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Abstrakt

Protilatkami zprostifedkovana rejekce (AMR) je v soucasnosti povaZzovana za hlavni pticinu dysfunkce a selhani
funkce $tépu po transplantaci ledviny. Protilatky zpUsobuji cévni poskozeni, které je bud akutni, nebo chronické,
a miUZe se manifestovat jako ndhla nebo progresivni dysfunkce Stépu. Rizikovymi faktory pro vznik rejekce
zprostiedkované protilatkamijsou doba stravena na dialyze, opakovana transplantace, pfedchozi sensitizace HLA
antigeny, pfitomnost panel-reaktivnich protilatek. Diagnostika AMR je moZna na zakladé prikazu depozice C4d
slozky komplementu v peritubuldrnich kapilarach (PTC) a pfitomnosti darcovsky specifickych protilatek (DSA).
Existuje také poskozeni zplsobené protilatkami proti non-HLA antigenim, kdy nejsou DSA detekovatelné.
Prinosem k upfesnéni diagnostiky a stratifikace rizika je vyuziti ,molekularniho mikroskopu.“ Vysoka exprese
ENDAT (endothelial activation and injury transcript) lépe predikuje riziko ztraty $tépu neZ stanoveni C4d.
Skérovaci systém AMR na zdkladé genové exprese koreluje s diagnézou AMR a predikuje ztratu Stépu
v budoucnosti.

Cilem prace bylo ovéfit uc¢innost Ié¢ebnych postupt a rozpoznat nemocné v riziku AMR.

V nasi praci jsme prokazali efekt 1é¢by akutni AMR pomoci kombinace plazmaferéz a IVIG.

U rezistentnich forem akutni AMR s pouzitim inovativné protokolu zahrrfiujicim aplikaci bortezomibu, rituximabu
a plazmaferéz jsme dosahli zlepSeni strednédobych vysledkl prezivani transplantovanych ledvin.

Déle jsme prokazali, Ze nemocni s nizkymi hodnotami HGF a vy$Simi hodnotami sCD30 pred transplantaci maji
vysoké riziko rozvoje AMR. Solubilniho BAFF (B cell activating factor) pfi soucasné probihajici protilatkové a

bunécéné rejekci, kde by mohl byt BAFF pomocnym markerem probihajici AMR.

Klicova slova

Protilatkami zprostfedkovana rejekce (AMR), predikce, transkriptom, transplantovand ledvina, markery, Ié¢ba



Abstract

Antibody-mediated rejection (AMR) is the main cause of the graft dysfunction and its failure after kidney
transplantation. Antibodies lead to vascular damage that is either acute or chronic and manifests as sudden or
progressive graft dysfunction. Risk factors for development of AMR are time spent on haemodialysis,
retransplantation, previous sensitisation against HLA antigens, and persistence of panel-reactive antibodies.
Diagnosis is based on detection of deposits of C4d component of complement in peritubular capilaries and
presence of donor-specific antibodies (DSA). We can also observe injury caused by antibodies against non-HLA
antigens without detection of anti-HLA DSA. Use of ,,molecular microscope” can be beneficial in diagnosis and
stratification of the risk of graft failure. High expression of ENDAT (endothelial activation and injury transcript)
improves prediction of kidney graft failure more than C4d staining. Based on gene expression, the AMR scoring
system correlates with the diagnosis of AMR and predicts graft loss in the future.

The main goal of our work was to recognize patients at risk of AMR. In our study, we confirmed the efficacy and
safety of acute AMR therapy with plasmaphereses and administration of intravenous immunoglobulins for
improving outcomes of kidney transplantation. In case of acute resistant AMR, we used a protocol with
administration of bortezomib and rituximab, whereby we improved mid-term outcomes of kidney graft survival.
In our study, we have shown that patients with low levels of HGF and higher levels of sCD30 before
transplantation have high risk of developing AMR. We further evaluated the significance of soluble BAFF in

concurrent antibody and cell-mediated rejection, where BAFF could be a beneficial marker of ongoing AMR.

Key words: antibody-mediated rejection (AMR), prediction, transcript, kidney transplantation, markers,
treatment



1. Uvod

Transplantace ledviny je metoda volby Iécby nezvratného selhdni ledvin. Dlouhodobé vysledky jsou ovlivnény
rejekci, rekurenci zakladniho onemocnéni a Umrtim nemocnych.

Rejekce transplantovaného organu mize byt zplsobena imunitni odpovédi zprostfedkovanou burikami a/nebo
protilatkami. Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce nastupuje kratce po transplantaci, nejcastéji kolem
sedmého pooperacéniho dne, a ma rdzné podoby.

Dulezitym diagnostickym kritériem bylo zavedeni detekce C4d, kterad vznika v pribéhu aktivace komplementu
klasickou cestou, ve tkani Stépu ledviny. BEhem aktivace C4 dojde ke Stépeni této slozky a postupné se vytvofi
termindlni produkt (C4d), ktery se rychle vaZe na cilové struktury. H. Feucht v r. 1991 jako prvni popsal prikaz
Stépného produktu komplementu C4d v peritubularnich kapildrach po navazani protilatek pfijemce na endotel
peritubuldrnich kapilar Stépu. A vroce 1993 byla postulovana asociace mezi C4d a ztratou funkce
transplantovaného $tépu (Feucht HE. Et al., 1991, 1993) 2. V roce 1999 Collins AB. a kol.3 prokazali korelaci mezi
C4d depozici v peritubularnich kapilarach a pfitomnosti cirkulujicich DSA protilatek u pfijemcl transplantovanych
organu (Collins AB. et al., 1999) 3. Depozita C4d mohou byt prokazovana imunofluorescenéni technikou nebo
imunoperoxiddzovou technikou ztkani zpracovanych v parafinu. V soucasnosti detekce C4d predstavuje
standard histopatologického vy3etieni u transplantovanych ledvin (Colvin RB. et al., 2007)*.

Druhym klicovym momentem v detekci protilatek bylo zavedeni jejich pfimé detekce. Do té doby jsme
provadéli cytotoxicky test, ktery vazal komplement (klasicky crossmatch) a rozliSeni HLA protilatek I. a Il. tfidy
umoznovaly metody pritokova cytometrie. Detekce darcovsky specifickych protilatek (donor-specific antibody,
DSA), tedy anti-HLA protilatek ptijemce proti konkrétnim antigenim darce, byla zpfesnéna pouzitim technologie
Luminex, ktera detekuje protilatky na zakladé synteticky vyrobenych antigenli a umoznuje jejich kvantifikaci.

V Banffské klasifikaci (Solez K. et al., 2007) * je termin ,akutni protildtkami zprostfedkované rejekce” poprvé
uveden vroce 2003 a vroce 2005 byla predstavena nosologicka jednotka ,chronicka aktivni protilatkami
zprostiedkovana rejekce” na zékladé znalosti humoralnich mechanizmi poskozeni transplantovanych organd.

2. Hypotéza

Protilatkami zprostfedkovana rejekce je nejvyznamnéjSim faktorem limitujicim dlouhodobé preziti
transplantované ledviny. Na jeji patogenezi se podileji jiz pfitomné nebo de novo anti-HLA protilatky, zamérené
proti antigendm darce. V procesu rejekce jsou zapojeny efektorové a regulacni imunitni mechanizmy. Vyuzitim
deplecni terapie lze dosahnout zvyseni podilu regulacnich B i T lymfocytl. V diagnostice druhu a zdvaznosti
rejekce se novéji uplatiiuje vySetieni genové exprese umoznujici presnéjsi stanoveni progndzy stépu.

3. Cile prace

Cile prace jsou zaméreny na zkoumani patofyziologie diagnostickych a terapeutickych aspekti AMR.

1. Ovérit efektivitu |ééebnych postupl protilatkami zprostfedkované rejekce.

2. Ovérit roli transkriptomu v transplantované ledviné.

3. Ovéfit roli B-bunécénych fenotypl v periferni krvi ve vztahu k rejekci.

4. Ovérit roli markera: solubilni CD30 molekuly a HGF (Hepatocyte Growth Faktor) v predikci protilatkami
zprostiedkované rejekce.

