SOUHRN

Vychodisko. TGF-$ je klicovym profibrogennim cytokinem, ktery je spojovan
s patogenezi chronické transplanta¢ni nefropatie (CTN). Ischemicko/reperfuzni poSkozeni
(I/R) a hypertenze ptedstavuji vyznamné rizikové faktory vzniku CTN. Cilem prvni,
experimentalni ¢asti bylo studium efektu imunosupresiva sirolimu (SIR) na modelu
akcelerované nefropatie u hypertenznich transgennich potkanti (TGR). V druhé, klinické
¢asti bylo cilem objasnit vztah obrazu CTN v protokolarnich biopsiich u pacientli po
transplantaci ledviny k plazmatické hladiné TGF-B1 a fibronektinu. Soucasné bylo cilem
sledovat zmény v plazmatickych hladindch TGF-B1 a fibronektinu vzhledem k typu
imunosuprese.

Metody. Experimenty jsme provedli jak na hypertenznich transgennich potkanech
TGR(mREN-2)-27 tak i na normotenznich potkanech. Pouzili jsme model akcelerovaného
I/R poSkozeni. V klinické ¢asti jsme pouZili protokolarni biopsii $t€pu po transplantaci
ledviny jako metodu vhodnou k ¢asné detekci CTN. Biopsie byly provedeny u 105
nemocnych Ié¢enych rliznymi imunosupresivnimi rezimy 1 rok po transplantaci ledviny.

Zavéry. Na modelu akcelerované nefropatie jsme zjistili, ze geneticky navozena
hypertenze vyznamné akceleruje chronické zmény v rendlnim parenchymu po I/R
poskozeni jedné ledviny. Lécba SIR ovlivnila pouze nckteré dusledky I/R poskozeni,
statisticky vyznamné snizila expresi TGF-B1 v intim¢ cév.

Analyza protokolarnich biopsii ledvin prokazala, ze tkanova exprese TGF-B1
koreluje mnohem vice s chronickou transplantac¢ni vaskulopatii nez se stupném CTN. Mezi
plazmatickymi hladinami TGF-B1 a funkci $tépu, stupném CTN, chronické vaskulopatie
ani cilovou hladinou cyklosporinu A jednozna¢ny vztah nalezen nebyl. Ani
k plazmatickym hladindm fibronektinu nebyly nalezeny Zzadné korelace. Vyznamna

zavislost plazmatickych hladin TGF-B1 na typu imunosuprese rovnéz nebyla prokazana.



SUMMARY

Background. TGF-f is a key profibrogenic cytokine associated with chronic
allograft nephropathy (CAN) pathogenesis. Renal ischemia/reperfusion (I/R) injury and
hypertension represent important factors contributing to the development of CAN. The aim
of the first, experimental part of the present study was to investigate the effect of
immunosuppressant sirolimus in a model of accelerated renal injury in hypertensive
transgenic rats (TGRs). The aim of the second, clinical part was to correlate the degree of
CAN in the protocol biopsy of transplanted patients with TGF-B1 plasma levels and
plasma levels of fibronectin. Another aim was to evaluate TGF-B1 and fibronectin plasma
levels in patients treated with different immunosuppressive regimes.

Methods. Experiments were performed in hypertensive transgenic TGR(mREN-2)-
27 rats and their normotensive controls. We used a model of accelerated renal I/R injury.
In clinical part of the present study, protocol biopsy has been suggested to be a beneficial
method for early CAN detection. Protocol core biopsy was carried out in 105 kidney
transplant recipients treated with different immunosuppressive regimes 12 months after
renal transplantation.

Conclusions. Hypertension induced by high levels of renin in transgenic rats
aggravated the renal injury induced by I/R injury. Sirolimus treatment was shown to reduce
some consequences of I/R injury. We found decreased TGF-f1 expression within the
vessel intima. The analysis of protocol biopsies of transplanted patients has shown that
TGF-B1 tissue expression is linked with chronic vasculopathy. We found no relation
between plasma levels of TGF-B1 and kidney graft function, the grade of CAN, chronic
vasculopathy and trough cyclosporine A levels. There were no correlations to fibronectin
plasma levels. Despite the trend we have not found any association of the TGF-B1 plasma

levels with the type of immunosuppressive regime.
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1. UVOD

1.1 LEDVINY A NAHRADA JEJICH FUNKCE

Ledviny jsou dulezitym orgdnem pro udrzovani homeostazy. Jejich hlavni funkci je
vylucovani produkti metabolismu, toxickych latek a podileji se na regulaci télesnych
tekutin. Nejmen$i funkéni jednotkou ledvin je nefron skladajici se z glomerult a tubul
(obr. ¢.1). Glomeruly jsou filtratnimi jednotkami. Krev je zde filtrovana skrze sténu
kapilar. Mezangialni buniky a podocyty se podileji na zajiSténi struktury glomerulu (obr. ¢.
2). Glomerularni bazalni membrana (GBM) je dulezitd pro udrZovani glomerularni
selektivni permeability, kterd je urCujicim faktorem pro propustnost castic jak z hlediska
velikosti tak naboje. Na této membrané vznika z krevni plazmy pod filtraénim tlakem
glomerulérni filtrat. Proto mad glomerularni filtrat stejné fyzikalni vlastnosti a chemické
sloZeni jako krevni plazma s jedinym rozdilem, absenci bilkovin. Po filtraci glomerulem
jsou nezbytné molekuly a voda resorbovany zpét v tubulech, ostatni jsou vylucovany

, < 1
v procesu, ktery vede k tvorbé moce.

glomerulus tubuly

TBM: tubularni bazélni membrana
PTK: peritubuldrni kapilary
TEB: tubuldrni epiteliaini buiiky

Obr. ¢. 1 Struktura glomerult a tubult.

Kura ledvin se sklada z glomerult, které jsou filtracnimi jednotkami ledvin a tubuld, které exkretuji a
resorbuji specifické molekuly.



podocyt

kapilara kapilara

endotelialni buiika

B% kapilara kapilara

) 8 7—'

EB: endotelialni buiika

RI: lamina rara interna
glomerularni bazalni D: lamina densa
membrana RE: lamina rara externa

P: vybédek podocytu

mesangialni bufika

Obr. €. 2 Detailni schema glomerulu a struktura glomerularni bazalni membrany (GBM).

Sténa kapilar je soucasti filtraéni membrany glomerulu. Filtraéni membranu tvofi pfedevsim fenestrovany
kapilarni endotel obklopeny glomerularni bazalni membranou (GBM). Mezangialni buiiky a podocyty se
podileji na zajisténi struktury glomerulu.

Nejriznéj$i onemocnéni imunitni i neimunitni povahy mohou vést ke ztrat¢ funkce
ledvin. Jakékoliv zhorSeni funkce ledvin je rozhodujicim faktorem z hlediska pfeZiti.
Néhrada ledvinné funkce zahrnuje bud’ dialyzu nebo transplantaci ledviny. Transplantace
ledviny je vsoucasné dobé nejlepSim zplsobem nahrady funkce ledvin nemocnych
s termindlnim rendlnim selhanim. U vSech nemocnych v kone¢ném stadiu selhani ledvin
by se méla uvazit moznost transplantace ledviny. (Absolutni kontraindikaci je pouze jiné
progredujici, Zivot ohrozujici onemocnéni.) To, co bylo kdysi experimentem a postupem
nutnym pro zachranu Zzivota, se tak nyni stalo standardnim terapeutickym postupem.
Kvalita zivota i uprava klinického stavu je po uspéSné transplantaci obvykle daleko

dokonalejsi nez pti chronickém dialyzacnim 1éceni.
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Prvni uspésna transplantace lidské ledviny byla provedena Dr. J. Murrayem v roce
1954, darcem byl bratr pacienta-jednovaje¢né dvojce. U prvnich pacientii po transplantaci
nebyla pouzita kromé kortikosteroidi zddna imunosuprese, nic nebylo znamo o rejekcich a
ledviny se proto v kratké dob¢ odhojily.

Zékladnim problémem transplantace je imunitni reakce piijemce na
transplantovanou ledvinu. Protoze navozeni imunologické tolerance je pres veskeré
pokroky stale nedosazenym cilem, zstavd imunosuprese zakladnim tématem usp&sné
transplantace ledviny. SouCasné standardné pouzivané imunosupresivni rezimy zajistuji u
imunologicky nekomplikovaného piijemce velmi dobrou kontrolu akutnich rejekci.
Jednoro¢ni pfezivani nemocnych po transplantaci ledviny od Zivého piibuzného darce je
nad 95% a funkce $té€pu nad 90%. V dalsim priubéhu dochazi asi k 3-5% ztraté stépu rocné,
a to v€etng ztraty zpisobené timrtim nemocného. Procento jednoro¢niho ptezivani pacientti
po prenosu kadaverdzniho §té€pu Cini asi 90% a prezivani $tépu kolisa v riznych centrech
mezi 70-90%. V dal$im prabéhu je ztraceno 5-8% transplantovanych ledvin ro¢ng.

Funkce a Zivotnost transplantovanych organi neni neomezena. Zivotnost §tépu je
limitovana nejriznéj$imi faktory, které jsou dany vlastnostmi orgdnu, reakci ze strany
piijemce i samotnym prib&hem transplantace. Radime sem: pre-existujici poskozeni §tépu,
ischemicko/reperfuzni poskozeni, vliv imunosupresivni terapie a rejekéni epizody
(zhorSeni funkce na podkladé imunologické odhojovaci reakce). Kromé toho se darce a
ptijemce 1isi riznym stupném genetické odliSnosti. Pfestoze je snaha o maximalni moznou
shodu vHLA genech (human leukocyte antigens), svou roli jist¢ hraji i
polymorfismy/varianty v dal§ich (minoritnich) antigenech. Vsechny tyto faktory pftispivaji
k poskozeni §tépu v procesu chronické transplantacni nefropatie vétSinou nazyvané jako

chronicka rejekce.

11



Chronickd rejekce je vedle tmrti pfijemce nejcastéjSi pfiCinou ztraty funkce
transplantované ledviny v dlouhodobém pritbéhu a predstavuje tak vazny klinicky problém
soucasné transplantatni mediciny. Velkou roli v patogenezi chronické rejekce hraji
predevsim fibrotické procesy. Zastupcem cytokinil, ktery se na procesu fibrotizace vyrazné
podili, je TGF-B. Transformujici ristovy faktor  (TGF-B) je multifunk¢ni cytokin hrajici
dalezitou tlohu v homeostaze tkani. Uplatiiuje se v ¢etnych biologickych situacich
provazejicich zejména riizné chronickd onemocnéni vcetné chronické rejekce organovych
transplantatti. Rozvoj tkanové fibrozy je biologicky d¢j, ktery je fizen cytokiny, z nichz
klicovou roli hraje pravé TGF-B. Pod jeho vlivem dochéazi k ukladani komponent

extracelularni matrix v intersticiu.>

1.2 BIOLOGIE TGF- A JEHO STANOVENI

1.2.1 Biologie TGF-

Transformujici rastovy faktor B (TGF-B) je <¢lenem rodiny rustovych a
diferencia¢nich faktort, které reguluji fadu biologickych procesii, naptiklad bunécny rtst a
diferenciaci, indukuji tvorbu extracelularni matrix a apoptézu. U CElovéka bylo dodnes
popsano pies 50 cytokinti rodiny TGF-B. Vedle izoforem TGF-f jsou dal§imi ligandami
ztéto rodiny aktiviny, inhibiny, kostni morfogenetické proteiny (BMP), rhstové a
diferenciacni faktory, konecn€ i Miillertiv inhibi¢ni faktor, casto oznacovany jako anti-
Miillerv hormon.* Spole¢nym rysem aktivnich cytokini rodiny TGF-p je forma dimeru,

obdobné jako je tomu u nize popsanych receptort typu I a II pro tyto cytokiny.
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TGF-B existuje v péti izomernich formach, z toho u savct se vyskytuji tfi izomerni
formy TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3). Je syntetizovan mnoha typy bunék, jako jsou
desticky, makrofagy, lymfocyty, ale 1 buitkami organti napi. ledvin. Nejvice zastoupenou
izoformou u vétSiny bunék a tkani je TGF-B1. Izoformy TGF-B maji asi 70% vzajemnou
homologii a vaZi se ke stejnym receptoriim, coz dokazuje jejich konzervativni strukturu.’

