-associated nephropathy
Kopie/mL (1.1E+03 - 6.0E+06)*
Vysoce-pozitivni
replikace {n) 3 (1.6%)
Hraniéni replikace
() 4(2.2%)
Moé&
Pozitivni BKV
replikace (n) 28 (17.3%)*
1.16E+04
Kopie/mL (1.42E+03 - 5.0E+08)*
Vysoce-pozitivni
replikace (n) 6 (3.7%)"
Hrani¢ni replikace
(n} 22 (13.6%)"
BKVN (n)
(potvrzena biopsii) 1 (0.5%)

Rizikové faktory BKV replikace byly analyzovény u 135 pacient(. Posuzovali
jsme veék, trvani diabetu, trvani dialyzy pred transplantaci, dobu studené
ischémie Stépu ledviny, celkovy pocet neshod v HLA, ¢as nastupu funkce
Stépu (méné vs. déle nez 3 dny od SPK), dobu od transplantace, inicidlni IS
(Tac vs. CyA), nutnost antirejekéni terapie, IS v dobé odbéru vzorkd (Tac vs.
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CyA) a hodnotu sérového kreatininu v ¢ase studie. V univariantni analyze
vysel signifikantni rozdil mezi BKV-pozitivni vs. BKV-negativni skupinou ve 3
veli¢inach (trvani diabetu a dialyzy pred transplantaci a opoZdény nastup
funkce Stépu ledviny) (Tabulka 4), pouze trvani diabetu pred SPK (OR 5.24,
95% Cl (1.22-22.6), p= 0.028) a opoidény nastup funkce stépu ledviny (OR
3.38, 95% Cl (1.38-8.24), p= 0.0085) vsak byly v multivariantni analyze
nezavisle asociovany s replikaci BKV.

Tabulka 4. Charakteristiky BKV-pozitivnich a BKV-negativnich pacientt

BKV pozitivni | BKV negativni
n=135 (n=36) (n=99) Hodnota - P
Muziizeny 1917 59/40 0478
Vek (roky) 44185 4248 4 0.186
Trvani diabetu (roky) 28.848.2 25.847.5 0.044
Trvani dialyzy (més.) 13.8+15 8.1x10.7 0.026
Studena ischémie (hod.) 11.3+4.1 10.543.5 0.399
Pocet HLA neshod 5+1 4.7£1 0.128
Opozdény*/okamzity
nastup funkce Stépu (n) 14/22 18/81 0.012
Doba od SPK (més.} 47(2-96)"" 43(0.6-106)"" 0.516
Inicialni i prese (n)
Tac/CyA 26/10 55/44 0.081
Antirejekéni terapie (n) 2/34 15/84 0.233
Imunosuprese v dobé
ie(n)
Tac/CyA 27/9 62/37 0.18
118 (60— 500)** | 126 (69 — 500) **
1 patient on 2 patients on
Kreatinin {pmol/l) dialysis dialysis 0913

Data jsou pramér + smérodatna odchylka
" vice neZ 3 dny

"*median (rozsah)

Tac = tacrolimus; CyA = cyklosporin A

4.5 Diskuse a zavéry

PFi porovnani nasich vysledkl s vysledky prarezovych studii u pacient po
transplantaci ledviny vysly u nasich pacientl srovnatelna cetnost i hodnoty
BK virurie, ale nizsi vyskyt i hodnoty BK virémie (26) (47) (48). Nizka
prevalence pozitivni BKV replikace i BKVN v nasi studii mlZe ukazovat i na
jeji snizujici se vyskyt v SPK populaci. Pokud se tento trend potvrdi, mély by
byt ozfejmény pfriciny tohoto pfiznivého vyvoje. Z mnoha zkoumanych
faktort, které ovlivriuji riziko replikace BKV, pfichazeji v Uvahu zejména
zmény v cilovych hladinach dlouhodobé imunosupresivni terapie a Ustup od
dlouhodobého podavani kortikoidl. Tato studie je jedna z mala, kterd
prospektivnim zplsobem analyzuje ¢etnost BK-virurie a virémie u pacient
po kombinované transplantaci ledviny a pankreatu v jednom
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transplantacnim centru. Prevalence (resp. “point — prevalence”) vysoce
pozitivni BK-virurie, virémie (“presumptive BKVN”) a biopticky prokazané
BKVN byly velmi nizké. Jako nezavislé rizikové faktory BKV replikace byly
pomoci multivariantni analyzy identifikovany dva parametry, a to trvani
diabetu mellitu prvniho typu pred transplantaci a opoZzdény nastup funkce
Stépu ledviny.

5 Studie3

Retransplantace ledviny po selhani stépu na podkladé
BKVN: efektivni terapeuticky postup u pacientti po
kombinované transplantaci ledviny a pankreatu (SPK).