4. Material a metodika

PouZité metody a soubory pacientt jsou podrobné popsany v pfiloZzenych publikacich.

Populace

K analyzdm jsme poufZili renéini tkan a periferni krev pacient(, ktefi podstoupili transplantaci ledviny

v Transplanta¢nim centru IKEM Praha.

Biopsie Stépu ledviny

Protokolarni biopsie byla provedena ve 3. mésici po transplantaci ledviny, indikacni biopsie pfi vzestupu
kreatininu o vic nez 10 %, progresi proteinurie i pretrvavajici afunkci Stépu ledviny. Histologické vysetfeni bylo
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provedeno v souladu s Banffskou klasifikaci 2005 a jejimi aktualizacemi, posledni z roku 2018. Mala ¢ast (2 mm)
z kortikalni oblasti bioptického vzorku byla okam?Zité uskladnéna ve stabilizaénim roztoku (RNA later) a
skladovana pfi teploté —80 °Cdo extrakce RNA.

RNA extrakce a komplementarni syntéza DNA

Po homogenizaci rendalni tkané jsme izolaci RNA provedli s pouzitim RNA blue agent. Izolovanou RNA jsme zredili
v 30 pL vody ocisténé od RN&zy. Cistotu a koncentraci jsme ovéfili spektrofotometricky (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific). K dalsi analyze jsme pouZili jen vysoce kvalitni RNA s Cislem RNA integrity 8—10. Dva pug RNA jsme
poutili k prepisu do komplementarni DNA s pouZitim Superscript reversni transkriptazy (Nitrogen, CA, USA). RNA
byla oSetfena DNdazou. Jen komplementarni vzorky DNA bez kontaminace genomickou DNA byly pouZity
k analyze metodou real-time RT-PCR pomoci TagMan low-density array (TLDA).

Real-Time RT-PCR analyza s pouzitim TagMan low-density array (TLDA)

Vysetreni genového expresniho profilu bylo provedeno pouzitim kvantitativni eseje real-time RT-PCR zalozené
na technologii Tagman low-density array (TLDA).

Analyza dat genovych expresi

Hodnoty relativni genové exprese jsme ziskali z TLDA analyzy pouZitim 222 metody pro relativni kvantifikaci
(RQ, z angl. relative quantity), kterd je implementovana v Applied Biosystems RQ Manager Software v1.2.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). K vypoctu relativni kvantity jsme porovnali genovou expresi
zkoumaného vzorku s kontrolnim vzorkem.

Ke statistické analyze dat jsme poufZili statisticky program SPSS verze 16 (Chicago, IL, USA). PouZité statistické
metody jsou podrobné popsany v jednotlivych publikacich.

5. Vysledky

5.1. Plazmaferézy a intravendzni imunoglobuliny u akutni protildtkami zprostfedkované
rejekce po transplantaci ledviny: zkusenosti jednoho centra

Uvod

Casna AMR predstavuje 5-10 % viech akutnich rejekci (Feucht HE, 2003)°. Riziko ztraty funkce transplantované
ledviny je vysoké, jednorocni prezivani Stépu je nizké (15-50 %) i pfes intenzivni imunosupresivni |é¢bu (Halloran
PF., Madres J., 1990; Sellares J., et al., 1992) ¢ 7,

Metodika

V TC IKEM od 1. 1. 2002 do 31. 12. 2006 bylo provedeno celkem 936 transplantaci ledvin. Diagndéza AMR byla
potvrzena u 26 nemocnych (2,8 %). Cilem nasi studie byla analyza 24 pacientl s dg akutni AMR, ktefi byli IéCeni
bud samotnou plazmaferézou (PF) nebo v kombinaci s IVIG. Dva nemocni byli ze studie vylouceni z divodu
aplikace rituximabu.

Tfinact nemocnych bylo Ié¢eno pouze PF, 11 pacientl bylo léeno kombinaci PF a IVIG. UdrZovaci
imunosupresivni |é¢ba se sklddala z kombinace kalcineurinovych inhibitor(, kterym byl takrolimus (0,2 mg/kg)
nebo cyklosporin A (8 mg/kg) s mykofenolat mofetilem a kortikoidy.

U pacientd s PRA vice neZz 50 % byla poddna indukéni 1é¢ba OKT3 (antiCD3 monoklonalni protildatka muromonab,)
anebo ATG (od roku 2005 muromonab neni k dispozici v CR). Pfi obou indukcich byla G¢innost imunosuprese
monitorovana pritokovou cytometrii, pokud bylo pfitomno méné neZz 50 CD3+ bunék v periferni krvi, byla
indukce ukoncena. Soucasné probihajici akutni T-burfikami zprostfredkovanad rejekce byla Iécena
metylprednisolonem nebo ATG.

Lécba AMR

Cilem studie bylo zhodnoceni ucinnosti terapie ve dvou obdobich s pouZitim rGznych postupd. V letech 2002—
2003 byli nemocni léceni 5 cykly PF, v letech 2004-2006 byli [éceni kombinaci 5 cykl( PF s aplikaci 5 davek IVIG
v davce 0,5 g/kg.

Vysledky



AMR jsme pozorovali u 26 nemocnych z 936 provedenych transplantaci ledvin v letech 2002-2006. V letech
2002-2003 jsme Iécili akutni AMR pomoci PF 13 pacientl z 350 nemocnych, ktefi podstoupili transplantaci
ledviny. V letech 2004-2006 bylo provedenych 586 transplantaci, u 11 nemocnych byla dignostikovana akutni
AMR, kterou jsme |éCili kombinaci PF a IVIG, 2 pacienti dostali k této kombinaci jeSté rituximab. Nemocni ze
skupiny PF/IVIG méli lepsi vysledky preZivani stépu rok po transplantaci v porovnani s historickou skupinou (p =
0,044 (Obrazek 8).
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Deset nemocnych ze skupiny PF/IVIG mélo funkéni $tép 1 rok po transplantaci a pouze 4 $tépy v skupiné s PP byli
funkéni do 1 roku po transplantaci. Sest transplantovanych ledvin ze skupiny PF bylo selhanych v prvnim roce a
3 nemocni zemteli. Pacienti [éCeni PF/IVIG méli trend k lepSimu preZivani pacientl (p= 0,056, Obrazek 9).
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Dva nemocni zemreli na bronchopneumonii a 1 nemocny zemrel doma s funkénim Stépem na kardiovaskularni
komplikaci. V obou skupinach jsme pozorovali stejny vyskyt infekénich komplikaci.

Co se tyce pozitivity C4d slozky komplementu, tak obé skupiny mély v rebiopsiich podobny vyskyt. AvSak nutno
pfipomenout, Ze rebiopsie ve skupiné PF/IVIG byly realizovany pozdéji vzhledem k lepsimu klinickému efektu.

Zaveér

Lécba kombinaci PF a IVIG predstavuje bezpecnou a ucinnou terapii akutni AMR. V soucasné dobé kombinace
plazmaferéz a aplikace intravendznich imunoglobulin( v 1é¢bé akutni AMR predstavuje standard 1écby, coZ bylo
potvrzeno i v KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) guidelines z roku 2010 pracovni skupinou
odbornik( v transplanta&ni mediciné (Kasiske BL. Et al., 2010) 2.



Clanek byl publikovan v €asopise Therapetic Apheresis and Dialysis. IF: 1,623
Plasmapharesis and Intravenous Immunoglobulin in Early Antibody-Mediated Rejection of the Renal Allograft:
A Single-Center Experience. Ther Apher Dialy. 2009 Apr;13(2):108-112.

