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Text posudku

Ve své dizertacni praci se MUDr. Eva Krepsova (roz. Kry$tifkova) zaméFuje na problematiku mosnosti
individualizace imunosupresivnich protokoll u pacientli po transplantaci ledviny v zavislosti na
imunologickém stavu pfijemce organu, zejména na tzv. imunotoleranci. Imunotolerance hraje
vyznamnou roli v rozvoji ¢i absenci odhojovaci reakce (rejekce) organismu vici transplantovanému
organu a muze byt z ¢asti sledovana pomoci exprese genll asociovanych s toleranci a rovnés pomoci
rlznych biomarkerd. Je znamo, Ze ji-1ze ovlivnit riznymi indukénimi imunosupresivnimi protokoly,
které jsou v pfedkladané praci z tohoto pohledu autorkou porovnavany v podobé indukce provedené
pomoci polyklondiniho krali¢iho anti-thymocytarniho globulinu (rATG) & monoklondini protilatky
proti receptoru pro interleukin-2.

Resend problematika je vysoce aktudlni, s pfedpokladanym dopadem vystupnich dat na klinickou
praxi. Vlastni prdce je rozdélena do 7 tasti — uvod, pfehled problematiky, hypotézy a cile, metody,
vysledky, diskuze a zavéry. V praci byly v ramci ovéfovani hypotéz stanoveny 4 cile. Vysledky prace
byly dosud publikovény formou 4 sdéleni v Casopise s impakt faktorem, kde je MUDr. Eva Krepsova

ve 2 pripadech prvni autorkou a dvakrat spoluautorkou. Je také prvni autorkou jedné piehledné
prace na dané téma publikovand v ¢eském recenzovanem Casopise. Celkem ma dizertaéni prace 93
stran textu, 5 tabulek a 13 obrazk(.

V Uvodu své prdce MUDr. Eva Krepsovd zmifiuje komplikace nedostate¢né nebo naopak nadmérné
imunosuprese po transplantaci ledviny v podobé rlznych forem rejekéniho poskozeni Stépu resp.
komplikaci, potencidlné ohroZujicich zivot pfijemce ledviny. Zd(razriuje tak nutnost optimalizace a
individualizace imunosupresivni terapie a s tim souvisejiciho hleddni spolehlivych marker(, které by
umoznili identifikovat pfedtransplantaéni individualni miru aloreaktivity a po transplantaci odhalili
stav neodpovidavosti vici Stépu (markery tolerance) nebo véas odhalili za¢atek imunitni rekace proti
Stépu (markery rejekce). To by umoznilo individualizovat imunosupresivni terapii z hlediska jeji
agresivity a minimalizovat vyskyt rejekénich epizod na jedné a Zivot ohrozujicich komplikaci
znadmérné imunosuprese na druhé strané.



V dalsi casti prace autorka shrnuje dosavadni moZnosti hodnoceni imunitniho stavu potencialniho
pfijemce ledviny v pfedtransplantaénim obdobi po strance zjistén( Urovné protildtkové a bunééné
alosenzitizace a bunécné imunity. Zmifuje standardni metody stanoveni panel reaktivnich protilatek,
cross-matchove techniky, detekci a kvantifikaci pamétovych aloreaktivnich T lymfocytld pomoci IFN-
gamma ELISPOTU a stanoveni solubilniho SD30. Déle je popsédna celd fada krevnich marker(
sledovanych v potransplantaénim obdobi, které by mély umoznit identifikovat pacienty s pocinajici
rejekci a vias terapeuticky zasdhnout nebo naopak rozpoznat pacienty, u kterych miie byt
imunosuprese minimalizovéna, pfipadné vysazena. Tyto krevni markery (pfipadné i mocové) by maohli
do budoucna nahradit invazivni metodu, kterou je biopsie transplantované ledviny.

Cile dizertacni prédce MUDr. Evy Krepsové byly formulovany ve vztahu k vyhodnoceni efektu rlizné
indukeni léCby na pocet regulaénich T lymfocyt(i v periferni krvi a v asociaci na tyto pocty vyhodnotit
kratkodobé vysledky transplantace. Dale byl sledovan vliv rozdilng indukce na expresi gen(
asociovanych s toleranci ¢i rejekci a na pocet lymfocytérnich populaci asociovanych s témito geny
v perifeni krvi po transplantaci. Cilem byla rovnéz monitorace monocytarnich subpopulaci v periferni
krvi v zavislosti na rdiznych imunosupresivnich protokolech. Dalsim cilem bylo ovéfit, zda zmény
v mife exprese genl asociovanych stoleranci budou v periferni krvi a ve $tépu pfijlemct lé¢enych
imunosupresi spojeny s absenci rejekce v transplantované ledving.