5.1 Uvod a hypotéza

Retransplantace ledviny (reTx) po selhdni na podkladé BKVN se nabizi
jako metoda volby, nicméné vzhledem k nizkym poctim téchto pacientl v
jednotlivych centrech je publikovano o této populacni skupiné velmi malo
udajli a nékteré otazky tykajici se této specifické problematiky zlstavaji
nezodpovézeny (37) (49). K hlavnim problém0m patfi, zda je nutné provést
pre-emptivni nefrektomii pred planovanou reTx a nebo spiSe redukovat
davku IS terapie za ucelem snizeni replikace BKV, ¢i zda je nutné po reTx
upravit IS Iécbu. Tyto otazky jsou jesté naléhavéjsi v pripadé SPK prijemcd,
kde pfi zachované funkci Stépu pankreatu nepfipada v Uvahu vyraznéjsi
redukce IS po selhani ledviny. Dostupné informace jsou vétsinou
retrospektivni analyzy charakteru kazuistik (37) (50) (51). Cilem nasi prace
bylo popsat zkusenosti naseho centra s reTx ledviny po slehdni funkce na
podkladé BKVN u ctyf SPK prijemca.

5.2 Metodika

Provedli jsme retrospektivni zhodnoceni péti pfipadl retransplantace
ledviny (reTx) u &tyF pacientd s diabetem mellitem 1.typu (M/Z 2/2, vék
median (rozsah) 36 (27-52) let, trvani diabetu 22 (17-26) let), ktefi
podstoupili SPK v IKEM v obdobi 1999-2002. Demografické a klinické
charakteristiky prvni transplantace a reTx jsou shrnuty v tabulkach 5 a 6.

5.3 Vysledky

BKVN byla biopticky verifikovana 20 (8-22) mésicli od SPK a ve vétsiné
ptipadl byla diagnostikovana ve stadiu B (52). | pres Upravy IS terapie u
vSech pacientl (tj. sniZeni davky, vysazeni MMF a prevod pacienta na
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terapii sirolimem v jednom pfipadé a prechod z CyA na azathioprin u
dalsiho pacienta) a podavani cidofoviru u jednoho pacienta (40 mg -
0,54mg/kg kazdé 2 tydny), doslo u vSech pacientt k selhdni stépu za 29 (23-
39) mésicl po SPK a 13 (1-23) mésicl od potvrzeni diagndzy BKVN. Po celou
dobu klinického sledovani nebylo zaznamenano zhorseni funkce Stépu
pankreatu a vsichni pacienti zlstali nezavisli na inzulinu.

Vsichni pacienti podstoupili reTx ledviny 36 (27-63) mésicd od SPK. Pacienti
1 a 4 byli retransplantovani pred zahajenim dialyza¢ni terapie a
graftektomie byla provedena azZ v jedné dobé s reTx. U pacientd 2 a 3 byla
provedena pre-emptivni nefrektomie a byli dialyzovani 9 a 18 mésicl pred
reTx. U pacienta 1 BKVN rekurovala 6 mésicl a k selhdni nového stépu
doslo 1 rok po prvni reTx i pres zménu IS terapie (redukce davky tacrolimu,
pfevod z MMF na sirolimus, vysazeni prednisonu). Po selhdni byla
provedena pre-emptivni nefrektomie druhého stépu, pacient byl dialyzovan
a aZ po urcité dobé byla provedena druha reTx (Tabulka 5).

Tabulka 5. Demografické a klinické charakteristiky SPK pacientd s BKVN

Doba od
Doba od diagnozy
SPK do Stadium BKVN do Trvani
Trvani  |[Vekv diagnozy [BKVNv selhani ialyzadni ivni |Doba do
diabetu |dobs Inicidlni |Antirejekéni[BKVN  |dobs $tépu nebo [l6cby NE (més.  [reTx
Pacient& |Pohlavi _|(roky)  |SPK(roky) |IS terapie _|(més) |diagnozy [Lé&ba BKVN |reTx(més) |(m&s) pied reTx) |(més)
[1 (SPK) M 21 35[Tac, MMF 3.75g MP 218 Red IS 6 0| 0| 27]
Prevod MMF/
Siro, Red Tac,
1 (prvni Tac, MMF, wysazeni
reTx) - - - Prednison | 1.5g MP 6|s Prednisonu 6 2| 15 37}
2|2 23] 52[Tac, Siro 0 zj}« Red IS 1] 17 9 4]
Prevod MMF/
Siro, CyAlAza,
0.5 MP, Aza/Prednison
3[M 26 37|CyA, MMF 1.8g ATG 20|B Cidofovir 19 24 18] 63]
4-‘—2 171 27|Tac, MMF 0 8[B Red IS 23 0| 0| 31
median ‘ ‘
(rozsah) 22(17-26) | 36(27-52) 21(8-22)" 13(1-23)* 36(27-63)"

MP: methylprednisolon, ATG: antithymocytarni globulin,

Tac: tacrolimus, MMF: mykofenolat mofetil, CyA: cyklosporin A, Aza: azathioprine, Siro: sirolimus,
IS: imunosuprese, Red: redukce, NE: nefrektomie, reTx: retransplantace ledviny, més.: mésice