5.2 Uginnost a bezpe&nost 1é¢by bortezomibem v 1é¢bé refrekterni akutni protilatkami-
zprostfedkované rejekce — pilotni studie

Uvod

Cilem nasi studie bylo analyzovat ucinnost a bezpe€nost podani bortezomibu a rituximabu v 1é¢bé refrakterni
(rezistentni) AMR. Rezistentni AMR je definovana perzistujici zhorsenou funkci renalniho stépu i pres I1écbu PF
s aplikaci IVIG a intravendzniho podani kortikosteroidd. Imunosupresivni protokol [é¢by rezistentni AMR zahriiuje
podani bortezomibu (1 cyklus predstavuje 4x podani bortezomibu v davce 1,3 mg/kg) pred kazdou PF, 1 davky
rituximabu (375 mg/m?) a intravendzni podani malé davky kortikosteroidd, jak bylo publikovano Walshem CR. et
al., 2012)°. V obdobi od 1/2012 do 6/2015 bylo v naSem TC provedeno 772 transplantaci ledviny a akutni
refrakterni AMR jsme diagnostikovali u 23 pacient( (3 %).

Metodika

Vsichni nemocni méli negativni komplement-dependentni crossmatch (CDC) pfed transplantaci. V dobé diagndzy
rezistentni akutni AMR mélo 52 % pozitivni CDC test. Pratokovou cytometrii jsme potvrdili pozitivtu na T-burnkach
u 56,5 % a na B-burikdch u 91,3 % nemocnych. DSA detekce byla provedena metodikou single bead assay
protildtkam proti HLA-A, B, DR a DQ antigenu. VSechna séra byla oSetfena metodou EDTA kvali eliminaci pro-
zone efektu. Byly stanovené hodnoty pozitivity: HLA I. tfidy 1000 MFI a Il. tfidy 2000 MFI.

Podle renalni funkce byli nemocni rozdéleni do 2 skupin: prvni skupinu tvofili nemocni, u kterych jsme po 6
mésicl l1écbé bortezomibem v dobé zaznamenali vzestup sérového kreatininu o vic nez 25 % oproti hodnoté
v dobé diagndzy akutni rezistentni AMR, druhou skupiny tvofili nemocni se stabilni rendlni funkci. Skupinu 1
tvofilo 7 pacientl, u kterych bylo v porovnani se skupinou 2 (16 nemocnych) vyznamné horsi 3leté prezivani
$tépu (p=0,019) Obr. 1).

Vysledky

V rizikové kohorté progresorl byla vétSina pacientd muzského pohlavi, statistickou analyzou jsme nepotvrdili
rozdily v HLA neshodach, HLA mismatchich, dobé dialyzy ¢i dobé ndstupu rozvoje funkce transplantované ledviny.

Obr. 1: Prezivani StépU: progresofi vs non-progresori
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Diagndéza byla zalozena dle Banffské klasifikace z roku 2011 (Mengel M., 2012) 1°. Casnad akutni AMR byla
diagnostikovana nejdéle 3 mésice po transplantaci ledviny. Pacienti s diagnézou refrakterni AMR byli nejprve
Ié¢eni konvenéni 1éEbou AMR: 5 cykll PF + 5 davek IVIG (0,5 g/kg). V pfipadé selhani konvenéni 1éCby byl pouZit
protokol s bortezomibem a rituxiambem. Z nezadoucich Gcinkd lécby nejcastéji dominovaly hematologické
komplikace: trombocytopenie (78,3 %), leukopenie (56,5 %), dale to byly Castéjsi mocové infekce (34,8 %) a
septické stavy (30,4 %). Zavaznou komplikaci byla polyneuropatie dolnich koncetin, ktera byla prokazana u 6
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pacientll, pouze u 2 nemocnych doslo k vyléceni nemoci. Lééebny protokol s bortezomibem byl pacienty dobre
tolerovan, bez prikazu zavaznych oportunnich infekci ¢i malignich onemocnéni.

Po léCbé bortezomibem jsme pozorovali signifikantni pokles DSA ve HLA tfidé B (p = 0,004) a HLA tfidé DR (p =
0,0005), Ié¢ba neovlivnila HLA tfidy A (p = 0,106) a HLA ve tfidé DQ (p = 0,18) (Wilcoxon-matched pairs-signed
rank test).

Vsechna séra byla predpfipravena s EDTA k vylouceni pro-zone efektu (rozliseni poklesu DSA v . tfidé, DR a DQ).
Analogické vysledky s depleci (de novo) DSA byly publikovéany Touzot a kol., ktefi pozoroval snizeni DSA-DR, ale
nedoslo k poklesu DS-DQ protildtek (Touzot M. et al., 2015)%.

PreZivani stépl ledvin s diagndzou akutni rezistentni AMR (skupina | vs. skupina Il) je zobrazeno ve obr. 10.
Nemocni s dobrou klinickou odpovédi (skupina 1I) méli signifikantné lepsi prezivani stépu (p = 0,019). Pacienti
s pretrvavajici zhorSenou funkci (elevace sérového kreatininu) (skupina 1) méli zavaznou nefrotickou proteinurii.
Ktivka prezivani stépl po IéCbé akutni rezistentni AMR vs. pfezivani nemocnych, ktefi podstoupili retransplantaci
je srovnatelna (p = 0,159). Statisticky byl potvrzen rozdil ve 3letém preZivani transplantovanych $tépl po prvni
transplantaci a prezivani $tépl po |écbé rezistentni AMR (p = 0,006), taktéZ jsme potvrdili vyznamny rozdil
ve 3letém prezivani $tépu po 1. transplantaci a retransplantacich (p = 0,0132) (Obr. 2).

Obr. 2: Trileté prezZivani $tépQ: 1. transplantace, retransplantace a pacienti IéCeni pro rezistentni AMR

100-@5.% . —r o u
.n"""t.-.r.-.-'- ----- -
E au_ lesslansnnalans
E =~ 1 transplantation
2 60+ =1= Refransplantation
E a0 + 1+ Resistant AMR
G p=0.0005
o 20
0 T T 1
0 12 24 36
Subjects at risk Months
1st transplantation 655 537 361 164
Retransplantation 115 78 43 21
Resistant AMR 23 21 19 15

Zaveér

Terapeuticky protokol zaloZzeny na podavani bortezomibu pfti 1éCbé rezistentni AMR byl bezpecny a dobre
tolerovan. Nepozorovali jsme Zivot ohroZujici komplikace jako oportunni infekce nebo maligni onemocnéni.
Stfedni doba prezivani $tépd nemocnych s akutni rezistentni AMR byla srovnatelnd s pfeZivanim $tépd po
opakovanych transplantacich.

Poddavani bortezomibu v kombinaci s rituximabem a plazmaferézami bylo Gcinné ke snizeni hodnot DSA-B a DSA-
DR, ale nebylo dostatecné ucinné ke snizeni darcovsky-specifickych protilatek DSA-A a DSA- DQ.

Vzhledem k mozZné toxicité bortezomibu je pouZiti v IéCbé znacné limitovano.

Clanek byl publikovan v ¢asopise HLA. IF: 1,0
Efficacy and safety of BORTEZOMIB treatment for refraktory acute antibody-mediated rejection — a pilot study.
HLA 2018 Dec;92 Suppl (2):47-50.

5.3 Solubilni CD30 a hepatocytarni rastovy faktor jako prediktivni marker protilatkami
zprostfedkované rejekce transplantované ledviny

Uvod
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Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce (AMR) i pres Uspésnou lécbu casto vede k rozvoji chronické
nefropatii Stépu. Monitorace pre- a posttransplantacnich sérovych koncentraci solubilni CD30 (sCD30) molekuly,
slouZi k predikci rizika vzniku rejekce Stépu a nasledné k jeho selhani.

CD30 molekula je aktivaéni marker exprimovany na CD8+ a CD4+ lymfocytech, ktery stimuluje B buriky a inhibuje
Th1 imunitni odpovéd. Jeho solubilni forma je proteolyticky uvolnéna z povrchu lymfocytu aktivaci zinkové
metalloproteinazy. Vazbou CD30 molekuly pomoci ligandu na B-lymfocyty dochazi k proliferaci a sekreci
imunoglobulinu

Novym pfislibem se jevi hepatocytarni ristovy faktor (Hepatocyte growth factor — (HGF)). HGF je multifunkéni
cytokin, jehoZ koncentrace vzrista pfi rejekci u organovych transplantaci. Jedinou praci, ktera se zabyva predikci
rozvoje akutni rejekce pomoci sledovani sCD30 a koncentrace HGF je prace Mahmouda K. et al., 2007%? u
pfijemcu transplantovanych ledvin.