Vsechny jsou syntetizovany jako prekursory a sekretovany ve formé latentniho
komplexu (110 kDa). Latentni forma se skladd z homodimeru polypeptidu TGF-f (25
kDa), ktery je nekovalentné¢ svazan do komplexu s glykoproteinem LAP (latency-
associated peptid). Tento komplex je neaktivni a neni rozeznavan betaglykanem ani
daldimi receptory.® Ve vétSing bungk je LAP jest® kovalentnd véazan s daliim
glykoproteinem LTBP (latent TGFB-binding protein). LTBP je dualezity k G¢inné sekreci a
spravnému skladovani TGF-P v extracelularni matrix, k jeho latenci vztah nema. Ta zavisi
na pfitomnosti LAP. Uvolnéni biologicky aktivniho dimeru TGF- ze sekretované latentni
formy TGF-B pfedchéazi vazbé na povrchové bunééné receptory. K aktivaci TGF-f musi
byt LAP z komplexu proteolyticky odstdpen®. Fyziologicka aktivace latentniho TGF-P je
komplikovany a zatim jen ¢astecné prozkoumany proces. Faktory ovliviijici uvolnéni
TGF-B z komplexu mohou byt zmény pH, zmény iontové sily nebo nebo ucast proteinu
trombospondinu 1 (TSP-1). TSP-1 je velky homotrimerni protein sekretovany mnoha typy
bun¢k, ktery aktivuje TGF-B1 v pokusech in vitro a Caste¢n€ i in vivo. Dvé serinové
proteazy, plasmin a kathepsin D a adhezivni molekula ze skupiny integrinti avp6 také
aktivuji latentni TGF-B. Naopak jiz aktivovany TGF-B mize byt inhibovan lokalnimi

faktory (decorin), které mohou TGF-p véazat.®
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Po uvolnéni se TGF-B vaze na receptor RII na povrchu cilové buiiky. Receptory pro
pienos signalu cytokini rodiny TGF-B jsou transmembranové glykoproteiny na povrchu
bunék. Jedna se o kinazy fosforylujici serin a treonin. Receptory typu II fosforyluji
receptory typu I v GS oblasti (doména obsahujici sekvenci TTSGSGSG) po aktivaci
ligandou, kterd indukuje tvorbu heteromerniho komplexu receptoru typu I a II. Pfisun
ligandy k receptorim je fizen n¢kolika proteiny (betaglykan, endoglin), které jsou také
oznacovany jako typ III receptoru pro TGF-B. Betaglykan je v membrané zakotveny
proteoglykan, ktery zvySuje lokalni koncentraci ligandy, a tim jeji vazbu k receptorim.
Toto ma vyznam ptedevsim pro TGF-f2, ktery ma nizkou afinitu vazby k receptoriim na
rozdil od TGF-B1 a TGF-B3. Transmembranovy protein endoglin je exprimovan prevazné
na buiikach endotelu a vaze TGF-B1 a TGF-P3, nevaze TGF-B2.°

Pti signalizaci TGF-B je nutna spoluprace receptord. Bylo pozorovano, ze receptor
typu I neni schopen vazat ligandu v nepfitomnosti receptoru typu II, a typ II, ktery je
schopen sdm vazat ligandu nemutze signalizovat bez typu I. Interakce receptorii vede
k fosforylaci receptoru typu 1. Byly popsany negativni regulatory receptoru v pfenosu
signalu. Jedna se napiiklad o cytoplazmaticky protein (imunofilin) FKBP12, ktery slouzi
jako receptor pro imunosupresiva FK506 a rapamycin. V nepfitomnosti ligandy se
FKBPI12 vaze na GS doménu v receptoru typu I (TPR-I), a tim blokuje fosforylaci
aktivaCnich mist pomoci receptoru typu II (TPR-II). Komplex receptor-liganda a
transfosforylace pomoci TPR-II vede k uvolnéni FKBP12 z TPR-I s moznosti aktivace

receptoru.’
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Fosforylaci aktivované receptory typu I (dfive oznacované ALK, ,,activin receptor-
like kinase*) fosforyluji proteiny Smad fizené receptory (R-Smad). R-Smad 2 a 3 pienaseji
signal od TGF-B a vazi spolecny mediator (Co-Smad), kterym je protein Smad 4.
Fosforylované R-Smad tvofi heteromerni komplex s Co-Smad. Vznikly komplex se
premisti do jadra a zde reguluje transkripci cilovych gend po ptimé vazbé k DNA nebo po
interakci s jinymi proteiny vazajicimi se k DNA, transkripénimi faktory, koaktivatory nebo
korepresory transkripce.” Smad tak piedstavuji celou skupinu molekul podilejicich se na
nitrobunééném pienosu signalu z receptoru piimo do bunécéného jadra, kde pak stimuluji
expresi gent odpovédnych za piislusnou funkci, kterou mize byt jak stimulace, tak i

inhibice réistu’ (obr. &. 3).
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Obr.¢. 3 Signaliza¢ni kaskada TGF-p.
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TGF-p tak ovliviiuje proliferaci a diferenciaci riznych typt bunck v téle a muze tedy
slouzit jako rastovy aktivator i riistovy inhibitor. S tim souvisi i1 jeho profibrogenni ucinek,
ktery je zajiStovan nasledujicimi mechanismy: stimulaci syntézy vétSiny molekul, které
vytvareji extraceluldrni matrix (fibronektin, kolagen, proteoglykany), blokddou degradace
matrix (moduluje expresi tkanovych metaloproteinaz a tkanovych inhibitort
proteolytickych enzymi), expresi integrinovych molekul a tim regulaci adheze bunék a
autoindukei vlastni produkce TGF-B. Vysledkem téchto mechanismt je pak depozice
extracelularni matrix.” TGF-B pisobi jako chemoatraktant pro fibroblasty a stimuluje
rovnéz replikaci nezralych fibroblasti. M4 tedy ulohu v patogenezi nadprodukce vaziva,
pusobi proskleroticky. VySe uvedenymi mechanismy vyznamné reguluje obnovu
poskozenych tkani a zaroven hraje dilezitou roli v procesu fibrogeneze, tj. mechanismu,
ktery se uplatiiuje v patogenezi chronické rejekéni nefropatie u organovych transplantaci a
ktery vede ke zkraceni Zivotnosti §t&pu”®. V imunitnim systému ma TGF-p roli piedeviim
imunosupresivni. Inhibuje proliferaci T i B lymfocytd i NK bunék, vyvoj cytotoxickych
makrofagu, potlacuje produkci imunoglobulini a moduluje produkei nékterych cytokind.
Tim, Ze pasobi jako chemoatraktant pro makrofagy a neutrofily, ma i G&inek prozan&tlivy’.
Patogeneticka role TGF-B v imunologické aktivaci a procesu jizveni transplantované
ledviny je tedy vysoce pravdépodobna. Bylo prokazano, ze vedle dalSich faktorti vede ke

zvysené produkci TGF-p také ischemie'”.
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1.2.2 Metodika stanoveni plazmatické hladiny TGF-p1, technika ELISA

Ke stanoveni plazmatické hladiny TGF- B1 byla pouzita nasledujici metodika.
Periferni zilni krev byla od pacienti odebirana standardni metodou do zkumavek
s antikoagulacni latkou EDTA a nasledné centrifugovana 4000g/5 minut. Izolovana
plazma byla skladovana pti —20°C do doby provedeni vlastni eseje. Plazmatické hladiny
TGF-B1 byly stanovovany pomoci enzymoimunochemické metody ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay). Vzorky musely byt nejprve acidifikovany, aby doslo
k aktivaci ptitomného TGF-B1 (ptivodn€ v inaktivni formé s nutnosti konformace proteinu-
odstépeni LAP , latency associated peptid*). Toto bylo provedeno ptidanim 0,1 ml 2,5 N
kyseliny octové s 10 M ureou k 0,1 ml vzorku. Po dikladném promichéni a 10 minutové
inkubaci pifi pokojové teploté byly vzorky neutralizovany pomoci 2,7 N NaOH s 1 M
HEPES (pH 7,2-7,6). Vzorky tak byly ptipraveny ke stanoveni celkového TGF-B1 (aktivni
+ latentni formy). Do 15 minut nasledovala vlastni esej zalozena na principu
»sandwichové® techniky ELISA. K méteni TGF-B1 byla pouzita firemni souprava pro
kvantitativni stanoveni koncentraci aktivované¢ho lidského TGF-f1 od firmy R&D
Systems, Abingdon, United Kingdom.

U této techniky je pouzita plastova desticka, ktera je potazena TGF-B1 rozpustnym
receptorem typu II, ktery vaze imunoreaktivni TGF-B1 (tj. TGF-B1 po aktivaci). Do jamek
na desticce se pipetuje 200ul standardii a aktivovanych vzorki a jestlize je ptitomen TGF-
B1, tento se navaze na receptor v pribé¢hu 3 hodinové inkubace. Po trojnasobném promyti
se prida do kazdé jamky 200 ul enzymaticky znacené polyklonalni protilatky specifické
pro TGF-B1 (konjugat), kterd se béhem 1,5 hodinové inkubace navaze na TGF-B1, které se

navazalo v pribehu prvni inkubace.
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Nasleduje opét trojnasobné promyti jamek, poté se do kazdé jamky ptida 200ul
substratu. Béhem 20 minutové inkubace se objevi zbarveni umérné mnozstvi TGF-B1
navazaného na zacatku. Reakce se zastavi pfidanim 50 pl stop solution do kazdé jamky a
do 30 minut se zméfi barevnd intenzita. Standardni kiivka pro TGF-B1 byla vytvoiena
pomoci standardii rekombinantniho lidského TGF-B1 proteinu 2000, 1000, 500, 250, 62,5

a 31,25 pg/ml. Detekéni limit metody je 7 pg/ml.

1.3 FIBRONEKTIN

Fibronektin je hlavni molekula extracelularni (EC) matrix. Je téz soucasti tubularni
bazalni membrany a jeho exprese se zvySuje u tubulointersticidlni fibrézy spojené
s chronickou rejekcei. Jak znamo, rejekce Stépu (akutni 1 chronickd) je spojena s bunécnou
infiltraci, zvySenim exprese adhezivnich molekul a molekul EC matrix. Fibronektin je
glykoprotein skladajici se zopakujicich se sekvenci aminokyselin vytvaiejicich tak
domény, které umoziuji interakce s rliznymi bunikami prostfednictvim integrinovych i
neintegrinovych receptort. Z integrinovych receptorti jsou to napft. tzv. VLA-4 (very late
activation) antigeny patiici mezi integriny Bl podskupiny, ktera zahrnuje fadu receptort
pro glykoproteiny extracelularni matrix (kolagen, laminin, fibronektin).

Molekuly fibronektinové rodiny hraji dilezitou roli v procesech bunécné adheze,
migrace, diferenciace a proliferace. Fibronektin je secernovan celou fadou bunék jako
napt. hepatocyty, fibroblasty, epitelidlnimi buitkami a makrofagy. Uvolnény fibronektin se
pak miZe stat soucasti EC matrix."'

Jsou popisovany klinické stavy spojené s vysokou expresi fibronektinu jako napf-.:
intersticidlni plicni procesy, glomerularni skleroza, hojeni ran, revmatoidni artritida a

malignity. Fibronektin ma dtlezitou imunomodulac¢ni roli. Ukdzalo se, ze ma modula¢ni
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vliv na bunécnou imunitni odpovéd’ a proto by plazmatické hladiny této molekuly mohly
byt uzitetnym ukazatelem pii monitorovani pacienti po transplantaci ledviny.'? Byla
popsana vyssi exprese fibronektinu v intersticiu a cévnim kompartmentu u akutnich a

chronickych rejekei®.

1.4 NASTROJE KE STUDIU ROLE TGF-p V EXPERIMENTALNI

TRANSPLANTOLOGII A V KLINICE, IMUNOSUPRESE

Na etiologii chronické rejekce (chronické transplantacni nefropatie) se podili fada
aloantigenn¢ zavislych 1 nezéavislych faktorii. Ischemicko/reperfuzni poSkozeni (I/R)
jakozto aloantigenné nezavisly faktor stoji na zacatku celého procesu a hypertenze je

vvvvvv

chronické rejekce transplantované ledviny.'

1.4.1 Experimentalni modely

1.4.1.1 Ischemicko/reperfuzni poSkozeni (I/R)

Ischemicko/reperfuzni  poskozeni  (I/R)  pfedstavuje  komplex  interakci
zprostfedkovany predevsim endotelem a aktivovanymi leukocyty. Ve svém dusledku vede
k poSkozeni bun¢k az bunécné smrti. Urcity stupent I/R poskozeni je nevyhnutelny
nasledek vlastni transplantace a je zndmo, ze vyznamné ovlivituje osud transplantované¢ho
organu (priloha 1). Ackoliv zavedeni lepSich konzervac¢nich roztokd do klinické praxe
vedlo ke snizeni rozsahu a zavaznosti ischemického poskozeni, zistdva I/R poskozeni

$tépt nadale velkym problémem (priloha 1).
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vyvijeji 1 v pfipad¢ transplantace isoStépu, takZe prezentace aloantigenu neni nezbytnou
podminkou rozvoje chronické rejekce. V soucasnosti je ovSem piijimana hypotéza, ze I/R
poskozeni stoji na po&atku zvyseni imunologické reaktivity ptijemce."

Morfologické zmény shodné s chronickou rejekei byly pozorovany také v piipadé
syngennich transplantaci mezi geneticky identickymi dvojcaty, kde HLA bariéra
neexistuje. Vyse uvedené chronické zmény byly pozorovany v experimentalnim modelu
pi transplantaci isostépi'®. Z t&chto pozorovani je mozné usuzovat na silny vliv aloantigen
nezavislych mechanismi na dlouhodobé vysledky transplantaci ledvin'®>. Azuma a kol.
zjistili, Ze se tyto chronick¢ zmény vyvijeji po uvodnim ischemicko/reperfuznim
poskozeni, a to jen v ptipadé kdy byla redukovana masa nefronti na 50% (kontralateralni
nefrektomii), kdyz byly ponechany obé¢ ledviny in situ, tak se tyto zmény neobjevily.
Z toho je mozno usuzovat, ze dostatecné dlouhd ischemie jedné ledviny (45 minut) je
vyznamnym na aloantigenu nezavislym rizikovym faktorem pro pozd¢jsi alteraci renalni
funkce a nasledné renalni selhani. Toto zjisténi bylo podpofeno také imunohistologickou a
molekularné-biologickou analyzou vcetné zvySeni exprese gend pro klicové rlstové
faktory (TGF-p)."”

Mechanismus I/R je sice spole¢ny pro vSechny organy, ale existuji jisté zvlastnosti
specifické pro kazdy organ. Dusledky I/R zavisi na délce trvani ischemie, teploté, druhu
konzerva¢niho roztoku a typu postizeného organu. Situace v ledviné béhem I/R je o to
irreverzibilnim poskozenim tubulii'®,

Bunéénd smrt vznikld v disledku I/R poskozeni mize byt zplsobena dvéma
mechanismy-apoptozou nebo nekrézou'. Apoptoéza neboli programovana bundéna smrt

(,,buné¢na sebevrazda®) je fyziologicky proces, kterym jsou odstraiiovany star¢, poskozené
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¢1 abnormalni buniky. Je spousténa endonukledzami a charakterizovana fragmentaci DNA.
Apoptotické buiiky jsou nasledné¢ pohlceny makrofagy nebo sousednimi bunkami bez
uvolnéni proteolytickych enzymii nebo toxickych kyslikovych radikalii. Tento proces tak
neni spojen se zanétlivou reakci. Nekroza je patologicky proces, ktery postihuje populace
bunék a vede k misnimu poskozeni tkané€, zanéctlivé reakci a Casto ma 1 vazné systémové
nasledky.