* Obdobi po prvni reTx u pacienta 1 neni uvedeno

Vsichni pacienti byli k datu 30/09/2007 nezavisli na inzulinu a bez potteby
dialyzaéni |é¢by. Klinické a laboratorni charakteristiky pacient(i po reTx jsou
shrnuty v tabulce 6. Doba sledovani je 30 (9-55) mésict od posledni reTx.
Dlouhodobd IS terapie je u vétsiny pacientl zaloZena na kombinaci
tacrolimus/sirolimus; pacient 1 je lé¢en kombinaci CyA/MMF. U pacienta 4
byla zjisténa vysoce pozitivni BK-virurie a nizce pozitivni BK-virémie, ostatni
byli BKV DNA negativni.
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Tabulka 6. Klinické a laboratorni parametry po retransplantaci ledviny

P-kreatinin
(umol/l) v Doba
dobé sledovani
studie BK virémie |BK virurie |od reTx
Pacient &. IS po reTx (kopie/mL) |(kopie/mL)|(més.)
1 (Druha reTx)| CyA, MMF 140{<10E+03 9,07E+03 39
2 Tac, Siro 128|<10E+03 <10E+03 20|
3 Tac, Siro 211* [<10E+03 <10E+03 9
4 Tac, Siro 195|7,60E+03 1,30E+08 55]
median 30
(rozsah) (9-55)

CyA: cyklosporin A, MMF: mykofenolat mofetil, Siro: siralimus, Tac: tacrolimus
*Opozdény nastup funkce $tépu u pacienta 3 na podkladé akutni tubuldrni nekrazy

5.4 Diskuse a zavéry

Po retransplantaci ledviny pfi selhani funkce stépu na podkladé BKVN je
nutné pocitat s potencidlnim rizikem rekurence. Dle konsensu
mezinarodniho shromazdéni expertd (25) by retransplantace neméla
probéhnout v obdobi aktivni replikace BKV. Poklesu poctu kopii BKV DNA
Ize dosdhnout redukci nebo Uplnym vysazenim IS terapie spole¢né s
podavdnim antivirotik nebo pre-emptivni ureteronefrektomii selhaného
Stépu. U SPK prijemct lIze s ohledem na funkcni Stép pankreatu uvaZovat
pouze o druhé moZnosti. Potencidlni rizika vyplyvajici z dalsiho
chirurgického vykonu jsou vyvazovana benefitem pre-emptivni nefrektomie
v podobé velmi rychlého poklesu virémie, nebot dle studie Funka et al. (53)
dochazi po odstranéni selhaného stépu k poklesu BK-virémie v fadu hodin k
nulovym hodnotam. Nase vysledky poskytuji v porovnani se sdélenimi z
ostatnich center relativné extenzivni zkuSenosti doposud publikované.
Vzhledem k nizkému poctu pacientl nelze provést statistickou analyzu,
nicméné ani nase pozorovdni nepodporuje pre-emtivni retransplantaci v
obdobi aktivni BKV replikace. Tento postup selhal u pacienta 1 (doslo
k rekurenci). V druhém pripadé pre-emptivni reTx (pacient 4) byla u tohoto
pacienta v dobé studie pfitomna hranicni virémie, pozitivni virurie a
zhorsend funkce Stépu (tabulka 6) i kdyZz ani v jedné ze dvou biopsiich
provedenych 6 a 30 mésicli po reTx nebyla diagnostikovana BKVN (v obou
pripadech byly SV40T negativni).

Retransplantace ledviny po selhani stépu na podkladé BKVN je metodou
volby i u SPK prijemcl. Nase vysledky ukazuji na nutnost redukce replika¢ni
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aktivity BKV pred retransplantaci. Snizeni replikacni aktivity Ize docilit skrze
redukci IS terapie a/nebo pre-emptivni ureteronefrektomii selhaného
$tépu. V pripadé SPK prijemcl je s ohledem na zachovanou funkci $tépu
pankreatu ureteronefrektomie metodou volby.

6 Zavérecné shrnuti

Problematika BKV infekce u pacientd po transplantaci ledviny a
pankreatu je doposud malo prozkoumana, nicméné ani pri relativné malém
poCtu pacientl, u kterych byla vnasi studii pozitivita BK viru
diagnostikovéna, neni rozhodné zanedbatelnd. Vcasnym terapeutickym
zasahem lze totiz zabranit ztraté funkce ledvinného $tépu pfi minimalnim
riziku vzniku akutni rejekce Stépu pankreatu. Po selhani Stépu ledviny na
podkladé BKVN je re-transplantace metodou volby.

Pfinosem mé prace bylo zavedeni diagnostické metody BK virémie
v nasem centru a ovéreni jeji presnosti, ¢cimZ mohly probéhnout nasledujici
faze studie, tj. zjisténi prevalence BKV infekce u SPK pfijemcd, analyza
rizikovych faktord a terapeutickych pfistup u BKV-pozitivnich pacientd.

Vzhledem k pfinosu vcasné redukce imunosuprese jiz ve fazi vzestupu
BK-virémie nejlépe pred rozvojem BKVN jsem rovnéz zavedla v nasem
centru skriningovy program BK-virémie u SPK pfijemcd, ktery vychazi
z doporuceni panelu expertt pro pfijemce samotné ledviny (25).
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