Cilem nasi retrospektivni prace bylo klinické zhodnoceni namérenych hodnot sCD30 a HGF k predikci tvorby DSA
a zaroven posoudit riziko rozvoje AMR u pfijemcll po transplantaci ledviny. Hodnoceni sCD30, HGF koncentraci
a anti-HLA protilatek bylo pred transplantaci a v pravidelnych intervalech po transplantaci.

Metodika

V nasi studii bylo analyzovano 205 pacient(, ktefi podstoupili transplantaci ledviny v obdobi od ledna 2006 do
prosince 2007. Krevni sérum bylo odebrdno kratce pred transplantaci, 2 tydny a 6 mésicl po transplantaci
ledviny. Median sledovani pacientl po transplantaci byl 730 + 20 dni. U vS§ech nemocnych jsme vysetfili sCD30
pred transplantaci pomoci ELISA testu. Hrani¢ni hodnota pro pozitivitu byla 100 U/ml na zékladé dostupnych
udaju z literatury. HGF koncentrace byla méfena pomoci Fluorokin xXMAP cytokininového multiplexového testu.

Vysledky

V nasem souboru byla vyssi incidence preformovanych protilatek HLA v I. tfidé u nemocnych, ktefi ztratili ledvinu
z imunologickych pficin v porovnani s funkénimi stépy ledvin (45 % vs. 28 %, p = 0,082). Ve dvouletém obdobi 5
% nemocnych selhalo zdGvodu zavainé rejekce a u 6,8 % nemocnych doslo k Umrti nebo ztraté
transplantovanych ledvin z jinych pfricin nez akutni rejekce. Vyssi incidence vzniku akutni AMR byla pozorovana
u nemocnych po opakovanych transplantacich. Hodnota solubilniho CD30 ptfed a po transplantaci ledviny
nekoreluje s prezivanim stépu do konce sledovaného obdobi. Pozorovali jsme tendeci k vyssi incidenci AMR u
nemocnych pfed retransplantaci s elevaci sCD30 (=100 U/ ml) (p = 0,051). Nebyla prokdzana korelace mezi sCD30
a vyskytem AMR u prvnich transplantaci, avSak v pfipadé pozitivnich hodnot sCD30 a pfi pfitomnosti antiHLA
protilatek je pfitomna vyssi incidenci AMR (p < 0,001).

Samotna HGF koncentrace neni asociovana s incidenci AMR, také nebyla nalezena korelace mezi HGF a
prezivanim stépl. U nemocnych, u kterych kratce po transplantaci dochazi k poklesu sCD30, hodnota HGF
vzristd, 480 * 249 pg/ml pred a 1108 + 714 pg/ml 2 tydny po transplantaci. Nizsi pfedtransplantacni hodnoty
HGF koreluji s pfitomnosti HLA protilatek ve Il. tfidé pred a 6 mésicl po transplantaci, ale ne s hodnotami HLA
protilatek I. tfidy (p < 0,001 vs. p = 0,05).

Nemocni s nizkymi hodnotami HGF a vy$simi hodnotami sCD30 pfed transplantaci maji vysoké riziko rozvoje
AMR.

Simultanni pfitomnost anti-HLA protilatek 1. a Il. tfidy (CLI +/ CLII +) pfed transplantaci, je signifikantni faktor
rozvoje AMR. Validace byla provedena na celé kohorté (OR 12,87; Cl 4,24-39,26) a nemocnych po prvni
transplantaci (p < 0,0001). Nemocni po retransplantacich méli nejkratsi dobu do rozvoje AMR u skupiny CLI +/
CLII +, i kdyz nebyla dosaZena statisticka vyznamnost (62,5 %; n = 16).

Zaveér

Nase studie ukazuje, Ze hodnota sCD30 spolu se soucasnou pfitomnosti anti-HLA protilatek pred transplantaci
signifikantné predikuje rozvoj AMR. V budoucnosti ve studiich by mohla byt zodpovédéna otazka vyznamu HGF,
jednak jako markeru akutni rejekce nebo jeho vysoké koncentrace pred transplantaci jako protektivniho faktoru
vzniku rejekce.

Clanek byl publikovan v ¢asopise Transplant Immunology. IF: 1,697

Soluble CD30 and Hepatocyte growth factior as predictive markers of antibody-mediated rejection of the
kidney allograft. Transplant Immunlogy. 2011 Jul;25(1):72-76.
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5.4 Solubilni BAFF cytokin a protilatkami zprostfedkovana rejekce po tranpslantaci ledviny

Uvod

Protilatkami-zprostfedkovana rejekce predstavuje zédvazinou imunologickou komplikaci, kterd mulze vyustit
v selhani Stépu transplantované ledviny.

Je zndmy podil cytokinG pfi tvorbé a vyzravani B lymfocytl. B-burikami aktivujici faktor (BAFF) je cytokin, ktefi
patii do rodiny TNF a podporuje prezivani, vyzravani a aktivaci B lymfocytl. BAFF existuje ve 2 formach: jako
transmembranovy protein a jako solubilni trimer. Exprese BAFF je zesilena pomoci IFN-a, IFN-y a IL-10. Excesivni
tvorba BAFF mUiZe spoustét autoimunni onemocnéni, jako napt. systémovy lupus erythematosus, revmatoidni
artritidu a jiné. BAFF prispiva k produkci DSA a koreluje s poruchou funkce $tépu transplantované ledviny.

Cilem nasi studie bylo porovnat BAFF hodnoty mezi pacienty ve vysokém imunologickém riziku
s diagnostikovanou AMR a kontrolni skupinou bez rejekce, a zjistit, zda stanoveni koncentraci BAFF koncentraci
muZe byt diagnostickym markerem k predikci AMR.

Metodika

Do studie bylo zahrnuto 36 nemocnych, 19 pacientli s AMR v obdobi 2009-2013. AMR byla diagnostikovana do
2. mésice po transplantaci ledviny, pacienti byli sledovani do 1 roku po transplantaci. Pacienti z kontrolni skupiny
byli transplantovani v letech 2004—2005, po transplantaci méli okamzity rozvoj funkce Stépu a neméli Zadnou
rejekci v obdobi 10 let po transplantaci. Material byl ziskdn 0-21 dnl pred transplantaci. U nemocnych bez
prikazu rejekce jsme stanovali BAFF 3 mésice po transplantaci, zatimco nemocni s AMR méli stanoveni BAFF
v rozpéti od 0—2 mésice po transplantaci. V nasi studii byl analyzovan pouze solubilni BAFF.

Hodnoty BAFF byly méfeny pomoci Xmap (Luminex), minimalni koncentrace byla stanovena na hodnotach 0,56
pg/ml. Hranice pro stanoveni anti-HLA protilatek byly 1000 MFI pro . tfidu a 2000 MFI pro II. tfidu.

Vysledky

Nemocni s AMR méli signifikantné vy3si hodnoty sérového kreatininu po transplantaciv 1., 3., 6. a 12. mésici.
Rizikové faktory pro vznik AMR

Hodnoty BAFF v séru byly vyssi u nemocnych bez vyskytu AMR pred transplantaci neZz u nemocnych, ktefi vyvinuli
AMR, avsak bez statistické signifikance. Po transplantaci byly potvrzeny statisticky vyssi hodnoty BAFF u ptijemct
bez rejekce (Obrazek 1).

Obrazek 1: Koncentrace BAFF pred a po transplantaci, p < 0.05
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Rizikové faktory pro vznik kombinované AMR a ACR rejekce

Hodnoty BAFF pred transplantaci byly nizsi u pfijemca s rejekci, avsak bez statistické signifikance. Naproti tomu
hodnoty BAFF po transplantaci byly statisticky nizsi u nemocnych s kombinovanou AMR a ACR (Obrazek 2). Pfi
analyze nemocnych s AMR a hodnotou BAFF pred a po transplantaci nebyla nalezena korelace vzhledem k tvorbé
DSA (Obrazek 3).