V ledving byva ischemické poskozeni vétSinou nachdzeno ve vnitfnim pruhu zevni
dfené. Presto je vSak popisovdna heterogenni distribuce apoptotickych i nekrotickych
bunck. Zda se vsak, Ze apoptdza je Castéjsi v distalnich tubulech a nekréza se objevuje
spide v proximélnich tubulech."

Analogii I/R poskozeni v transplantované ledviné je post-transplantacni akutni
tubularni nekroza (ATN). Klinicky se projevuje jako opozdény rozvoj funkce Stépu a mize
se definovat jako doba vyzadujici dialyzu po transplantaci. Incidence post-transplanta¢ni
ATN se pohybuje v rozsahu od 4% do vice nez 40%.*°

Uprava renalnich funkci po ischemickém akutnim rendlnim selhani zavisi
predevSim na regeneraci struktury a funkce proximdlnich tubuld. Tubularni bunky
proliferuji, migruji do obnazené oblasti bazalni membrany a davaji vznik novému epitelu.
Epidermélni rastovy faktor (EGF), inzulinu podobny ristovy faktor-1 (IGF-1),
hepatocytarni ristovy faktor (HGF) a TGF-f jsou znamymi regulacnimi faktory procesu
regenerace tubularnich struktur po I/R poskozeni."” Piechodny vzestup t&chto riistovych
faktord je dobfe popsan a celkova regenerace tubulll muze trvat az 6 tydni. Nicméné
v zavislosti na trvani a tizi ischemie, pfitomnosti dalSich poskozujicich faktorti, mize byt
tento proces hojeni prodlouzen a vést az do stadia fibrézy organu. V transplantované
ledving je TGF-B exprimovan pievazn&’' nebo vyluné na tubularnich buikach™. Byly

zjistény pozitivni korelace mezi expresi aktivniho TGF-beta (TGF-B1) a fibrozou stépu,
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resp. chronickou rejekéni nefropatii® nebo poklesem funkce $tépu”’. TGF-B1 ma tedy na
jedné strané proregeneracni efekt na tubuly v ¢asné fazi po I/R poskozeni, ale na druhé
stran¢ se jako kli¢ovy profibrogenni cytokin dale uplatiiuje v patogenezi chronické rejekce

a redukce masy nefrond'’.

1.4.1.2 Hypertenze a renin — angiotenzinovy systém

Hypertenze je nejenom rizikovym faktorem rozvoje aterosklerotickych zmén, ale
podili se znadnou mérou na progresi vé&tdiny chronickych nefropatii®*. Systémova
hypertenze vede ke zvySeni intraglomerularnich tlakt. Jejich nasledkem dochazi
k poskozeni glomeruldrnich mesangialnich bunék a nasledné expresi extracelularni matrix
vedouci ke glomerulosklerdze.”

Hypertenze ovSem mize byt také jeden zprojevi chronické dysfunkce
transplantované ledviny a nebo miize vzniknout v souvislosti s 1é¢bou cyklosporinem A.
Etiologie hypertenze po transplantaci je tedy nejcastéji multifaktoridlni. At’ jiz jako pficina
¢i nasledek chronické rejekce, hypertenze po transplantaci ledviny vyznamnym zptisobem

Transgenni potkani (transgenic rat, oficidlni ndzev kmen TGR(mREN-2)-27)
predstavuji experimentalni model hypertenze zavislé na angiotenzinu II *°. Tento kmen
potkanti byl vytvoren pfenosem mysiho ren-2 reninového genu do genomu potkanti kmene
Hanover Sprague-Dawley (Han SD)*’. U transgennich potkanti (mRen-2)-27 se v dasledku
prenosu mysiho ren-2 genu vyvine silnd hypertenze. Transgenni hypertenzni potkani se od
normotenznich kontrol 1i§i pouze pfitomnosti tohoto jediného genu pro renin. U téchto
potkant je tak vyvoj hypertenze spojen s pritomnosti tohoto jediného genu a tedy s renin-
angiotenzinovym systémem (RAS). Tato zvifata tak predstavuji jasné definovany model

hypertenze s vysokou produkci reninu a angiotenzinu II.
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Renin-angiotenzinovy syst¢ém (RAS) hraje dualezitou roli v patofyziologii
hypertenze a podili se na progresi renalni insuficience autolognich ledvin stejné tak jako na
progresi chronické rejekce transplantované ledviny®. Experimentalni terapeuticka blokada
RAS ma vedle antihypertenznich ucinka také ucinky antiproliferatni (mechanismem
zahrnujicim sniZzeni exprese genl pro ristové faktory), takze mimo funkéni redukci
proteinurie dochazi také ke zpomaleni progrese chronickych nefropatii. Angiotenzin II
hraje v procesu chronické rejekce dilezitou roli. Pouzitim blokatord angiotenzin
konvertujiciho enzymu a nebo blokddou receptoru pro angiotenzin II bylo dosazeno
potladeni manifestace chronickych rejekénich zmén v experimentalnich modelech.”*°
Z toho se usuzuje na vyznamnou ulohu RAS v progresi chronické rejekce transplantované
ledviny. Inhibitory ACE omezuji nejenom hyperfiltraci, ale také dé&je, které vyusti
v konec¢nou fibrozu.

Jednim z u¢inktt ACE inhibitort je sniZeni rezistence eferentni arterioly vyvolané
angiotenzinem II. Ten je také riistovym faktorem pro glomeruldrni a tubularni bunky a
muze primo indukovat syntézu kolagenu. Tento uinek je zprostfedkovan rlstovymi
faktory TGF-B1 a PDGF-A. Navic angiotenzin II stimuluje adhezi monocytl
k mezangidlnim bunkam a chemotaxi makrofagl a lymfocyt. U transplantované ledviny
muze inhibice ACE nejenom efektivné snizit krevni tlak, ale také ptiznivé plsobit na
lokalni renin-angiotenzinovy systém a redukovat expresi cytokini a rastovych faktord’®'.
Rovnéz blokada receptoru AT, pro angiotenzin II losartanem vedla k signifikantnimu
zlepseni proteinurie i morfologickych zmén v experimentalnim modelu®®. Pomoci
molekularné-biologickych metod bylo zjisténo, ze vysSe uvedena blokada vede ke snizeni
exprese TGF-f a také mRNA pro fibronektin (protein extracelularni matrix) a PAI-1
(inhibitor aktivatoru plazminogenu typ 1). Z toho se usuzuje na vyznam TGF-§ a zfejmé i

dalSich profibrogennich ristovych faktori pro vyvoj fibrozy, at’ jiz v modelu chronické
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rejekce, & rendlni fibrozy.” V experimentalnich modelech tak blokada renin-

angiotenzinového systému ucinné ovlivnila rozvoj chronické rejekce.

1.4.1.3 Chronicka rejekce

Chronické rejekce (CR) predstavuje vedle imrti piijemce nejcastéjsi pricinu ztraty
funkce transplantované ledviny v dlouhodobém pribshu®®. Tato $patné definovana
klinicko-patologicka jednotka postihuje vSechny transplantované organy. Stale probihaji
diskuze tykajici se nomenklatury, charakteristiky a patogenze chronické formy rejekce.
Chronicka transplantacni nefropatie, CTN (chronic allograft nephropathy - CAN) je
popisny pojem histologickych zmén pozorovanych v ledvinnych biopsiich.

V biopsiich s CTN se vyskytuje aterosklerdza, glomerulosklerdza, intersticidlni
fibroza a tubularni atrofie.”> Poskozeni pozorovana v ramci CTN mohou byt v diisledku
nefrotoxicity zplsobené pouzivanymi  imunosupresivnimi léky (hlavné inhibitory
kalcineurinu)®, rekurentnich nebo de novo vzniklych glomerulonefritid®’, dalsich
(neznamych) faktorti jako naptiklad stendzy renalni tepny’®. Koneéné CTN mize byt
vysledkem rejekénich epizod, bud’ jako rezidudlniho poskozeni po probéhlych epizodach
akutni rejekce nebo pravé probihajici chronické rejekce (CR). Chronicka rejekce je tedy
proces nastupujici vétSinou od Sesti mésicii po transplantaci ledviny, ale v nékterych
ptipadech i1 diive. Klinicky se projevuje pomalym, nicméné progresivnim poklesem
glomerularni filtrace vétsinou doprovazenym malou proteinurii a arterialni hypertenzi.”

Morfologickym korelatem chronické rejekce jsou zmény cév, glomerull 1
tubulointersticia, a dochédzi kinfiltraci mononukledry. Vaskuldrni zmény jsou
charakteristick¢ koncentrickym ztlu§ténim intimy obsahujici proliferujici bunky hladké

svaloviny medie s depozici extraceluldrni matrix. Peritubularni kapilary maji ztluSténou a

nékdy vrstvenou bazalni membranu. Glomerularni zmény jsou riznorodé. Zahrnuji kolaps
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kapilarnich kli¢ek, hypertrofii az expanzi mezangia a fokalni glomerulosklerozu.
Intersticialni fibréza a tubularni atrofie jsou dalSim charakteristickym histologickym
znakem pritomnym ve v&tsing §tdpi postizenych chronickou rejekei.* Imunofenotypizaci
mononukledrnich bunék bylo zjisténo, ze vétSinu z nich tvofi makrofagy, T lymfocyty
(pfevazné CD4 pozitivni), mén& pak plazmatické buitky a NK buiiky*'. Tyto zmény maji
za nasledek zmenseni poc¢tu funkénich nefront, alteraci a pozvolny zanik funkce §tépu.

V etiologii procesu chronické rejekce se uplatnuji aloantigenné zavislé rizikové
faktory (akutni rejekce, nepiima prezentace aloantigenu, rozdil v MHC mezi darcem a
pfijemcem) a aloantigenn¢ nezavislé faktory (ischemie/reperfuze, rizikové faktory
aterogeneze, infekce, hypertenze, hyperlipidémie, nefrotoxicita-Cs-A, FK 506, redukce
masy nefronil, vék darce, pohlavi darce, mozkova smrt).14

Dusledkem ptisobeni téchto faktord je poSkozeni bunék endotelu a jejich nasledna
aktivace. Ta se projevuje expresi adhezivnich molekul (ICAM-1, VCAM-1, P a E-
selektiny), které usnadnuji adhezi a diapedézu mononuklearti cévni sténou. Poskozeny
endotel také secernuje fadu chemokint (IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES), kter¢
se uplatiluji v usnadnéni migrace leukocytli smérem ke $tépu. Endotel dale exprimuje HLA
antigeny I. a II. tfidy, je schopen prezentace antigenu a podili se rovnéz na kostimulaci
CD4+ T lymfocytti. Mimoto je schopen uvoliovat né¢které cytokiny (TNF-a) ¢i rstové
faktory (PDGF - z desti¢ek odvozeny rastovy faktor), které se uplatiiuji spolu s dalSimi
chemokiny jako chemoatraktant pro makrofagy. Na druhé strané lymfocyty exprimuji fady
dal$ich cytokint (IL-1, IL-4, IFN-y, TNF-a), které¢ se podileji pozitivni zpétnou vazbou na
usnadnéni lymfocytarni adheze na endotel tim, Ze zvysuji expresi adhezivnich molekul.**
Vcestovalé mononuklearni bunky produkuji fadu cytokini a rustovych faktort, které se

podileji na dalsi progresi chronické rejekce.
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Vyznamnou roli v celém procesu hraji makrofagy. Riistové faktory exprimované
makrofagy a lymfocyty vedou k aktivaci buné¢k hladkého svalstva cév. Bazicky
fibroblastovy rastovy faktor (bFGF) vede ke zvySeni proliferace a PDGF pak k migraci
bunék hladkého svalstva cév do intimy cév. Zde pak tyto buiiky produkuji komponenty
extracelularni matrix (kolagen IV), coz se projevuje intimdlni proliferaci a néslednou
okluzi. V intersticiu pak makrofagy mohou produkovat nékteré komponenty extracelularni
matrix (napf. laminin) nebo se prostfednictvim TGF-B podili na proliferaci fibroblasti
s naslednym ukladanim komponent extracelularni matrix (napf. fibronektin).® TGF- se
dale podili na zvyseni syntézy I'V. typu mezangialni kolagenazy, ktera hraje dulezitou roli
v remodelaci glomerularni matrix.

Opakovanim vyse uvedenych procesti pak dochézi k vystupniovani chronickych

zmén, které vedou az ke ztraté¢ funkce transplantované ledviny (obr. €. 4).

akutni rejekce 1L-1p ischemig/reperfuze
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' IL-6
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hvpertenze — pogkozeni pa ["enChymu
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IGF-1
PDGF

Obr.¢. 4 Rozvoj chronické dysfunkce alotransplantatu (rejekce).

O starnuti jako jednom z faktort, ktery se spolupodili na poskozeni ledvinného

parenchymu a tim i na progresi chronické rejekce pojednava priloha 2.
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1.4.2 Protokolarni biopsie $t€épu u pacientii po transplantaci ledviny jako

nastroj ke studiu role TGF-p v klinické transplantologii

Biopsie Stépu po transplantaci ledviny se provadéji zpravidla pfi snizeni funkce
Stépu s cilem odhalit pficinu a umoznit tak dal§i postup vcetné optimalizace 1€Cby.
V poslednich letech se zacaly provadét protokolarni biopsie Stépu v urcitém, piedem
stanoveném c¢asovém useku po transplantaci. Hlavnim cilem protokolarni biopsie je
odhaleni subklinické akutni rejekce. Jiz delsi dobu je zndmo, Ze prodélana akutni rejekce je

43,44 oo . .
344 Protokolarni biopsie

jedna zhlavnich pfi¢in chronické transplantacni nefropatie
predstavuji moznost jak studovat vyskyt a rizikové faktory vzniku chronické transplantacni
nefropatie v danych ¢asovych usecich. V obdobi ¢asné po transplantaci (do 3-6 mésici) je
jejich hlavnim cilem odhaleni subklinickych akutnich rejekeci, pozdé€ji pak chronické
rejekce.®

Chronicka transplanta¢ni nefropatie, CTN (chronic allograft nephropathy — CAN)
predstavuje druhou nejcastéjsi pricinu ztraty funkce transplantované ledviny. Klinickym
korelatem je zhorSeni funkce Stépu, vysoky krevni tlak a proteinurie. Histologickym
korelatem je intersticialni fibréza a tubuldrni atrofie, v pozdéjsich stadiich onemocnéni
jsou patrny intimélni hyperplazie a glomerulopatie.”*!