Do studie bylo zafazeno 75 pacientli, kterym byla transplantovana ledvina od zemfelého dadrce.
Pacienti byli lé¢eni standardnim imunosupresivnim protokolem zahrnujicim kalcineurinovy inhibitor,
mykofenolat mofetil a kortikosteroidy, variabilng byla aplikovéna i indukéni imunosuprese dle
imunologického rizika pacienta. Vzorky periferni krve byly brény v pravidelnych intervalech dle
protokolu studie. Ke sledovanému vzorku transplantovanych byl pouiit srovnavaci soubor 20
zdravych dobrovolnikl pro studii subpopulaci monocytu v periferni krvi. Protokolarni biopsie
ledvinnych Stépl byly provadény 90. den po transplantaci a rovnés pfi podezfeni na akutni rejekci.
Lécba akutnich rejekei byla vedena dle zavainosti a typu rejekce dle stanoveného protokolu. Pacienti,
ktefi byli léCeni rATG v ramci antirejekéni terapie a nedostali 2adnou indukci ¢i indukci basiliximabem,
nebyli déle statisticky hodnoceni. V souboru byly pomoci pritokové cytometrie analyzovany bunééné
populace pomoci povrchovych znakd, hodnoceny mononukledrni buiiky z periferni krve. Analyza
genové exprese byla provedena izolaci RNA z piné krve a ze vzorku tkané transplantované ledviny
odebrané pfi biopsii. Pro ndslednou syntézu komplementarni DNA byla pouiita reverzni

transkriptdza. Pomoci kvantitativni real-time RT-PCR metody byly stanoveny profily genové exprese
11 vybranych genl asociovanych s toleranci ¢i rejekci.

Cilem 1 bylo vyhodnotit vliv indukéni imunosuprese na regulaCni T lymfocyty v periferni krvi. Bylo
prokazano, Ze indukéni terapie rATG byla spojena s expanzi T regulaénich bunék CD4+CD25+FoxP3+ a
s nizsim vyskytem rejekce v porovnani s pacienty bez indukce. Podobné u pacientl s indukci
basiliximabem pokud u nich pfetrvaval vy pomér T regulaénich CD4+FoxP3+/T efektorovych
lymfocytl, neméli tito rejekci v prb&hu prvnich 3 mésic po transplantaci. Cilem 2 bylo vyhodnotit
vliv indukéni imunosuprese na expresi genti asociovanych s toleranci a rejekci a polty lymfocytéarnich
subpopulaci v periferni krvi. Aplikace rATG byla asociovana s poklesem transkriptll viech sledovanych
Tbunék a NK bunék ale i s up-regulaci nékterych transkriptd asociovanych s rejekci, MAN1A1 a TLR5.
Lécba basiliximabem pak byla spojena se vzestupem absolutniho poctu T regulaénich bunék
CD4+FoxP3+ a vy33i hladinou exprese genl asociovanych s toleranci, FOXP3 a TCAIM. Cilem 3 bylo
monitorovat zmény v perifernich subpopulacich monocytl a to prozdnétlivych CD14+CD16 a



imunosupresivnich CD14+CD163 v ¢asné fazi PO transplantaci ledviny v ndvaznosti na rézné
aplikované imunosupresivni rezimy. Aplikace rATG (byt opozdéné) vedla k expanzi subpopulace
(D14+4CD163, zatimco basiliximab fenotyp monocyt neovlivnil. Cilem 4 bylo sledovat v periferni krvi
expresi osmi vybranych genl a soutasné vyhodnotit expresi téchto genl v rendini tkani ziskaneé
biopsii $tépl. Rlzné expresni profily byly porovndny mezi skupinami pacientl s rozdilnym
histologickym nalezem. U pacientll bez rejekce pfipadné s hrani¢nimi rejekénimi zménami byly
pozorovany signifikantng Vyssi pocty B lymfocytl v periferni krvi, signifikantné vy&si byla exprese
genl MS4A1 (CD20), TCL1A, CD798B, TCAIM a FOXP3. Tyto rozdily byly nejvyssi v pribéhu prvnich 3
mesicl po transplantaci. Ve skuping s rejekci byl naopak up-regulovan TMEM176B. V histologickych
vzorcich Stépd byla u pacientd s toleranci bez rejekce pozorovana vygsi exprese TCAIM.

indukénich imunosupresivnich protokolli na pocty regulaénich T lymfocytl a expresi molekuldrnich
markeru asociovanych srejekei ¢i toleranci. Prace tak navazuje na usili pfi hleddni neinvazivnich
moZznosti detekce rejekce ¢i tolerance a jeji vysledky jsou v nekterych aspektech prioritni,

Dotazy oponenta k obhajobé dizerta¢ni prace

1. Sledujete na vagem pracovisti i néjaké markery transplantaéni tolerance dostupné z vyietfeni
vzorku moci, a pokud ano, mate kdispozici data korelujici mocové, krevni a histologické
ndlezy?

Zaveér

Dizertacni prace MUDr. Evy Krepsové je vysledkem dlouhodobé systematické klinické a vyzkumné
prace autorky a jejiho gkolitele na poli transplantaci ledvin a vyzkumu potransplanta¢ni rejekce a
tolerance a hodnotim ji jako velice kvalitni. Po strance formdlini je dizerta¢ni prdce psana Etivou
formou, je velmi dobfe Zpracovana a prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvofivé védecks
praci. Studentka spliuje aktualné platna publikacni kritéria pro kondni statni doktorské zkougky na
Univerzité Karloveé v Praze, 1. lékarské fakults. Doporuéuji proto prijmout dizerta¢ni praci v
predlozené formé k obhajobé a na jejim zaklads doporucuji udélit MUDr. Evé Krepsové védecky titul
Ph.D.
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