Obrazek 2: BAFF pred a po transplantaci u nemocnych bez rejekce, s AMR a ACR+ AMR, p< 0.
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Zavér

Srovnanim koncentrace cytokinu BAFF pfed a po transplantaci ledviny jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil
mezi pacienti, ktefi vyvinuli akutni rejekci oproti nemocnym, ktefi akutni rejekci neméli. Hodnoty BAFF v dobé
AMR byli signifikantné nizsi u nemocnych, ktefi méli sou¢asné kombinovanou AMR a ACR, neZ u pacientl bez
rejekce. Nemocni, ktefi méli pouze akutni AMR, méli trend k nizsim koncentracim BAFF. Nepozorovali jsme
korelaci mezi hodnotami BAFF a produkci DSA pfi AMR. Nase méreni podporuji myslenku, Ze solubilni BAFF
muZe byt pomocnym markerem probihajici AMR, zejména pfi soucasné pritomné protilatkami zprostfedkované
rejekci v kombinaci s akutni celuldrni rejekci po transplantaci ledviny.

Clanek byl publikovan v ¢asopise Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis. IF: 2,040
Soluble BAFF Cytokine Levels And Antibody-Mediated Rejection of the Kidney Allograft. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 2016 Dec;64(1):47-53.

5.5 Transkriptom u akomodace a subklinické protilatkami zprostfedkované rejekce po
transplantaci ledviny

Uvod

Transplantace ledviny od ABO inkompatibilnich darci predstavuje moZnost navySeni poctu transplantaci.
Desensitizacni protokoly u ABOi transplantaci vedou ke sniZeni titru hemaglutinind, nicméné pfitomnost nizkého
titru hemaglutininu ukazuje na interakci mezi protilatkou a endotelem. Ta se pak projevi pfi histologickém
vysetieni biopsie Stépu jako depozice C4d slozky komplementu v PTC. V IKEM aZ 76 % kontrolnich biopsii ve 3.
mésici po transplantaci vykazovalo pozitivni C4d nalez pfi soucasné stabilni funkci ledvinného stépu (Osickova K.
etal., 2018, Hruba P. et al., 2019)'*14, Tento stav je oznalovan jako akomodace. Vlastni mechanismus akomodace
nebyl dosud dostate¢né objasnén. Vysledky vychazejici z in vitro studii na kulturach endotelidlnich bunék (lwasaki
0., NomaK., 2012)% ukazuji na moznou ulohu regulaénich proteini komplementu a protiapoptotickych protein(.
Podobna situace je u pacientd, ktefi podstupuji HLA inkompatibilni transplantaci, tj. transplantace provedena od
darcl ledvin, proti kterym pfijemce vytvari DSA. Také u téchto pacientl C4d depozice v PTC potvrzuje interakci
mezi DSA a endotelem a je povaZovana za diagnosticky marker AMR. Nicméné u HLAi pacient( s nizkymi
hladinami DSA a C4d pozitivhim nalezem v protokolarnich biopsiich mlze byt funkce $tépu stabilni. Na rozdil od
ABOi inkompatibilnich transplantaci ledvin, vysledky HLAi inkompatibilnich transplantaci s preformovanymi DSA
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maji horsi prezivani nez HLA kompatibilni transplantace. Hypotéza nasi prace byla, Ze mechanizmy, které vznikaji
nasledné po vazbé protilatky na cévni endotel u ABOi a HLAI transplantaci, jsou rozlisné.

Metodika

Soubor pacientu

Provedli jsme retrospektivni, observacni studii, které se Gcastnila dvé transplantacni centra, IKEM a Hannover.
Cilem studie bylo zjistit, jaky je rozdil mezi biopsiemi, kde je C4d depozice vyvoladna pFitomnosti hemaglutinind,
a biopsiemi, kde je depozice C4d vyvolana pfitomnosti DSA. Pomoci microarray Cipové analyzy jsme porovnali
transkripéni profil tfimési¢nich protokolarnich biopsii u t¥i skupin pacientt: 1. C4d-pozitivni biopsie pacientl po
ABOi transplantaci se stabilni funkci Stépu (n = 11) 2. C4d-pozitivni biopsie pacientl po HLAI transplantaci s DSA
s diagndzou subklické AMR (n=7) a 3. C4d-negativni biopsie pacientli po HLA kompatibilni transplantaci s
normalnim nalezem a stabilni funkci Stépu (n = 8).

Pacienti v kontrolni skupiné neméli detekovany DSA a méli nizké PRA. Kromé pozitivity C4d méli vSechny 3
skupiny pfiblizné stejné Banff skore.

K validaci rozdild mezi skupinami, zjiSténych pomoci microarray analyzy, jsme pouzili soubor 27 nemocnych, ktefi
byli transplantovani v obdobi mezi roky 2005 a 2016 v IKEM a Hannover Medical School. Pro tuto validaci byla
zvolena technika RT-gPCR. Klinické charakteristiky byli stejné jako u pacientd analyzovanych pomoci microarray.

Vysledky

SAMR u HLAi a akomodace u ABOi transplantaci sdili podobnou drdhu/cestu imunoaktivace jako C4 negativni
kontroly

U ABOi skupiny byla zvy3ena exprese transkriptd asociovanych s GO terminem mitochondrion (p = 0,016) a u HLAI
skupiny s GO terminy oxidation and reduction (p = 6.90 x 107®°), carboxylic and organic acid catabolic processes (p
=3.70 x 10%) a nékolik GO termin( souvisejicich se skupinou solute carrier family genes (ion transport, cation
transport, anion transport).

Transkripty zvySené u kontrolni skupiny byly zastoupeny méné, v 31 % (v porovnani s ABOi skupinou) a 40 % (v
porovnani s HLAi skupinou) ze vSech deregulovanych genu. Tyto traskripty se zvySenou expresi u C4d negativnich
nalez( v porovnani s ABOi skupinou byly asociovény s GO terminy defense response (p = 2,7 x 10°®), response to
wounding (p = 5,3 x 10°°), inflammatory response (p = 1,00 x 10*) a complement activation (p = 6 x 1073).
Exprese proteind regulujicich komplement CD46 a CD59 je asociovana s C4d pozitivitou

ZvySena exprese CD59 transkriptu, spolu se sniZzenou expresi C5 transkriptu pouze u ABOi skupiny naznacuje
moznou regulacni tlohu této molekuly v akomodaci. U obou inkompatibilnich skupin pacient (ABOi i HLAI) byla
zvySena exprese CD46 (MCP). CD46 je kofaktor, ktery ktery se Ucastni degradace sloZzek komplementu C3b a C4b.
Pti porovnani pouze ABOi a HLAI skupiny s C4d negativni kontrolou byla zvysena aktivace komplementové drahy
pozorovana pouze u HLAi kohorty.

Zvysend exprese metalotionein(i a transkriptt z rodiny solute carrier family u HLAi v porovndni s ABOi Stépy
Pomoci microarray jsme porovnali transkripéni profil mezi C4d pozitivnimi biopsiemi ABOi a HLAi pacientd.
Genova anotacni analyza gen, jejichz exprese byla snizend u ABOi skupiny odhalila asociace s GO terminy
cadmium ion binding a nékolik GO terminli s vysokou expresi transkritpl z rodiny solute carrier family
(basolateral plasma membrane, plasma membrane a anion transmembrane transporter activity). Sest transkriptQ
spadajich do GO terminu cadmium ion binding patfi mezi metalotioneiny prvni tfidy (MT1F, MT1G, MT1H, MTIE,
MTIM and MT1X).

Validaci byla potvrzena sniZena requlace metallothionini a transkripti genu z rodiny solubilnich transportéri u
ABOi kohorty

Validaci pomoc RT-gPCR jsme potvrdili nizsi expresi transkriptl z rodiny solute carrier family (SLC4A1: anion
exchanger, p =0,018; SLC4A9: sodium bicarbonate cotransporter, p = 0,003; SLC17A3: organic anion transporter,
p = 0,045; SLC12A3: sodium/chloride transporter, p = 0,035; SLC30A2: zinc transporter, p = 0,037) a nizsi expresi
metalotionenint MTI1F (p = 0,045), MT1G (p = 0,031) a MT1X (p = 0,021) u ABQi pacientl v porovndni s HLAI
pacienty (Obr. 1).
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Obrazek 1: Exprese transkriptom( u ABOi a HLAI transplantaci
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€lanek byl publikovan v ¢asopise Transplantation. IF: 4,26
Molecular Patterns Discriminate Accommodation and Subclinical Antibody- mediated Rejection in Kidney
Transplantation. Transplantation. 2019 May;103(5):909-917.