Vzhledem k obtiznému stanoveni diagnozy chronické rejekce (chronické
transplantaéni nefropatie, CTN) na zaklad¢ klinickych parametrd byla navrzena
protokolarni biopsie jako metoda, ktera je vhodna k casnému odhaleni CTN.

Biopsie jsou provadény z konvexity $tépu automatickou jehlou o sile 16 Gauge po
sonografickém zaméteni. Histologické vzorky jsou hodnoceny podle kriterii Banffské 97°

klasifikace. Pro hodnoceni bioptickych nalezl byla v devadesatych letech minulého stoleti

vypracovana fada klasifikacnich systéma (banffsky, bostonsky, basilejsky aj.).
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Nejrozsitenéjsi je dnes klasifikace vyhlasena v roce 1991 v kanadském Banffu, uptesnéna
a prepracovana o 6 let pozdéji. Je jednoduchd a srozumitelna, (semi)kvantitativni
hodnoceni vSak pievladalo nad posouzenim kvality zmén (zvlasté ¢asnych i pozdnich
cévnich 1€zi). V roce 1997 proto trojice autortt zhodnotila soubor 1400 biopsii ledvinného
Stépu u vice nez 700 pacientl se zietelem na kvalitativni aspekt rejekcni 1€ze, v banffském
systému dosud opomijeny.” Hlavni zavéry z této studie zistavaji v platnosti dodnes. Nové
je definovana kategorie ,,akutni humoralni rejekce® s peritubuldrni kapildrni depozici
frakce komplementu C4d, ktera tehdy jesté nebyla zndma. VétSina rejekénich 1ézi vSak
souvisi s celularni imunitni odpovédi.

Nézory na uéelnost provadénych protokolarnich biopsii nejsou zcela jednotné*® .
Nesporny je vsak jejich vyznam vyzkumny, zvlasté pro studium chronické transplantacni
nefropatie (CTN). Z dnesniho pohledu jiz neni ptekvapenim jeji vysoky vyskyt brzy po
transplantaci. V soucasnosti nejvice citovana prace Nankivella a kol. prokézala, ze ve 12.
mésici po transplantaci je CTN pfitomna u vice nez 90 % viech protokolarnich biopsii*.
Protokolarni biopsie po transplantaci ledviny se provadéji i u nds. V naSem souboru se
chronicka transplanta¢ni nefropatie vyskytla ve 12. mésici u 71 % nemocnych (priloha 5).

Protoze je vyskyt CTN v protokolarnich biopsiich vysoky a pfitom vétSina
nemocnych ma jesté¢ témef normalni nebo pfinejmensim stabilni funkci transplantované
ledviny, je jasné, ze ptitomnost CTN v 6. nebo ve 12. mésici predstavuje zjevné riziko pro
dlouhodobou funkci transplantované ledviny. Predmétem soucasného vyzkumu je
identifikace rizikovych faktorti ovlivitujicich casny vznik chronické transplantacni

nefropatie.
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1.4.3 Imunosupresivni terapie

1.4.3.1 Imunosupresiva

Nejlepsi metodou nadhrady funkce vlastnich ledvin je transplantace ledviny. U
nemocného s Giplnym zanikem funkce ledvin je jedinou alternativou dialyza. Usp&snost
transplantace ledviny zavisi mimo jiné na ovlivnéni imunitni reakce pfijemce na
transplantovanou ledvinu poddvanim vhodnych imunosupresiv. Klasické imunosupresivni
schéma je dnes zalozeno na trojkombinaci (1) kalcineurinového inhibitoru (cyklosporin A);
(2) antiproliferativni latky (azathioprin); a (3) kortikosteroidil (prednison).

Z historického hlediska prvni prilom v imunosupresivni 1é¢bé piedstavovalo
zavedeni steroidli v roce 1950. Dal$im meznikem bylo zavedni 6-merkaptopurinu v roce
1959. Od roku 1961 byl 6-merkaptopurin nahrazen azathioprinem, ktery je pouZivan
dodnes. Vyznamnym meznikem byl vSak rok 1970, kdy byl Borelem objeven cyklosporin
A a od roku 1983 se stal zdkladnim kamenem imunosuprese. V poslednich letech
pfichdzeji do klinického uziti mykofenolat mofetil, sirolimus, everolimus, basiliximab,
daklizumab. Dalsi imunosupresivni preparaty jsou ve fazi laboratorniho zkouseni (obr. €.
5).

U lidi, ktefi podstoupi transplantaci ledviny je potieba celoZivotni 1écba
imunosupresivy. Pii vybéru této 1écby je nutno balancovat mezi rizikem imunitni reakce
pfijemce na transplantovanou ledvinu, ktera vede k rejekci transplantované ledviny a
nezadoucimi Gcinky léki pro piijemce. Cilem 1é¢by je prodlouZeni Zivota pacienta i Sté€pu.

Komplikace imunosupresivni 1écby zahrnuji zvySeny vyskyt infekei, vcetné
virovych, jako je infekce cytomegalovirem, virem herpes simplex a zoster, ptfipadné
Epstein-Barr, oportunnich protozoalnich, mykotickych a bakteridlnich infekei. Potlaceni
imunitniho systému je také spojeno s vyvojem malignit, pfevazné lymfoproliferativnich

onemocnéni.
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Dalsimi nezadoucimi ucinky je dyslipidémie, hypertenze, de-novo vyskyt diabetu,
ale také nefrotoxicita. Ta je spjata hlavné suzivanim inhibitort kalcineurinu a muze
zvysovat riziko vyvoje chronické rejekce.*

V soucasnosti je znama cela fada postupt, kterymi Ize ovlivnit chronickou rejekei.
Naprosta vétSina poznatkli vSak pochdzi ze zakladniho vyzkumu. Tykaji se predevsim

5051 potlageni akutni i

blokady kostimula¢niho signdlu a moznosti genové terapie
chronické rejekce a navozeni dlouhodobé imunotolerance se v soucasné dobé dosahuje
podavanim chemickych latek s imunosupresivnim u¢inkem. V poslednim desetileti se
rozsifila nabidka novych imunosupresiv o néktera farmaka vcéetné protilatek, jejichz hlavni
indikaci jsou organové transplantace. Hlavni nevyhodou imunosupresiv obecné je jejich
nespecifické plsobeni. Proto je vyvijena snaha ziskat latky s cilenym imunosupresivnim
pusobenim.

Imunosupresiva jsou pouzivana v prevenci rejekce Stépu a to v ramci indukéni,
inicialni a udrzovaci terapie a jako 1éCba akutnich rejekénich epizod. Indukéni terapie je
intenzivni imunosuprese podavana po dobu 2 tydnt ihned po operaci s cilem ,,pfepnuti®
imunitniho systému po transplantaci a snizeni pravdépodobnosti akcelerované a akutni
rejekce. K tomuto ucelu jsou pouzivany polyklonalni protilatky: antilymfocytarni globulin
(ALG), antithymocytarni globulin (ATG) a anti-CD3 monoklonalni protilatka
(muromonab). Inicidlni terapie (0-3 meésice po transplantaci) zahrnuje klasické
trojkombina¢ni imunosupresivni schéma (kalcineurinovy inhibitor, kortikosteroid a
azathioprin). UdrZovaci terapie je pak nasledna 1écba, kterou pacienti dostavaji dlouhodobé
po celé obdobi prezivani $tépu a kterd je casto shodna s inicialni terapii. Rozdil je pouze
v davkovani, které je redukovéano s Casem se zvySujici imunologickou stabilitou Stépu.

Tato terapie vSak muze byt ménéna z divodu vyskytu akutni rejekce, tézké infekce nebo

toxicity. Divodem ke zmén¢ je také nesnaSenlivost 1éCby.
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Udrzovaci terapie musi byt nékdy ptizptusobena probihajici akutni rejekeni epizode.
Epizody akutni rejekce (AR) jsou nejcastéji pozorovany v prvnich tydnech po
transplantaci, ale mohou se objevit kdykoliv, pokud je imunosuprese nedostatecna. AR je
zprostiedkovana bunécnymi efektorovymi mechanismy a ve vétSin€ pripadl je uspéSné
1éc¢itelna vysokymi davkami kortikoidl. Jestlize vSak nereaguje na kortikoidni terapii,
oznacuje se jako ,kortikoid-rezistentni akutni rejekce® a ta je pak lécena polyklonalnimi
protilatkami ALG nebo ATG nebo anti-CD3 monoklonalni protilatkou nebo pfechodem na
vysoké davky tacrolimu.** V blizké budoucnosti lze oéekavat nasledujici trendy:
individualizace imunosupresivni terapie, odstranéni kortikoidd, ale také cyklosporinu A
vzhledem k jeho nefrotoxicité pti dlouhodobé aplikaci.

V experimentalni ¢asti jsme studovali vliv imunosupresiva sirolimu na rozvoj
chronické rejekce a v klinické ¢asti byly hodnoceny soubory pacientti s riznymi typy

imunosuprese, proto povazujeme za vhodné popsat systematicky imunosupresivni latky.
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Obr.¢. 5 Mechanismus pusobeni imunosupresiv-signaliza¢ni kaskada.

31



1.4.3.2 Rozdéleni imunosupresiv

A) FARMAKA
I. Glukokortikoidy
II. Latky antiproliferativni (azathioprin, mykofenolat mofetil)
III. Inhibitory kalcineurinu (cyklosporin A, tacrolimus)
IV. Inhibitory TOR (sirolimus, everolimus)

V. Inhibitory cirkulace lymfocyti (FTY 720)

B) PROTILATKY
I. Polyklonalni protilatky (ATG, ALG)
II. Monoklondlni protilatky
a) proti rozpozndvacim molekuldm
(anti-CD3, anti-CD4, anti-CD52)
b) proti receptoriim pro interleukin-2
c) proti adhezivnim molekuldm
(anti-ICAM, anti-LFAT)
d) proti kostimulaénim molekuldm

(fuzni protein CTLA-4Ig, anti-B7 monoklonalni protilatka)
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1.4.3.2.1 Farmaka

I . Glukokortikoidy

Tyto latky jsou znamé svym komplexnim ucinkem na imunitu. Pouzivaji se
v kombinaci s jinymi imunosupresivnimi latkami v prevenci rejekce Stépu. Moduluji
expresi ¢etnych genil, inhibuji tak tvorbu IL-1 a IL-2 a tim potlacuji imunitni reakce
zavislé na T-buikach.

Predpokladd se, kortikoidy interferuji s bunéénym cyklem aktivovanych
lymfoidnich bunék. Jsou vyrazné cytotoxické k urcitym subformam T-bunék, ale jejich
imunologické ucinky jsou zplsobeny spiSe schopnosti modifikovat bunééné funkce, nez
pfimou cytotoxicitou. Inhibuji produkci zanétlivych mediator vcetné destiCkového
aktivacniho faktoru, leukotrient, prostaglandind, histaminu, bradykininu. V monocytech a
neutrofilech kortikoidy snizuji chemotaxi a baktericidni a fungicidni aktivitu, neméni vSak
jejich fagocytarni schopnost.

Kortikoidy ovliviiuji 1 distribuci leukocytli, mohou zpusobit lymfopenii a
neutrofilii. Inhibici produkce IL-1 monocyty mohou vést k poklesu IL-2 a interferonu vy

(INF-y). Hlavnimi pfedstaviteli jsou prednison a metylprednisolon.

II. Latky antiproliferativni
K latkam antiproliferativnim patii nékterd cytostatika, napt. azathioprin (blokator
purind; vytvari se z n€j 6-merkaptopurin), cyklofosfamid a chlorambucil (alkylujici latky)

a methotrexat (antimetabolit; antagonista kyseliny listové).
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Mykofenolat mofetil

Novéji k inhibitorim DNA pfibyl mykofenoldt mofetil (MMF), semisynteticka
sloucenina, ester kyseliny mykofenolové, ktery je izolovan z houby Penicillium glaucum.
MMF se tadi k antimetabolitim. V organismu se metabolizuje na aktivni metabolit
kyselinu mykofenolovou, kterd inhibuje enzym inosinmonofosfat dehydrogenézu. Takto je
blokovana de novo cesta vystavby guanosin nukleotidii potfebnych pro syntézu DNA.
Protoze lymfocyty na rozdil od jinych bun¢k jsou vybaveny pouze touto cestou, umoznuje
jeji blokada specificky antiproliferativni u¢inek pouze na lymfocyty.” Podobné pasobici
antimetabolit azathioprin ma uc¢inek nespecificky, pisobi i na jiné buiky. Mykofenolat
mofetil tak potlacuje proliferaci lymfocytt a tvorbu protilatek B-buitkami, mtize inhibovat
i transport leukocytd do mist zdnétu depleci leukocytarnich guaninovych nukleotidi a
inhibici glykosylace lymfocytarnich glykoproteini, které se tucCastni pii adhezi na
endotelialni buiiky.™ Pouziva se jiz b&Zn& jako soudast profylaktické imunosuprese
v trojkombinaci s inhibitory kalcineurinu a kortikoidy. Chronickou rejekci vSak MMF
patrné neovliviiuje®. K nezadoucim t&inkim patii gastrointestinalni projevy (prijmy,

zvraceni) a poruchy hematologické (leukopenie, anemie, trombocytopenie)®.