6. Diskuze

Transplantace ledvin od HLA inkompatibilnich pfijemcl stimuluje aloimunni odpovéd, kterad je klinicky vyjadrena
jako rejekce Stépu. Se zavedenim cyklosporinu do klinické praxe v 80. letech doslo k vyraznému snizZeni incidence
akutnirejekce. DalSim dllezitym momentem ve vyvoji bylo zavedeni T-bunécné deplece jako indukéni 1éby v 90.
letech. Vyrazné sniZeni incidence akutni rejekce vyznamne zlepsilo kratkodobé i dlouhodobé vysledky prezivani
transplantovanych ledvin.

Akutni rejekci délime podle mechanizmu ucinku na T-burikami a B-burikami zprostfedkovanou (protilatkovou)
rejekci. Mezi rizikové faktory rejekce patfi sensitizace HLA systému (PRA), opakované transplantace, afro-
americké etnikum. Wehmeier C. a kol (2017)* uvadéji jako riziko, pfedtransplantaéni DSA a HLA AB/DR neshody
jako hlavni riziko protilatkami zprostfedkované a T-burikami zprostfedkované rejekce.

Imunopatogeneze

Humoralni odpovéd stépu je vysledkem rozpoznavani ,non-self” darcovskych HLA antigenu a rozvoj darcovsky-
specifickych anti-HLA protilatek (DSA). Hlavni histokompatibilni komplex pozlstava ze tfi lokusut I. tfidy (HLA- A,
-B, -C) a deviti lokust antigenl Il. tfidy (alfa a beta Fetézce HLA -DR, -DP, -DQ), které jsou tvoreny vice nez 10 000
sekvencemi nukleotidd, které koduji vice nez 700 unikatnich proteind (Thomas KA. a kol., 2015)Y. Vysledkem
tohoto extrémniho polymorfizmu je, Ze vicero aminokyselin je pfitomno na tercidlni struktufe HLA a vyznamnost
je zavisla na konstituci a usporadani na epitopu HLA molekuly. Pfedtransplanta¢ni matching epitopl je mozno
vyuzit v redukci de novo DSA strategii (Wiebe C. et al., 2013; Geneugelijk K. et al., 2015) 18 %2,

Patognomické pro vznik rejekce mohou byt i non-HLA protilatky, jako napfiklad anti-endothelidlni protilatky,
protilatky proti angiotenzinu Il receptoru 1, které jsou nezavislym rizikovym faktorem ztraty Stépu, které jsou
asociovany s histologickymi znamkami AMR bez prlikazu DSA (Giral M. et al., 2013; Taniguchi M. et al., 2013;
Banasik M. et al., 2014; Lee J. et al., 2015)?° 21 2223, Obdobné vysledky pfeZivani $tépl pacientl jsou pfi detekci
MICA protilatek (major histocompatibility complex class I-related chain A) (Terasaki PI. Et al., 2007)?*. Mnoho
antiendothelidlnich protilatek mdZe zahrnovat agrin, vimentin, perlecan endoglin, Fms-like tyrozin kindza-3
ligand, EGF like repeats a discoidin I-like doménu 3, intercelularni adhezivni molekula 4 a dalsi komponenty
(Jacskon AM. et al., 2015)%.

Protilatky navazané na povrchu endotelu jsou mediované anti-inflamatornimi a proinflamatornimi mechanizmy
pres klasickou komplementovou drédhu (Sheena JH., Heeger PS., 2015)%. Stépnym produktem komplementu
vznikaji chemoatraktanty, které spolecné s lymfocyty a termindlnou slozkou komplementu vytvari MAC, ktery
ochrafiuje endothelidlni bufiku pfed jej osmotickou lyzou (Drachenberg CB., Papadimitriou JC., 2013)%.
Endothelialni buriky jsou stimulovany Willebrandovym faktorem a rychlou vazbou trombocytd (Kuo HH. Et al.,
2015)?8 pfi zanétu a poskozeni endothelu. Protildtky jsou taktéZ navdzany pomoci Fc &4sti receptoru na monocyty,
makrofagy, neutrofily a NK buriky (Thomas KA. et al., 2015)*. Dil&Zitou roli hraje na protilatkach zavisla bunéénd
toxicita, zejména NK bunky, které byly popsany microarray analyzou v biopsiich rendlnich $tépl pfi AMR.
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Pfedstavuji komplement nezdvislé C4d negativni mechanizmy poskozeni graftu. Spojenim sFc receptoru s NK
burikami zpGsobi uvolnéni cytotoxickych granul a stimuluje produkci cytokind, jako jsou TNF-a, IFN-y (Resch T. a
kol., 2015)%. Rozdil v glykosylaci a sialylaci Fc &asti mlZe alterovat afinitu Fc receptoru, kterd se podili na
patogenezi tvorby protilatek (Malard- Castagnet S. et al., 2016)3°.

Diagnéza

Diagnostika akutni AMR je zavisla na pochopeni patofyziologickych mechanizmd, které vznikaji pfi poskozeni
Stépu a pouZiti novych diagnostickych technik. Revidované Kklasifikacni schéma (Banff 2013) zahrnuje
diagnostickd kritéria vzniku akutni AMR. 1. pfitomnost DSA, 2. evidence jejich interakce s vaskuldarnim
endothelem a 3. pokozeni tkdné (Haas M. et al., 2014)3L,

DSA

pomoci bunécénych technik. Pozdé;jsi vyuziti solid-phase assay a single-antigen bead assay nam umoznilo
rozpoznat potognomické protilatky s cilem zamezit vzniku rejekce s abruptnim priibéhem, ktera vedou ke
ztraté Stépu. Vysoky stupen senzitivity u single-antigen bead assay pro klinickou interpretaci vyvstavd mnoho
otazek a postupl zejména u nemocnych s vysokym imunologickym rizikem. Stfedni intenzita fluorescence
(Mean Fluorescence Intensity, MFI) predstavuje neljepsi ,,semi-kvantitativni“ popis sily protilatky. Beads
(kulicky) mohou také obsahovat denaturované HLA antigeny, které urcuji patogenicitu a mohou

nadhodnocovat senzitizaci (Visentin J. a kol., 2014)32. Mnoho nemocnych mé inhibitory, které fale$né snizuiji
hodnotu MFI, véetné HLA protilatek, které jsou navazané na komplement a mohou blokovat misto detekce
protilatky, tento jev se nazyva ,pro-zone efekt”. Jeho zamezeni dochazi, kdyz jsou séra ,predlécena” s EDTA
nebo dopliujicim vySetfenim s komparaci Clq testu.

Interakce s vaskularnim endotelem

Vaskularni endotel pfedstavuje biologickou komunikaci mezi darcovskou tkani a protilatkami prijemce. Protilatky
vedou k aktivaci klasické komplementové cesty. C4d je Stépnym produktem aktivace slozky komplementu C4,
ktera je kovalentné navdzana na endotel bunék Stépu, poskozeni Stépu zdavislé na komplementu vyusti do
poruchy funkce bazalni membrany (Feucht HE. et al., 1993)2. Kromé& C4d pozitivnich akutnich AMR, existuje
fenotyp C4d negativnich akutnich AMR. Sis B. a kol., 20103 zjistili, Ze s endothelem-asociovany transkriptom
(ENDAT), pfi pozitivnich DSA a histologickych zménach potvrzujicich AMR jsou C4d negativni formy AMR (Sis B.
et al., 2010) 33.

Poskozeni tkané

Histologicky se poSkozeni tkané projevi jako mikrovaskuldrni inflamace vyjadfena jako peritubularni kapilaritida
(ptc> 0) a glomerulitida (g> 0), trombotickd mikroangiopatie, fibrinoidni nekréza arteriol (v3-léze), akutni
tubuldrni atrofie bez jasné pfitiny (Haas M., 2012)34. Intimalni arteritis nebo v-léze mé specifické postaveni
v klasifikaci AMR, v minulosti se nalez hodnotil jako Cista T-bunikami zprostfedkovana rejekce (TCMR), nyni je
v aktualizované Banffské klasifikaci z roku 2013 ndlez hodnocen akutni poskozeni tkané pri AMR, intimalni
arteritis (v> 0). Vysvétleni je dano lézi, ktera je demonstrovana CD68 positivnimi makrofagy, ktera je asociovana
s 3x vy38im rizikem ztraty $tépu v porovndni AMR bez intimalni |éze. Lefaucheur C. a kol., 2013% popisuji, ze
smiSend rejekce TCMR a AMR tvofi vétSinu humoralnich rejekci. Zajimavé je, Ze mnoho nemocnych s v-1ézi méli
molekularnich profil bez pfitomnosti rejekce. Je dilezité spravné interpretovat TCMR v kontextu doby od
transplantace a pritomnosti DSA.

Nové techniky

Biopsie Stépu predstavuje zlaty standard pfi hodnoceni rejekce $tépu, méreni DSA, C4d barveni a histologické
vySetfeni ma své limitace. Pfinosem k upfesnéni diagnostiky a stratifikace rizika je vyuziti ,,molekularniho
mikroskopu®. Sis B. a kol., 2009% zjistili, Ze vysoka exprese ENDAT umoZfiuje lepsi predikci ztraty $tépu nei
stanoveni C4d (71 % vs. 31 %), jako problém se jevi nizka specifita (71 % vs. 94 %) (Sis a kol. 2009) 3¢, Loupy A. a
kol., 20143! pF¥idali ke skérovacimu systému AMR pomoci molekuldrniho mikroskopu i endotelidlni selektivni DSA
transkriptom ke konvencim metodam stanoveni ¢asné AMR a zjistili, Ze nezavisle predikuje ztratu stépu. VyuZiti
molekularniho mikroskopu nam umozni lépe Fidit, resp. ,,usit na miru” imunosupresivni Iécbu (Loupy A. et al.,
2014)3L, Ve fazi vyzkumu je obdobné vyuziti krve nebo moti ke stanoveni genového transkriptomu (HA M., Kim
VN., 2014; Ong SG. et al., 2015) 37,38,

Dalsi neinvazivni diagnostika je stanoveni volné frakce darcovské DNA v periferni krvi (donor- derived cell- free
DNA (cf-DNA)). Studie DART z roku 2017 stanovala cf- DNA u 242 biopsii (204 indikac¢nich) s negativni prediktivni
hodnotou AMR 96 % pfi cut- off 1 % v krvi pfijemce, aviak pozitivni prediktivni hodnota byla pouze 44 % (Bloom
RD. et al., 2017)%. Clark WF., Huang SS., 2019 “° stanovili cut- off 0,74 % cf- DNA u 63 indika¢nich biopsii a zjistili
pozitivni prediktivni hodnotu AMR 69 % s negativni prediktivni hodnotou 100 %, problém této tudie je, Ze
nerozlisila samotnou AMR a kombinovanou AMR s podilem T-bunééné rejekce.
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Prognoza a stratifikace rizika

Nemocni po transplantaci ledviny s anamnézou akutni AMR maji signifikantné horsi prognézu prezivani funkce
Stépu v porovnani s nemocnymi, ktefi maji vanamnéze akutni TCMR nebo neméli Zadnou rejekci. Orandi BJ. a
kol., 2016* identifikoval 6 % nemocnych s akutni AMR do 1 roku od transplantace ledviny. Jejich Sleté pFeZiti
$tépu s diagndzou akutni AMR ve srovnani se zdravymi kontrolami bylo 69 %, resp. 92,5 %. Dérje C. a kol., 201342
poukazuje na ¢as vzniku AMR. Ztratu $tépu po 4 letech u nemocnych s AMR, ktera byla do 3 mésicl (median 10
dni) od transplantace byla 25 % v porovnani s nemocnymi, u kterych byla diagnostikovana pozdni AMR (vice nez
3 mésice od transplantace, median 22 mésicu), ktera Cinila 40 %. Transplantace mezi HLA inkompatibilnimi pary
zvysuje riziko vzniku akutni AMR azZ na 50 %, zavisi na mife inkompatibility ¢i pouZiti desensitiza¢ni 1écby (Dérje
C. et al.,, 2013)*2. Malheiro J. a kol., 2015* publikovali, Ze DSA vice neZ 3 000 MFI jsou asociovany s rozvojem
akutni AMR a suma vSech DSA vice nez 11 000 MFI ma specifitu 92,3 % pro predikci vzniku akutni AMR (Malheiro
J.etal., 2015) %,

Preformované DSA vedou k aktivaci komplementu, ktery poskozuji transplantovany organ. DSA, které jsou
navazany pomoci Clq slozky komplementu, aktivuji klasickou cestu komplementové kaskady. Loupy a kol.
testovali 1016 nemocnych, ktefi méli pozitivni Clq test a zjistili, Ze tyto protilatky zvysuji riziko vyskytu akutni
AMR, zavazné postihuji $tép a étyfndsobné zvysuiji riziko ztraty $tépu (Loupy A. et al., 2013)*, Je dileZité stanovit
podtridy IgG, specialné IgG1 a 1gG3, které vazi komplement a predstavuji dalsi rizikovy faktor pro vznik akutni
AMR. Lefaucheur C a kol., 2015 vysetfili 125 nemocnych, kteti vyvinuli DSA jeden rok po transplantaci a zjistili, ze
pacienti simunodominantnimi DSA ve tfidé 1gG3 wvyvinuli rychleji rejekci v dlsledku zvySeni poskozeni
mikrocirkulace s pozitivtou C4d, které predstavuji vétsinu AMR (Lefaucheur C. et al., 2015)*. | pfes uvedend data
neni jasné, zda fixace komplementu skuteéné muZe zastoupit méfeni koncentrace protilatek (Guidicelli G. Et al.,
2015) .

Pfed zavedenim C4d negativni formy AMR do klasifikace mnoho dat z literatury ukazovalo na horsi preZivani
$tépl pfi C4d pozitivité (Herzenberg LA. et al., 2000; Lederer JA,, et al., 2001)*” #8, Kapilaritida C4d pfedstavuje
riziko akutni a zavaini formy AMR. Kikic Z. a kol.,2015*° analyzovali 1976 renélnich biopsii a zjistili, e nemocnf
s C4d pozitivitou s nebo bez histologickych znamek AMR méli horéi prezivani $tépd (Kikic Z. et al., 2015)%.
V protikladu s publikovanymi daty je, Ze mikrovaskuldrni inflamace s pozitivitou C4d ma znacny prognosticky
vyznam.