II1. Inhibitory kalcineurinu
Cyklosporin A

Mimotradny pokrok moderni transplantacni mediciny byl umoznén zavedenim
cyklosporinu A (Cs-A), polypetidu ziskaného z plisni Tolypocladium inflatum. Cs-A je
blokator kalcineurinu (CN), jehoz mechanismus ucinku spociva v inhibici produkce
interleukinu 2. Jeho hlavni u¢inek tak spociva v utlumu funkce pomocnych T lymfocyti.
V bunkéch se vaze na cyklofilin, coz je cytosolovy receptor, ktery inhibuje fosfatazu

kalcineurin. Tento komplex blokuje kalcineurin a tim pfenos signdlu do jadra a tvorbu
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nekterych cytokint véetné IL-2. Z nezddoucich G¢inkli méa nejvétsi vyznam nefrotoxicita,
ktera vede v nékterych ptipadech k progresivni alteraci rendlnich funkci. Morfologické
projevy cyklosporinové nefrotoxicity a chronické rejekce mohou byt ncékdy dosti
podobné.”” Cyklosporin k pouZiti per os je dostupny ve dvou formach. Pavodng jako
olejovy roztok (Sandimmun Consupren®), nyni jako mikroemulze, a to 1 ve formé
meékkych Zelatinovych kapsli (Sandimmun Neoral®, Equoral®). Farmakokinetické profily

v o v 4
obou pripravku se lisi.*

Tacrolimus (TAC)

Tato latka je fermentativni produkt zkmene Streptomyces tsukubaensis. Toto
makrolidové antibiotikum tacrolimus (Prograf®) je nové, vysoce uc¢inné imunosupresivum,
jehoz mechanismus plsobeni je podobny cyklosporinu. Vaze se sice intracelularné na jiny
imunofilin (FKBP), ale rovnéz blokuje kalcineurin a v kone¢ném disledku pak ptepis genti
pro nékteré cytokiny.”® Pfestoze méa obdobny mechanismus uéinku jako Cs-A, v klinice se
potvrdila jeho vy$§i imunosupresivni G¢innost, projevujici se zejména v niz§im vyskytu
akutnich rejekci. Proto se zacina stale vice prosazovat jako alternativa cyklosporinu A do
kombinované chronické imunosupresivni 1é¢by u transplantaci jater a ledvin. Jiné mozné
pouziti TAC je v zéachranné terapii v ptipad¢ steroid/OKT3 rezistentnich rejekei u
transplantaci ledvin. Nékteré nezadouci ucinky jsou obdobné jako u Cs-A (nefrotoxicita),
Castéji se u TAC vyskytuje neurotoxicita a diabetogenni ucinek. Hypertenze a
hyperlipidemie jsou méné casté, hirzutismus a gingivalni hypertrofie se u TAC témér
nevyskytuji.”’ V experimentalnim modelu chronické rejekce bylo prokazano, e zabranil
zvySeni exprese bFGF, vyznamného rastového faktoru uplatiiujiciho se v patogenezi

chronické rejekce®.
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IV. Inhibitory TOR
Sirolimus, everolimus

Ptikladem uspéSného medikamentézniho ovlivnéni rozvoje chronické rejekce
v experimentalnich modelech je imunosupresivum sirolimus (rapamycin, Rapamune®),
které ma mimo svého &inku imunosupresivniho také antiproliferacni vlastnosti®'. Protoze
1 my jsme v nasi experimentalni praci pouzivali imunosupresivum sirolimus, zminim se o
ném podrobngéji.

Sirolimus je hlavnim predstavitelem latek, které blokuji odpovéd’ na lymfokiny. Je
to makrolidové antibiotikum tvotené plisni Streptomyces hydroscopicus. Strukturalné se
podoba tacrolimu a vaze se na identickou skupinu imunofilintt (FKBP 12; FK506-binding
protein), ale vazbou je aktivovam jiny mechanismus: zatimco tacrolimus a cyklosporin
dosahuji supresivniho u¢inku inhibici fosfatdzy kalcineurinu, cilem sirolimu jsou jeho
efektorové proteiny (proteiny rapamycinu). Ty byly poprvé identifikovany u plisni (TOR:
target of rapamycin) a pozd¢ji také u savei (RAFT1/FRAP: rapamycin and FKBP target,
FKBP and rapamycin associated protein). Bylo prokazano, ze po vazbé sirolimu na tyto
efektorové proteiny dochdzi kinhibici bunééného cyklu vpozdni G1/S fazi a to
mechanismem, ktery zahrnuje blokadu fosforylace ribozomalniho proteinu p70 S6 kinazy.
Tento jaderny enzym je nezbytny pro piechod jedné faze bunééného cyklu do druhé.
Rovnéz bylo prokazano, ze rapamycin blokuje intracelularni signalizaci k jadernym
proteinim-cyklin dependentnim kindzdm (cdk2, cdc2), které jsou rovné€z nezbytné pro
plynuly piechod bunééného cyklu (obr. &. 6).%

Sirolimus tedy nebrzdi tvorbu cytokint, jako jsou napft. interleukin-2, 4, 7, 12, 15,
destickovy rustovy faktor a interferon-y aktivovanymi T-bunkami, ale blokuje odpoveéd’ T-
bunék na tyto cytokiny. Sirolimus tak U¢inkuje v pozd¢€jsi fazi aloimunitni reakce nez

kalcineurinové inhibitory a blokuje az proliferaci lymfocytd, ktera je indukovana IL-2%.
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Navic je silnym inhibitorem B-bun&¢né proliferace a produkce imunoglobuling®

Sirolimus je slabsi inhibitor syntézy cytokini neZz jsou cyklosporin A a tacrolimus.
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Obr.¢. 6 Mechanismus piisobeni sirolimu.

(ptevzato z Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press)

Charakteristickym 0c¢inkem sirolimu je inhibice signalti rastovych faktort
k imunokompetentnim bunkam stejné¢ tak jako k somatickym bunkdm. Tento
antiproliferativni u¢inek se tyka napt. fibroblastd, endotelii a bungk hladkého svalu cév.®!

Pravé tento mechanismus ucinku je divodem nadéji vkladanych do sirolimu jako
pripravku ovlivitujiciho chronickou rejekci. Jeho vyhodou je nepfitomnost nefrotoxicity,
jsou vSak pfitomné jiné nezadouci ucinky, a to utlum krvetvorby a zejména

hypercholesterolémie a hypertriglycerolémie®. Hydroxylovanym derivatem sirolimu je

cwwvr
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in vivo je srovnatelng G&inny se sirolimem®. V kombinaci s cyklosporinem A ptisobi RAD
stejné jako sirolimus synergicky, a to umoziuje pouzit vyrazné¢ redukovné davky obou
16ka®”.

Ukézalo se, ze sirolimus omezuje syntézu DNA v buiitkach hladkého svalstva cév
stejné tak 1 jejich proliferaci a migraci. Jeho antiprolifera¢ni €inky jsou dnes vyuzivany
v invazivni kardiologii v ramci feSeni problému resten6z uvnitt koronarniho stentu po
angioplastice stenotické korondrni arterie. Stenty potazené sirolimem vykazuji nizsi vyskyt
restendz a jsou spojeny s niz§im rizikem kardiovaskularnich piihod.®® Rapamycin
(sirolimus, Rapamune®) a rapamycinovy analog RAD jsou v soucasnosti predmétem tady
preklinickych 1 klinickych studii. V experimentalnim modelu na velkych zvifatech bylo
prokazano, Ze sirolimus prodlouzil pieziti ledvinnych prase¢ich alo§tépu®. Vétsina studii
byla ale provedena na malych hlodavcich. Sirolimus velice u¢inné zabranil rozvoji akutni
rejekci at’ jiz v monoterapii nebo v kombinaci s cyklosporinem’. Navic byla 1é¢ba
sirolimem Usp&§na v potladeni akcelerované rejekce’’. Dlouhodoba 1é¢ba sirolimem
v malych davkéch vedla k redukci rozsahu transplantac¢ni vaskulopatie (chronicka rejekce
transplantovaného srdce) laboratorniho potkana’. V jiném modelu chronické rejekce-
obliterujici bronchiolitidé, kterd se vyviji po transplantaci plic, sirolimus uc¢inné blokoval
obliteraci dychacich cest jak u alostépu, tak i xeno$tépu v experimentalnich modelech
pouzZivajicich laboratorni mysi a kiecky ™",

Na modelu chronické rejekce transplantované ledviny u laboratorniho potkana bylo
zjisténo, ze zvirata léCend rapamycinovym analogem méla v transplantované ledviné
prokazateln€ nizsi leukocytarni infiltraci (lymfocyta i klicovych makrofagli), nizsi expresi
nékterych adhezivnich molekul a také komponent extracelularni matrix. Rovnéz bylo

prokazano, ze RAD snizil expresi genu kli¢ového ristového faktoru TGF-p.”

38



Z experimentalnich studii®"® vyplyva nékolik divodii pro pouZiti sirolimu nebo

RAD v profylaxi chronické rejekce. Tyto derivaty inhibuji ristovymi faktory navozenou
proliferaci bunc¢k hladkého svalstva cév. Potlacuji intimalni ztlusténi jako nasledek
traumatickych vlivl. V experimentalnich modelech chronické rejekce potlacuji jeji
projevy. Snizeni poctu akutnich rejekci je predpokladem pro snizeny vyskyt chronické
rejekce.

Na druhé strané nékteré z nezddoucich ucinkt sirolimu a RAD (hyperlipidemie)
patii k aloantigen nezavislym faktorim ovlifiujicim rozvoj chronické rejekce. Nicméné
doklady o pfiznivém ovlivnéni chronické rejekce transplantovanych organti u clovéka

dosud chybéji.

V. Inhibitory cirkulace lymfocytt
FTY 720 (fingolimod)

FTY 720 (fingolimod) je mala syntetickd molekula, kterd se strukturalné podoba
antibiotiku myricinu. Toto nové imunosupresivum snizuje poc¢et T a B bun¢k v periferni
krvi, zatimco jejich poc¢et v lymfatickych uzlinach a v Peyerskych platech je zvysen. Zda
se, ze je tomu tak v disledku efektu FTY 720 na adhezivni molekuly na lymfocytech.
Prestoze mechanismus ucinku neni dosud zcela objasnén, ma se za to, ze tento
pfesmérovany bunéény ,homing“ uskutectiuje FTY 720 modifikaci chemokinovych
receptori spjatych s G-proteiny na lymfocytech. Vysledkem je snizend lymfocytarni
infiltrace $t€pu a prodlouzena lymfopenie. Pocet a funkce granulocytli nejsou ovlivnény.
Tato latka miize potencovat imunosupresivni efekt cyklosporinu A nebo rapamycinu.
Pouziti molekuly FTY 720 se ukazuje jako slibné zejména pii transplantacich

pankreatickych ostravka.”’
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1.4.3.2.2 Protilatky

I. Polyklonalni protilatky
Antilymfocytarni globulin (ALG) a antithymocytarni globulin (ATG)

Tyto protildtky se pouzivaji u organovych transplantaci k profylaxi a k 1écbé
rejekei. Ziskévaji se ze zvifat imunizovanych lidskymi T-lymfocyty. K vyvolani Zadouci
imunosuprese se pouziva antisérum nebo ¢iSténad imunoglobulinové frakce (tj. IgG nebo
gamaglobulin). Imunosupresivni ucinek heterologniho antilymfocytarniho globulinu
(ALG) a antithymocytarniho globulinu (ATG) se uplatiiuje mechanismem funkéniho
odstranéni perifernich lymfocyti z obéhu. Tento typ globulinii se vaze na povrch T-
lymfocytt v cirkulaci a vede k lymfopenii a poruseni T-imunitni odezvy. Po aplikaci latky
parenteralni cestou muze dojit v disledku pfitomnosti cizorodych proteinl k sérové
nemoci a nefritidé. DalSimi toxickymi symptomy byvaji zimnice a horecka, leukopenie,

trombocytopenie.*>

II. a) Monoklonalni protilatky proti rozpozndvacim molekuldm
Monoklonalni protilatky proti CD3 povrchovému znaku lymfocytii

Tyto protilatky (muromonab-CD3; monoklonalni protilatka Orthoclone OKT3) se
pouzivaji k 1é€bé steroid-rezistentnich akutnich rejekci. CD3 je typickym znakem vSech
zralych lymfocyti T. Funkce této molekuly spo¢iva v pfenosu signdlu z receptorti pro
antigen lymfocytl T (TCR) do nitra buriky.

Anti-CD3 protilatky maji deple¢ni G¢inek na vSechny T lymfocyty zplazmy.
Pisobenim OKT3 dochazi k vyfazeni TCR a poruse rozpoznani antigenu. OKT3 také
zpisobuje depleci aktivovanych cytotoxickych T lymfocytl. Tyto protilatky se podavaji
narazove i.v. nebo v kratkodobé infuzi k 1écbé rejekei nebo i jako indukéni profylakticka

lécba ve snizeném davkovéani. Nezaddoucim ucinkem této protilatky je tzv. cytokinovy
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syndrom, ktery se projevuje od mirného onemocnéni az po Zivot ohrozujici cytokinovou
reakci a navic mize teoreticky ptispivat k dalsi aktivaci endotelu. Dalsi nezadouci G¢inky
postihuji CNS (bolesti hlavy, kiece, encefalopatie, edém mozku, aseptickd meningitida,
aj.).”’
Monoklonalni protilatky proti CD4 povrchovému znaku lymfocyti

CD4 je typickym povrchovym znakem pomocnych lymfocyti T. Ugastni se na
prezentaci exogennich antigenii predkladanych buiikami prezentujicimi antigen formou
komplexu s antigeny HLA II. tfidy. Poznatky o monoklondlni protilatce anti-CD4 nejsou
jednoznac¢né.”
Monoklonalni protilatky proti CD52 povrchovému znaku lymfocytii

Campath-1H (alemtuzumab), je rekombinantni humanizovana anti-CD52
monoklonalni protilatka, kterd ma lytické ucinky na celou fadu hematopoetickych bun¢k,
predevsim na T i B buiiky. Byla jiz uzita v 1é¢bé chronické lymfatické leukémie, pfi reakci

vvvv

transplantacich riznych organti. Pouziva se jako uvodni induk¢ni 1écba jejiz smyslem je

umoznéni dlouhodobé 16¢by s minimalni udrzovaci imunosupresi.””’°

IT b) Monoklonalni protilatky proti receptoriim pro interleukin-2
Protilatky proti receptoru pro interleukin-2 (IL-2)

Zakladnimi dvéma druhy téchto protilatek jsou chimerickd basiliximab a
humanizovand daclizumab. Basiliximab (Simulect), chimerickd anti CD25 (IL-2R a) je
monoklonalni protilatka isotypu IgG1. Pisobi jako antagonista vazby IL-2 na alfa fetézec
receptoru IL-2R (25). Daclizumab (Zenapax) je humanizovana anti CD25 (IL-2R )
monoklonalni protilatka isotypu IgG1. a-tfetézec receptoru IL-2R neboli znak CD25 neni

pritomen na klidovych bunkéch, ale exprimuje se na T-lymfocytech aktivovanych napft.
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aloantigenem. Obsazeni a-fetézce receptoru protildtkou znemoziluje stimulaci
aktivovaného lymfocytu k proliferaci a klonalni expanzi.”” Uginek téchto protilatek je
selektivné omezen na aktivované T-lymfocyty a nevede k hlubokému poklesu lymfocyta.
Proto se tyto protilatky nazyvaji non-deple¢ni. Jejich podéni nevede k rozvoji
cytokinového syndromu. Dal§i vyhodu maji vtom, Ze imunogenni ¢ast mySiho
imunoglobulinu je nahrazena lidskym IgG, coz redukuje tvorbu neutralizacnich protilatek
schopnych protilatky inaktivovat. Tyto protilatky jsou podavany pouze profylakticky
v ¢asném potransplantaénim obdobi k potlaceni rejekce. Oba piipravky se podavaji

v kratkodobé infuzi.”®”

II ¢) Monoklonalni protilatky proti adhezivnim molekulam

Monoklonalni protilatky proti ICAM a LFAI povrchovym znakiim lymfocytit
Monoklonalni protilatky proti cytoadhezivnim molekuldm (napt. anti-ICAM, anti-

LFA1) mohou vyznamné redukovat endotelidlni poskozeni a naslednou endotelidlni

aktivaci. Snii se tak riziko akutni rejekce a nasledné snad i rejekce chronické.®

II d) Monoklonélni protilatky proti kostimulacnim molekuldm
Fuzni protein CTLA 4-1g, anti-B7 monoklonalni protilatka

Novym slibnym pfistupem v imunosupresivni terapii je blokdda kostimulacniho
signalu. V posledni dob¢ se za hlavni systém kostimulace povazuje interakce mezi CD28
na povrchu T-bunék a ligandy B7 na povrchu antigen prezentujicich bunék. Tuto cestu
kostimulace je mozno ucinné¢ blokovat fuznim proteinem CTLA 4-Ig nebo anti-B7
monoklondlnimi protilatkami. CTLA 4 (CD 154) je soucasti koaktiva¢niho signalu mezi
antigen prezentujici buiikou a T lymfocytem. CTLA 4-Ig se vaze na CD80 i CD86 a tim

blokuje koaktivacni signal. T lymfocyty jsou sice aktivovany, ale neprojdou tzv.
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restrikénim bodem a konci apoptézou. Tato blokdda tedy potlacuje imunitni odpoveéd’ a
v nékterych ptipadech navozuje az transplantacni toleranci. V experimentalnich modelech
bylo prokazano, ze ucinna blokdda kostimula¢niho signalu T-lymfocyti pomoci CTLA 4-

Ig zabréanila vzniku chronické rejekce ledvinnych i srdenich alogtépi.®' -
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2. CIL PRACE

Cilem prace bylo studium transformujiciho rastového faktoru B (TGF-B1) a jeho
vztahu k experimentdlnimu modelu I/R poskozeni i ke klinické jednotce — chronické
transplanta¢ni nefropatii.

Cilem prvni, experimentdlni casti bylo detailni studium v literatufe dosud
nepopsané schopnosti sirolimu ovlivnit zmény navozené kombinaci hypertenze, I/R
poskozeni a redukci masy nefronti. Tento model simuluje na aloantigenu nezavislé rizikové
faktory nutné pro vznik chronické transplantacni nefropatie v klinické transplantologii.
Cilem naseho experimentu bylo dokazat na modelu I/R posSkozeni u laboratornich potkanti
s geneticky navozenou hypertenzi, ze imunosupresivum sirolimus zabrani po I/R
poskozeni rozvoji tézké proteinurie a priznivé ovlivni tizi strukturdlnich zmén a ze snizi
expresi genu klicového ristového faktoru TGFB-1.

V druhé, klinické c¢asti bylo cilem objasnit vztah obrazu chronické rejekce
v protokolarnich biopsiich u pacientli po transplantaci ledviny k plazmatické hladiné
TGF-B1 a fibronektinu. Soucasné bylo cilem sledovat zmény v plazmatickych hladinach

TGF-B1 a fibronektinu vzhledem k typu imunosuprese.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 EXPERIMENTALNI CAST

I/R poskozeni je nejdalezitéjSim aloantigenné nezavislym rizikovym faktorem.
Z klinickych a experimentalnich pozorovani vyplyva, ze se podili jak na vzniku akutni
rejekce tak i chronické transplantacni nefropatie. V soucasnosti je pfijimana hypotéza, ze
I/R poskozeni stoji na pocatku zvyseni imunologické reaktivity organismu piijemce, coz
vysvétluji i pozorovani Castého soucasného vyskytu epizod akutni rejekce a opozdéného
rozvoje funkce transplantované ledviny'”. Vliv I/R na vznik chronické transplantadni
nefropatie je dobie dokumentovan v pokusech na zvitatech.

Vychézeli jsme z experimentd, které muj Skolitel provadél v minulosti na Essenské
univerzit€¢. V téchto experimentech byl testovan U¢inek riznych imunosupresiv v
experimentalnim modelu chronické transplantacni nefropatie, kdy jsou ledviny odebrané
od potkand kmene Fischer (F344) transplantovany piijemctim kmene Lewis (LEW). Tento
model byl poprvé popsan jiz pred 35 lety Whitem. U tohoto modelu je darcem kmen
Fischer (F334) a pifijemcem Lewis (LEW). Tyto dva kmeny se minimalné lisi v MHC
antigenech. Proto k potlaceni akutni rejekce staci 10-ti denni lécba malou davkou
cyklosporinu A a dale pak pfijemci prezivaji bez imunosuprese. Progresivné vSak vyvijeji
proteinurii a morfologické zmény, které jsou obdobou histologickych nalezii u chronické
transplanta¢ni nefropatie u clovéka. Tilney a jeho skupina v Bostonu ozivila tento model
pocatkem devadesatych let. Mnoho poznatkli o patofyziologii chronické transplantacni
nefropatie pak vychazi z tohoto modelu, ktery zacaly nasledné pouzivat i jiné vyzkumné
skupiny'. Jako kli¢ové pro rozvoj chronickych zmén se v tomto modelu povazuje pravé

I/R poskozeni.

45



Pozd¢ji jsme, jiz v domacich podminkach, vytvofili novy, dosud nepublikovany
model akcelerované nefropatie tim, ze jsme ledviny hypertenznich potkant s geneticky
navozenou hypertenzi (Ren-2) vystavili 45 minutové studené ischemii a soucasné¢ jsme
provedli druhostrannou nefrektomii (piloha 4). Transgenni potkan (TGR) pro mysi ,,Ren-
2 reninovy gen (oficidlni nazev kmene TGR(mREN-2)-27) pfedstavuje geneticky presné
definovany model hypertenze spojené s renin-angiotenzinovym systémem (RAS)>. Bylo
experimentaln¢ prokazano, ze aktivace RAS zplsobuje progresi renalni dysfunkce

. . Vv . s « 4
s proteinurii a zvétduje rozsah strukuralnich zmén.**

Nés model akcelerované nefropatie
je samoziejmé umély (zvlasté vysi hypertenze), nicméné je podobny situaci znamé z
transplanta¢ni mediciny. To tim, Ze spojuje znamé na aloantigenu nezavislé rizikové
faktory progrese chronické transplantacni nefropatie s renin-angiotenzinovym systémem.
Ten hraje klicovou tlohu v progresi chronickych rendlnich onemocnéni véetné chronické
transplantaéni nefropatie®. Zjevnou vyhodou naseho modelu je jeho technicka snadnost v
porovnani s modelem transplantacnim.

Nase experimenty jsme provedli jak na hypertenznich transgennich potkanech tak i
na normotenznich potkanech. Normotenzni zvifata po I/R inzultu vyvinula od 12. tydne
vyznamnou proteinurii, rozdily byly nejvyssi v 16. tydnu. Rozsah glomerulosklerézy v 16.
tydnu dobte koreloval s vysi proteinurie. V ptipadé hypertenznich potkand po I/R inzultu
se proteinurie objevila brzy a na konci sledovani bylo zdvazné i poskozeni ledvinné
struktury (priloha 4). Normotenzni zvifata 1é€end imunosupresivem rapamycinem -
sirolimem méla vyznamné niz§i proteinurii i rozsah glomerulosklerézy v porovnani s
kontrolni skupinou. Tento nalez je zcela v souladu s publikovanou literaturou®™®. U

hypertenznich potkant jsme na konci experimentu zadné vyznamné rozdily mezi zvitaty

lécenymi sirolimem a placebem nepozorovali.
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Zajimavé ale bylo pozorovani nizsi proteinurie v prvnim meésici po ischemickém
inzultu. Proto jsme experiment u hypertenznich potkanii opakovali. Opét jsme pozorovali
snizeni proteinurie, ale histologické nélezy ve skupinach 1écenych a neléCenych byly po
prvnim mésici shodné. Pozorovana snizena exprese TGF-B1 na endotelu cév u lécenych
zvitat miize vysvétlit patogenezi cévniho posSkozeni (priloha 3).

Studie posledniho desetileti ukazuji, Zze jak angiotenzin II tak TGF-B1 hraji
diilezitou ulohu v procesu fibrogeneze®'. Vi se, ze t&zky inzult, jakym je I/R poskozeni
muze vyvolat fibrozu. Basile ve své studii demonstroval zvysenou expresi TGF-B1 po
rendlnim I/R poskozeni. Vzhledem k tomu, Ze rGstové faktory se podileji na vyvoji
glomerulosklerozy a intersticialni ﬁbrézygg, méla by byt terapeutickym cilem prevence
fibrézy ovlivnénim téchto rastovych faktora.

Je zndmo, Ze sirolimus sniZuje expresi genu asociovanych s fibrézou po
ischemicko/reperfuznim poSkozeni u normotenznich zvitat. Jain et al. pozorovali u zvitat
léCenych sirolimem niz§i proteinurii nez u kontrol a vyvoj proteinurie stejné tak jako
pokles renalnich funkci byl v korelaci se zvysenou expresi mRNA pro TGF-p1*¢,

V nasem kratkodobém experimentu (priloha 3) bylo pozorovano snizeni exprese
TGF-B1 pouze v intimé cév, nikoli vSak v ostatnich renalnich strukturach. Toto zjisténi
neni prekvapujici u transgennich hypertenznich zvitat, kterd vykazuji lokélni nadprodukci
reninu a angiotenzinu II nebot’ je znamo, Ze angiotenzin II indukuje geny pro TGF-B1 a
ucastni se tak pfimo i nepiimo procesu rendlni fibrozy.

Zjistili jsme, ze lécba sirolimem v nizkych davkach ovlivnila n€které dusledky
ischemicko/reperfuzniho poskozeni u transgennich hypertenznich potkanti s vysokou
produkei reninu. Statisticky nevyznamné snizila rozsah proteinurie a glomeruloskler6zy a

signifikantn¢ snizila expresi TGF-B1 v intimé cév. Nase pozorovéani je tak ve shodé
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s hypotézou, Ze 1écba sirolimem piizniveé ovlivni chronickou vaskulopatii transplantované
ledviny (priloha 3).

V dlouhodobé studii jsme dale zjistili, ze geneticky navozena hypertenze vyznamné
akceleruje chronické zmény v rendlnim parenchymu po I/R poskozeni jedné ledviny

(priloha 4).
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3.2 KLINICKA CAST

3.2.1 NasSe prvni zkuSenosti s protokolarni biopsii transplantovanych ledvin

Na Klinice nefrologie Transplantacniho centra IKEM v Praze byla provedena
dlouhodoba studie s protokolarnimi biopsiemi transplantovanych ledvin. Cilem
protokolarni biopsie Stépu bylo zjistit predevSim vyskyt chronické transplantacni

nefropatie (CTN) a jejich vztaht ke klinickym a laboratornim ukazateliim.

3.2.1.1 Soubor nemocnych a pouZzité metody

Biopsie byly provedeny u 105 nemocnych 1 rok po transplantaci ledviny ze
zemfielého nebo zivého darce se stabilizovanou funkci transplantované ledviny na Grovni
sérového kreatininu do 280 umol/l. Demograficka charakteristika souboru je uvedena v
tabulce ¢.1. Nemocni byli 1éCeni trojkombinaci imunosupresiv. Zakladnimi 1éky byly
cyklosporin A (Cs-A) nebo tacrolimus (TAC). Dal$imi sou¢astmi rezimu byly prednison
a/nebo azathioprin/mykofenolat mofetil a /nebo sirolimus/everolimus.

Protokolarni biopsie byly provadény z konvexity Stépu jehlou o sile 16 Gauge po
sonografickém zaméteni. Bioptické vzorky byly hodnoceny histomorfologicky podle
kriterii Banffské 97  klasifikace®™ scilem zhodnotit stupeii chronické transplantadni
nefropatie (CTN): normalni ndlez = 0, mira postizeni CTN = stupen L.-IIl. a porovnat

biopticky nalez s klinickymi a laboratornimi daty.

3.2.1.2 Klinicka a laboratorni data
V dobé¢ biopsie byly zaznamenany zakladni klinické a laboratorni udaje: vék, pohlavi,
zakladni onemocnéni, body mass index (BMI), pocet neshod mezi darcem a piijemcem

v HLA, maximalni protilatky proti panelu (PRA), krevni tlak systolicky (TKs) a
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diastolicky (TKd), sérovy kreatinin (S-kr), glomerularni filtrace vypoctend z clearance
kreatininu (Cl-kr), ztraty bilkovin moci/24 hod. (PU), plazmaticky cholesterol a
triglyceridy, pocet uzivanych antihypertenziv, hypolipidemik, vék darce ledviny a pocet
prodélanych akutnich rejekci pted biopsii. Nemocni byli znovu vySetfeni za 1 rok po
provedené biopsii (za 2 roky po transplantaci).

Soucasti nasi studie byla i analyza nékterych imunologickych rizikovych faktort
ovlivitujicich vznik chronické transplantacni nefropatie. Podilela jsem se na této Casti
studie stanovenim a hodnocenim plazmatickych hladin TGF-B1, fibronektinu a exprese

TGF-B1 ve stépu.

Korelace s
N

morfologii
Soubor s provedenou protokolarni biopsii 105
M/Z 73/32
Primérny vék 50,54+12,45 *
Zakladni onemocnéni glomerulonefritis 35 (32%)
Tubulointersticialni nefritis 23 (22%)
Polycystické ledviny a hereditarni nefropatie 20 (19%)
Neznamé a jiné ptficiny selhdni ledvin 19 (18%)
Prim. poc¢et neshod v HLA (A+B+DR) 3,3%1 NS
Protilatky proti panelu (PRA) [%] 18,9£22.2 NS
PRA <50% />50% 96/9
Kadaver6zni / zivy dérce 94/11

Tab. €. 1 Demograficka data
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Vyse uvedena studie predstavuje zékladni soubor pacientd, klinickych a
laboratornich dat (priloha 5). Z tohoto souboru jsme pak dale vychazeli v nésledujicich

dil¢ich studiich.

3.2.2 Plazmatické hladiny TGF-B1, exprese TGF-f1 ve S§tépu a chronicka

transplanta¢ni nefropatie v protokolarnich biopsiich ledvin

V této Casti jsme se zamétili pouze na skupinu pacienti (n=67) ktefi dostavali
imunosupresi zalozenou na cyklosporinu A (s cilovou hladinou 150-250 ng/ml) v
kombinaci s antiproliferativni latkou mykofenoladtem mofetilem nebo derivatem
rapamycinu a steroidy.

Cilem studie byla analyza obrazu chronické rejekce v protokolarnich biopsiich u
pacientt 1 rok po transplantaci ledviny, hodnoceni plazmatickych hladin TGF-B1 a exprese
TGF-B1 ve stépu.

Protokolarni biopsie byly provadény v 1 roce po transplantaci. Bioptické vzorky
byly hodnoceny histomorfologicky podle kriterii Banffské 97  klasifikace® s cilem
zhodnotit stupen chronické transplantacni nefropatie (CTN): normalni ndlez = 0, mira
postizeni CTN = stupeni L.-III. a porovnat biopticky ndlez s klinickymi a laboratornimi
daty. Vzorky byly rovnéz analyzovany imunohistologicky k prikazu TGF-B1. Jako
primarni protilatka byla pouzita anti-human TGF-B1 protilatka (Biosource Int, CA, USA).

Klinické a laboratorni udaje byly zaznamenané v dob¢ biopsie. Ziskana klinicka a
histomorfologickd data byla davdna do souvislosti simunohistologickymi daty a
plazmatickymi hladinami TGF-f1. Plazmatické hladiny TGF-Bf1 byly stanovovany

metodou ELISA. Krevni odbér byl u pacienti provadén v den biopsie.
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Ptestoze zde byl patrny nesignifikantni trend k vys$Sim plazmatickym koncentracim
TGF-B1 u pacientl s vétsi expresi TGF-f1 ve §tépu (graf ¢.1), nenasli jsme jednoznacny
vztah mezi plazmatickymi hladinami TGF-f1 a funkci $tépu, stupném CTN, chronické
vaskulopatie ani cilovou hladinou cyklosporinu A. V této studii vSak byl nalezen
signifikantni vztah mezi expresi TGF-1 ve $tépu a chronickou vaskulopatii (p<0,01). Zda
se tedy, ze tkanova exprese TGF-B1 koreluje mnohem vice s chronickou transplanta¢ni

vaskulopatii nez se stupném chronické transplantacni nefropatie (priloha 6).
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Graf ¢. 1 Vztah plazmatickych koncentraci TGF-B1 a exprese TGF-B1 ve $tépu.

3.2.3 Plazmatické hladiny fibronektinu u pacientii 1 rok po transplantaci ledviny

V této nepublikované studii jsme opét vychazeli z naseho zakladniho souboru
pacientd. Cilem bylo stanoveni plazmatické hladiny fibronektinu ze vzorka krve (EDTA-
plazma) od transplantovanych pacienti za ucelem zjisténi vztahu plazmatické hladiny
fibronektinu ke stupni chronické transplantacni nefropatie (CTN) a dalSim laboratornim

parametrim.
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Metodika a soubor pacientii

Do studie bylo zahrnuto 94 transplantovanych pacientl u kterych byla provadéna
protokolarni biopsie v 1 roce po transplantaci ledviny a 13 zdravych dobrovolniki.
Soucésti bylo 1 porovnavani dvou skupin pacienta lécenych trojkombinaci imunosupresiv,
jejiz soucasti byl cyklosporin A (Cs-A, n=43) nebo tacrolimus (TAC, n=25). Odbéry byly
u pacientl provedeny jednorazové, v den biopsie. Dale pak u kontrolni skupiny zdravych
dobrovolnikii. Fibronektin byl stanovovan turbidimetricky na analyzatoru Cobas Mira
s pouzitim reagencii firmy Dako.
Vysledky

Bylo zjisténo, Ze rozdil plazmatické hladiny fibronektinu mezi obéma sledovanymi
skupinami (pacienti, n=94; kontrolni skupina, n=13) neni statisticky signifikantni
(0,28+0,09 g/1 vs 0,31£0,17 g/I; n.s. p<0,05), a Ze vztahy plazmatické hladiny fibronektinu
k stupni chronické transplantacni nefropatie (CTN), cévnim zménam, expresi TGF-f1 a k
plazmatickym hladinam TGF-B1 byly rovnéz bez statistické vyznamnosti. Rovnéz pfi
porovnani dvou skupin pacientii 1é¢enych trojkombinaci imunosupresiv, jejiz soucasti byl
cyklosporin A (Cs-A, n=43) nebo tacrolimus (TAC, n=25) nebyl rozdil hladiny
fibronektinu v plazmé statisticky vyznamny (Cs-A 0,29+0,13 g/l vs TAC 0,36+0,24 g/1;
n.s. p<0,05).
Diskuze a zaver

Z vysledkii usuzujeme, ze fibronektin je nespecificky marker pfi monitorovani
pacientd v jednom roce po transplantaci ledviny. Avsak dynamické monitorovani v kratké
dob¢ po transplantaci by mohlo mit vyznam pti odhadu post-transplantacnich komplikaci

(akutni rejekce, akutni tubularni nekrdzy a infekci) a prognozy vysledku transplantace™.
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3.2.4 Efekt riiznych imunosupresivnich reZimu na plazmatickou hladinu TGF-

B1 a expresi TGF-p1 u pacientii po transplantaci ledvin

Do této studie bylo zahrnuto 79 pacientti, ktefi byli léCeni trojkombinaci
imunosupresiv, jejiz soucasti byl cyklosporin A (Cs-A, n=49) nebo tacrolimus (TAC,
n=30). Cilem bylo porovnat vliv riznych imunosupresivnich rezimi na expresi TGF-f1 a
na plazmatickou hladinu TGF-f1.

Bioptické vzorky byly opét hodnoceny histomorfologicky podle kriterii Banffské
97" klasifikace, imunohistologicky k prikazu TGF-B1 a z krevniho odbéru v den biopsie
byly stanovovany plazmatické hladiny TGF-f1. TGF-B1 exprese byla analyzovana
s pouzitim primarni protilatky anti-human TGF-B1 protilatka (Biosource Int, CA, USA) a
hodnocena semikvantitativné v riznych rendlnich strukturach. Klinické a laboratorni data
(v€etné¢ plazmatickych hladin TGF-B1) byla u pacientd zaznamenana jednak v dobé&
protokolarni biopsie (tj. 12 mésict po transplantaci) a dale za 1 rok po provedné biopsii (t;.
24 mésict po transplantaci).

Zjistili jsme, ze koncentrace TGF-Bl v plazmé byly u tacrolimové skupiny
signifikantné¢ vySsi nez u skupiny lécené cyklosporinem A (7206+4799 vs. 5366+4427
pg/ml), p<0,05). Po 12 mésicich sledovani tyto hodnoty jesté signifikantné vzrostly u
tacrolimu na 12613+£5672 pg/ml (p<0,001) a cyklosporinu A na 9275+4427pg/ml (p<0,05).
Nenalezli jsme Zadné korelace s klinickymi nebo laboratornimi daty. Zjistili jsme vSak, Ze
exprese TGF-B1 ve §t€pu byla naopak niZ$i u pacientii 1é¢enych tacrolimem v porovnani
s cyklosporinovou skupinou (5,043,2 vs. 9,9+4.1 p<0,001).”° Toto nade zjisténi bylo
publikovano (priloha 7) a je ve shod¢ s obdobnym nalezem u pacient po transplantaci
ledviny® 2.

Dale bylo zjiSténo, Ze pacienti ktefi byli 1éceni tacrolimem méli v dobé biopsie (t;.

12 mésicli po transplantaci) signifikantné niz$i diastolicky krevni tlak a hodnoty sérového
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cholesterolu v porovnani s cyklosporinovou skupinou. V dobé biopsie se funkce Stépu
v obou sledovanych skupinach vyznamné neliSila, avSak za 1 rok po provedené biopsii (tj.
24 mésict po transplantaci) doSlo k signifikantnimi poklesu glomerularni filtrace u
cyklosporinové skupiny zatimco u tacrolimové zustala nezménéna.

Z nasSeho pozorovani signifikantné nizsi exprese TGF-B1 v protokolarnich biopsiich
ledvin v 1 roce po transplantaci u pacientl lécenych tacrolimem se stabilni funkei $tépu a
rozdilného vyvoje funkce S§t€pu v obou skupinach usuzujeme na mozny pfiznivy vliv

imunosupresiva tacrolimu na dlouhodobé ptrezivani stépu.

3.2.5 Imunosuprese zvySuje plazmatické hladiny TGF-Bf1 u pacienti po

transplantaci ledvin

V této nepublikované studii jsme analyzovali plazmatické hladiny TGF-f1 u
pacientd s riznymi imunosupresivnimi rezimy po transplantaci ledviny a dale u skupiny
netransplantovanych pacienti (tj. bez imunosuprese) s chronickou renalni insuficienci
(CHRI). Skupina transplantovanych pacientd je opét soucasti naseho zakladniho souboru
pacientd (viz. 3.2.1).

Metodika a soubor pacienti

Do studie bylo zahrnuto 97 pacientii se stabilni funkci §té€pu (Groven sérového
kreatininu do 280 pumol/l) 12 mésict po transplantaci ledviny (skupina I), 58 pacienti
s chronickou rendlni insuficienci (tj. bez imunosuprese, skupina II) a 14 zdravych
dobrovolnikii (skupina III). Pfijjemci ledvinného $tépu, kteti byli l1éCeni trojkombinaci
imunosupresiv, kde zakladnim imunosupresivem byl bud’ cyklosporin, tacrolimus nebo

everolimus, byli dale rozdéleni dle typu imunosuprese do tii skupin (A, B, C).
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I. Skupina pacientl po transplantaci ledviny (n=97), (TX); imunosupresivni rezimy:
A/ cyklosporin + mykofenolat mofetil + steroidy (n=55), (Cs-A)
B/ tacrolimus + mykofenolat mofetil + steroidy (n=29), (TAC)
C/ everolimus + cyklosporin + steroidy (n=13), (RAD)

IT. Skupina pacientd s chronickou renalni insuficienci (n=58), (CHRI)

[II. Kontrolni skupina zdravych dobrovolnikt (n=14), (K)

U skupiny 58 netransplantovanych pacientl (tj. bez imunosuprese) se chronicka
renalni insuficience vyvinula na podladé téchto diagndz: diabeticka nefropatie, chronické
glomerulonefritidy (IgA nefropatie, fokaln¢ segmentalni glomeruloskler6za), polycystické
ledviny, vaskularni nefroskleréza, tubulointersticidlni nefritida, Alportiv syndrom a
nejasné v.s. analgetické nefropatie.

Vysledky

Zjistili jsme, Ze skupina transplantovanych (n=97) méla signifikantné vyssi
plazmatickou hladinu TGF-B1 ve srovnani se skupinou pacientii s chronickou renélni
insuficienci resp. se zdravymi kontrolami (3,57+£0,55 vs 2,99+1,20 ng/ml; p<0,01 a
3,5740,55 vs 2,43+1,13 ng/ml; p<0,01) - graf ¢.2. Nepozorovali jsme zadné rozdily
v plazmatickych hladinach TGF-B1 mezi pacienty s CHRI a kontrolni skupinou zdravych
dobrovolnikii. Také jsme nenalezli zadné signifikantni rozdily mezi skupinami pacientl
s riznymi imunosupresivnimi rezimy (Cs-A: 5,10+4,14; TAC: 6,56+4,96 a RAD:
7,38+6,48 ng/ml; Kruskal-Wallis test: n.s.) - graf ¢.3. Renalni funkce transplantovanych
pacientd a pacienti s CHRI se nijak vyznamné nelisily (1,10+£0,43 vs 0,8140,59 ml/s;

n.s.).”
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Graf ¢. 2 Plazmatické hladiny TGF-B1 u pacientl po transplantaci ledviny (TX), pacienta
s chronickou rendlni insuficienci (CHRI) a u kontrolni skupiny zdravych dobrovolnikii (K).
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Graf €. 3 Plazmatické hladiny TGF-B1 u pacientl s riznymi imunosupresivnimi rezimy.
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Diskuze a zaver

Nami pozorovany vzestup plazmatickych hladin TGF-f1 u transplantovanych
pacientli odrazi nejspiSe systémovou imunosupresi a nemusi byt spojen s chronickou
renalni insuficienci. Piestoze je zde patrny trend, nepozorovali jsme vyznamnou asociaci
plazmatickych hladin TGF-B1 v zavislosti na typu imunosuprese. Nase pozorovani je tak
v souladu se studii, ve které jsou popisovany vyssi hladiny TGF-Bf1 u nemocnych
s transplantovanou  ledvinou ve srovndni se zdravymi nebo nemocnymi
s glomerulonefritidou’. Jina studie v8ak popisuje normalni hladiny TGF-1 jak u kontrol,
tak u transplantovanych pacientd a naopak vyssi hladiny TGF-B1 jen u nékterych
ledvinnych onemocnéni spojenych s chronickou rendlni insuficienci a nutnosti dialyzac¢ni

1écby”.

3.2.6 Diskuze ke stanoveni a hodnoceni plazmatické hladiny TGF-p1

Je znamo, ze TGF-P1 stimuluje proces fibrogeneze regulaci bunééného ristu a
diferenciace, indukci tvorby extraceluldrni matrix a ovliviiuje tak mechanismus reparace
tkan¢ jako klicovy profibrogenni cytokin spojeny s patogenezi chronické transplantacni
nefropatie. Bylo zjisténo, Ze vysoké plazmatické hladiny TGF-f1 mohou mit vliv na
renalni fibrozu a ztratu funkce §tépu.® Do patogeneze fibrozy mohou zasahovat i nékteré
1éky jako napiiklad cyklosporin A, ktery je u organovych transplantaci pouzivan jiz fadu
let jako zadkladni imunosupresivum. Jednim z pozdnich projevil jeho nefrotoxicity je i
fibrotizace ledvinného intersticia v disledku zvysené produkce TGF-B.”° Intersticialni
fibroza, vznikla na podkladé nefrotoxicity, je nespecificky jev a mize se podobat fibroze

provazejici chronickou transplanta¢ni nefropatii. Zda se tedy, Ze tento rustovy faktor hraje
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roli v procesu renalni fibrozy v asociaci s podavanim cyklosporinu a také pravdépodobné
zvysuje imunosupresivni efekt tohoto 1éku.

Ledviny jsou organem, kde fibroza koreluje s vyvojem do konecného selhani.
Piikladem fibrotizujiciho onemocnéni je diabetickd nefropatie, pii niZz je v ledvinach
zvySena exprese TGF-B. Zbytiluje extraceluldrni matrix v glomerulech i mezi tubuly.
Zvysena exprese TGF-B byla nalézdna u riznych forem chronickych glomerulonefritid,
naptiklad u IgA nefropatie a segmentalni glomerulosklerdzy, kde korelovala se stupném
fibrozy.?

K ur¢ovani koncentraci TGF-B1 se pouzivaji metody typu ELISA. Rozporuplné
udaje v literatufe tykajici se jak normalnich hladin TGF-B1, tak hladin indukovanych
riznymi Iéky ¢i chronickymi onemocnénimi jdou ¢astecné na vrub problematického a ne
zcela jednotného stanovovani tohoto cytokinu a s tim souvisejicich rozdilii v interpretaci
vysledkt. Faktord ovlivigjicich vysledky dosud provadénych studii je hned nékolik.
Rozdil je jiz pti vybéru vzorku (sérum nebo plazma) pro stanoveni tohoto cytokinu. Sérum
se nezda byt nejvhodnéjsi variantou a to z divodu vysokého obsahu TGF-B1 artificidlné
uvolnéného z krevnich desticek (az 95% sérového TGF-B1). OvSem ani pii stanovovani
z plazmy se nevyhneme méfeni TGF-P1 uvolnéného z desticek.” Jak znamo, TGF-B1 byl
pivodng izolovan pravé z destiek’, kde je skladovan ve vysokych koncentracich ve
formé latentniho komplexu. A zde narazime na dalsi rozdily v ramci urc¢ovani hladin TGF-
B1 v riznych studiich. Detekce celého komplexu latentni molekuly TGF-1 (méfeného po
aktivaci a Casto oznacovaného jako celkovy TGF-B1) a nikoli pouze jeho aktivni formy je
pri¢inou dalSich rozporti mezi zjiStovanymi hladinami a biologickymi ucinky TGF-fB1.
Hughes a kol. uvadéji, ze aktivni forma TGF-B1 ptedstavuje jen asi 1% z celkové
plazmatické koncentrace TGF-P1%°. Ve snaze ovlivnit nékteré z téchto faktora bylo

navrzeno nékolik postupd.
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Ptredn¢ se zda byt dalezité minimalizovat uvolnéni TGF-B1 z desticek, ke kterému
dochazi ve velké mife pii standardnim krevnim odbéru zapouziti turniketu a
vacutainerového setu (dochdzi k poskozeni desticek). Pifi  porovnavani s tzv.
Latraumatickym odbérem® byly zjistény vyznamné rozdily ve stanovené hladiné tohoto
cytokinu.”” Markerem pro detekci TGF-B1 uvolndného z desticek je B-tromboglobulin
(BTG), protein uvolnovany pti degranulaci desti¢ek. Opét byly zjistény vyznamné rozdily
ve stanovené hladin¢ TGF-B1 v pfipadé, ze tato byla korelovana se stupném aktivace
desticek (mnozstvi uvolnéného BTG). Z tohoto poznani vyplyvaji dalsi skute¢nosti, které je
nutno brat v Givahu a to hlavné pfi studiu vlivu riznych imunosupresiv na hladinu TGF-p1.
Vyslo totiz najevo, ze cyklosporin A, ktery na rozdil od tacrolimu podporuje aktivaci
desticek a tudiz i zvySuje mnozstvi plazmatického TGF-B1 (po jeho uvolnéni z desti¢ek)
tedy zfejm¢ nestimuluje pifimo in vivo expresi TGF-B1, ale pouze zvySuje aktivitu
desticek.”

Pro zhodnoceni aktivity TGF-B1 tak neexistuje pravdépodobné dosud zadna
metoda, kterou by bylo mozno oznatit za zlaty standard'”. Tomu také odpovidaji rozdilné
vysledky dosud provedenych studii tykajicich se hladin TGF-f1. Hughes a kol. ve své
praci porovnavali cirkulujici hladiny TGF-B1 (jak sérové tak plazmatické, méfili aktivni 1
celkovy TGF-B1 véetné plazmatické hladiny BTG) u pacienti po transplantaci jater
1éCenych terapeutickymi hladinami cyklosporinu A nebo tacrolimu a zjistili, Ze ani
tacrolimus ani cyklosporin A neidukuji pfimo hladinu aktivniho TGE-B”. Jejich vysledek
se vSak lisi od jinych studii, ve kterych byly nalezeny vyssi hladiny celkového TGF-B1 u
pacientdl s ledvinnym onemocnénim, ktefi byli 1éeni cyklosporinem A'"', stejnd tak je
popisovana korelace mezi hladinami cyklosporinu A a celkovym TGF-B1 u piijemct

s wex o102
plicnich §tépa'* .
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korekéniho faktoru BTG (dle naméfené plazmatické hladiny tohoto proteinu) jako
nepfimého markeru aktivace desticek. Plazmaticka hladina B-tromboglobulinu nas totiz
nep¥imo informuje o kontaminaci vzorku TGF-B1 uvoln&énym z desticek.”’

Nase dlouhodoba studie uvedena v kapitole 3.2.1 byla zahajena v dobé¢, kdy nebyly
jesté¢ znamé vSechny tyto skutenosti. Béhem studie by nebylo zadouci jakymkoli
zplisobem meénit jiz zavedenou metodiku. NaSe vysledky povazujeme za porovnatelné
v ramci této studie vzhledem k tomu, Ze vSechny odbéry i laboratorni stanoveni bylo
provadéno dle zavedeného protokolu, za stale stejnych podminek.

Pii porovnavani koncentraci TGF-B1 a funkce ledvinného Stépu jsme nenalezli
zadnou korelaci, coz neni zcela piekvapujici, nebot’ ani v jiné studii nebyla tato korelace
nalezena’ Zjistili jsme pouze nesignifikantni trend k vy$§im plazmatickym koncentracim
TGF-B1 u pacientt s vétsi expresi TGF-B1 ve stépu (viz. 3.2.2).

V soucasné dob¢ je jiz znamo pomérn¢ mnoho o zdrojich i mechanismech ucinku
TGF-B, stejné tak jako i o jeho tvorbé, kterd je fizena geneticky. Vi se, ze populace
prijemcti se déli podle reakce na imunitni inzulty na vysoké a nizké reaktory (respondery).
Byly popsany varianty genového polymorfizmu pro nékteré cytokiny vcetné TGF-f. Podle
fenotypu daného jedince se tak daji urcit ,Jlow™ a ,high“ respondeti, kteti maji odliSnou
miru produkce t&chto cytokini.'® Zvysena produkce TGF-B ziejmé predisponuje své
nositele ke zvySené fibrogenezi'™. V posledni dob& byla provedena fada studii
vySettujicich vliv polymorfizmu genu pro TGF-f na osud transplantovaného orgénu.
Vétsina sdéleni potvrdila hypotézu, Ze pfijemci transplantatu s vysokou produkci TGF-3

. v v <. . . 7 : 1
jsou ve v&t3im riziku vzniku chronické rejekce.'®
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Tyto znalosti maji zavazné klinick¢é konsekvence. Lze totiz modifikovat
imunosupresivni rezimy podle vySe rizika rejekce transplantované¢ho organu. V klinické
praxi se vSak zatim tyto poznatky bézné nepouzivaji. Stejné tak ani stanovovani TGF-3
neni dosud zavedenou klinickou metodou, pfestoze jsou jiz zndmy nckteré klinické

korelace a je mozno jej detekovat jak ve tkéanich, tak i v periferni krvi.
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4. ZAVERY

4.1 EXPERIMENTALNI CAST

1.

Na modelu akcelerované nefropatie u transgennich hypertenznich potkani TGR
(mREN-2)-27 jsme v dlouhodobé studii zjistili, Ze geneticky navozend hypertenze
vyznamn¢  akceleruje  chronické  zmény  vrendlnim  parenchymu  po

ischemicko/reperfuznim (I/R) poskozeni jedné ledviny .

Pfi hodnoceni vlivu imunosupresiva sirolimu na hypertenzni transgenni potkany i na
jejich normotenzni kontroly jsme zjistili, Zze u hypertenznich potkantd po I/R poskozeni
sirolimus rozsah strukturdlnich zmén zasadné neovlivnil. V ptipadé normotenznich
zvitat jsme vSak pozorovali vyznamné niz8i proteinurii (parametr, ktery je tésné spjaty
s rendlnim strukturdlnim poSkozenim) i rozsah glomerulosklerézy v porovnani

s kontrolni skupinou.

Dale jsme zjistili, ze 1écba  sirolimem ovlivnila nckteré  disledky
ischemicko/reperfuzniho poskozeni u transgennich hypertenznich potkanti s vysokou
produkci reninu. Statisticky vyznamné sniZila expresi TGF-B1 v intim& cév. Zda se

tedy, Ze sirolimus ptiznivé ovliviiuje chronickou vaskulopatii transplantované ledviny.

4.2 KLINICKA CAST

1.

Analyza naSich vyzkumné provadénych prokolarnich biopsii ledvin 1 rok po

transplantaci prokéazala pozitivni korelace mezi expresi TGF-B1 ve §tépu a chronickou
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vaskulopatii. Tkanova exprese TGF-B1 tedy koreluje mnohem vice s chronickou

transplantacni vaskulopatii nez se stupném chronické transplantacni nefropatie (CTN).

Mezi plazmatickymi hladinami TGF-f1 a funkci Stépu, stupném chronické
transplanta¢ni nefropatie (CTN), chronické vaskulopatie ani cilovou hladinou

cyklosporinu A jednoznacny vztah nalezen nebyl.

Vztahy plazmatické hladiny fibronektinu ke stupni chronické transplanta¢ni nefropatie
(CTN), cévnim zménam, expresi TGF-B1 a k plazmatickym hladinam TGF-B1 byly

rovnéz bez statistické vyznamnosti.

Pti sledovani dvou skupin pacientii 1é¢enych rozdilnou trojkombinaci imunosupresiv
byla u skupiny pacientil 1é¢enych tacrolimem zjisténa signifikantné nizsi exprese TGF-
B1 v protokolarnich biopsiich a zaroven piiznivéjsi vyvoj funkce Stépu oproti

cyklosporinové skupiné. Z toho je mozné usuzovat na pfiznivy vliv imunosupresiva

tacrolimu na dlouhodobé ptezivani stépu.

Pii analyze plazmatickych hladin TGF-f1 u pacienti po transplantaci ledviny
s riznymi imunosupresivnimi rezimy oproti skupin€¢ netransplantovanych pacientil
s chronickou rendlni insuficienci byl zjistén vzestup plazmatickych hladin TGF-B1 u
transplantovanych pacientti. Zda se tedy, ze vzestup plazmatickych hladin TGF-B1
nemusi byt spojen s chronickou rendlni insuficienci a je nejspiSe odrazem systémové
imununosuprese. Vyznamna zavislost plazmatickych hladin TGF-f1 na typu

imunosuprese vSak prokdzana nebyla.
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