Lécba

Principem Iécby je inhibice rdznych mechanizm( cest vedouci k AMR, které indukuji poskozeni stépu a zahrnuji
inaktivaci B bunék (rituximab, splenektomie), protildtky produkujici plazmatické buriky (bortezomib),
odstranovani protilatek a imunomodulace (vymény plazmy, IVIG), inhibice protilatek, které indukuji terminaini
komplementovou aktivaci (eculizumab). | pres mnohé lécebné zasahy existuje pouze malo dat, které podporuji
kombinacni 1éCbu s jasnym benefitem pro pacienta. Od roku 1950 do roku 2011 bylo provedeno pouze 12
kontrolovanych studii s nizkym poc¢tem pacientl (od 5 do 23 nemocnych s rlznymi zarazovacimi kritérii). VSichni
autofi ptijali zavéry, Ze existuji Ié¢ebné protokoly s nizkou evidenci efektivity.

| pfes limitovana data vSak bylo dosazeno konsenzu, Ze provedeni plazmaferéz a aplikace IVIG je 1é¢ebnym
standardem, tak jako jsme to potvrdili i v nasi studii (Archdean P. et al., 2011)°°. Otazkou je strategie ddvkovani
a pocet provedenych procedur. | pfes nizkou evidenci ucinnosti PP + IVIG Food and Drug Administration (FDA)
pracovni skupina pro AMR v roce 2017 (Velidedeoglu E. et al., 2018)°! a KDIGO (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes v roce 2010 (Kasiske BL. et al., 2010)8 pFijali jako standard of care v 1é&bé akutni aktivni AMR. Zlep3eni
kratkodobych vysledkl potvrzuji studie Rocha PN. et al., 20032, Lefaucheur C. et al., 2009°3, Montgomery RA.,
et al., 2000°4, Bshmig G. et al., 2007°°. Dlouhodoby ucinek je variabilni (Schinstock CA. et al., 2020)°®. P¥idatna
lécba specifickou inhibici B lymfocytl byla opakovanné diskutovana, taktéZ mame limitovana data s malou
kontrolni skupinou. Studie RITUX-ERA, multicentricka dvojité zaslepend placebom kontrolovana, porovnava
rituximab s placebem v kombinaci PF+ IVIG u 38 nemocnych 1 rok po transplantaci ledviny s diagnézou akutni
AMR (Sautenet B. et al., 2016)°”. Rendlni funkce byla zlep3ena u obou skupiny ve 12. dni |é¢by, nebyl zaznamendén
signifikantni rozdil v hodnotach sérového kreatininu, proteinurii a hodnotach imunodominantnich DSA ve 12.
mésici. Avsak nemocni, ktefi byli [é¢eni rituximabem méli vice imunodominantnich DSA s MFI méné nez 1 500 po
|é¢bé. Obé skupiny zaznamenaly pokles mikrovaskularni inflamace (g+ptc) 1 mésic po 1écbé, ale tento trend
pokracoval v rituximabové skupiné i 6 mésicl po 1é¢bé, kde placebova skupina méla rebound mikrovaskularni
inflamace, podobné jako pred zapocetim léCby. Je tedy mozné konstatovat, ze rituximab ma vyznam pfi zmirnéni
prechodu z akutni do chronické formy AMR a zlepsSuje dlouhodobé preziti ve Stépu.

Bortezomib je znamy pfri vyuZiti v desensitizacnich protokolech a v Iécbé akutni formy AMR. Cilem |écCby je
inhibovat tvorbu plazmatickych bunék, taktéz nemame dostatek dat k potvrzeni efektivity a Ucinosti [éCby
(Trivedi HL. et al., 2009; Walsh RC. et al., 2010; Walsh RC. et al. 2011; Flechner SM. Et al., 2010; Nguyen S. et al.,
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2014)8 59 60 61 62 "\Walsh a kol. popisuji podavani 4 cykld bortezomibd v 11 dnech, pfed kazdou davkou byla
provedena plazmaferéza s odstupem 72 hodin. Tenhle protokol byl pro nas inspiraci v 1é€bé rezistentni akutni
AMR. Walsh a kol. IéCili 19 nemocnych s timhle protokolem spolecné s aplikaci 1 davky rituximabu. Vysledkem
bylo zlepseni rendlni funkce a sniZzeni DSA u pacientd do 6 mésicl i nad 6 mésicl po transplantaci ledviny tj
vysledky byli povzbuzujici v Ié¢bé akutni a pozdni AMR. Flechner a kol. popisuji zlepseni prezivani stépQ u
nemocnych, ktefi byli 1é¢eni bortezomibem u méné zavainych postiZzeni stépu (kreatinin pod 265 pmol/I,
s nizkou proteinurii pod 1 g/24 hod.).

Alternativni pfistup vyuzijici inhibice blokddy termindiniho komplementu pomoci eculizumabu je finan¢né velmi
narocny, data navic nejsou podporena studiemi. Byla popsana kazuisticka sdéleni podporujici zachranou Ié¢bu
refrakterni rejekce. Orandi a kol.%® popisovali komparativni studii splenektomie vs. Eculizumab vs. Eculizumab a
splenektomie u 24 nemocnych se zavaznou akutni AMR jako zachranou lécbu u nemocnych, ktefi byli
transplantovani pres pozitivni cross-match (Orandi Bl. et al., 2014)%3. Nemocni byli sledovéni 18 mésic. Ctrnact
nemocnych podstoupilo splenektomii, u 4 nemocnych doslo ke selhani Stépu. Ve skupiné s monoterapii
eculizumabem se 4 nemocni museli vratit do dialyzacniho programu z celkového poctu 5, vSech 5 nemocnych,
ktefi byli |éceni kombinaci eculizumab a splenektomie, méli funkéni Stépy. AvSak protokol eculizumab +
splenektomie byl provazen vyssim vyskytem infekénich a chirurgickych komplikaci.

Zavérem lze fict, Ze kombinovana lé¢ba plazmaferézou, IVIG, rituximabem ev. bortezomibem mizZe byt uc¢inn3,
avsak nelze fict, Ze je standardem lécby pro nedostatek klinicky kontrolovanych studii s dostatecnym poctem
pacient(.

V roce 2016 Orandi BJ. a kol.** publikoval praci, kde vyuZil k [é¢bé akutni AMR kromé PF a aplikace IVIG navic
podani C1 esterazového inhibitoru ve 2 davkach a zjistil, Ze 20. den po transplantaci ledviny méli nemocni trend
ke zlepsené renalni funkce v porovnani s placebem a 6 mésicli od zahdjeni Iécby C1 inhibitorem nemocni neméli
v biopsii prokdzanou TG. Francouzskd skupina autor( (Viglietti D. et al., 2016)%, ke konvenéni 1é€bé PF/IVIG
pridala i aplikaci rituximabu, pokud tato |é¢ba nebyla Uspésna, tak kromé C1 esterdzového inhibitoru nemocné
[éCili i s vysokymi ddvkami IVIG (2 g/kg télesné hmotnosti) 1x mési¢né, celkem 6x. VSichni nemocni méli pokles
DSA a snizeni pozitivity infiltrace C4d, u skupiny Ié¢ené C1 inhibitorem bylo zaznamenano dosazeni signifikantné
lepsi glomerularni filtrace 6 mésicl po transplantaci ledviny.

Jordan SC. et al., 2017°% publikovali moZnost desenzitizace nemocnych ve vysokém imunologickém riziku pomoci
IgG degradujiciho enzymu odvozeného od bakterie Streptococcus pyogenes (IdeS). IdeS je endopeptidaza, kterd
Stépi lidsky IgG na F (ab’) a Fc fragmenty inhibujici na komplementu zdavislou cytotoxicitu a na protilatce zavislou
bunéénou cytotoxicitu. Jedenact nemocnych ve Svédsku a 14 pacient(l v USA dostalo IdeS v intravendzni infuzi
pfed HLA inkompatibilni transplantaci ledviny. Po 6 hodindch byl zaznamendn dramaticky pokles IgG a anti HLA
protilatek, avsak po 7 dnech byl pozorovan opétovny narist DSA. Deset nemocnych vyvinulo AMR (v dobé od 2
tydnd do 5 mésicll po transplantaci ledviny s dobrou odpovédi na lécbu AMR) a 1 nemocnému selhal stép z
dlvodu non-HLA IgM a IgA zprostfedkovani rejekce. Celkem bylo zaznamenavno 38 zavaznych neZzadoucich
udalosti u 15 nemocnych.

I nadale zlstava klinickym poblémem chronickd protilatkami zprostfedkovana rejekce. Studie Borteject
nepotvrdila G&innost bortezomibu (Eskandry F. et al., 2018)% a klinicka studie s tocilizumabem poukazuje na
efektivitu za cenu zdvainych infekénich komplikaci (Vo, 2015)%”. P¥islibem se jevi v prevenci rozvoje cAMR
clazakizumab, ktery je ve stadiu klinického testovani.

Prevence

Hlavnim cilem prevence je minimalizovat senzitizaci nemocnych, tj. vyhnout se podavani krevnich transfuzi,
alokovat organ s co nejvice shodami v HLA systému, vyuZivat program parovych vymén s cilem najit
nejvhodnéjsiho imunologického darce. Nezbytné je rovnéz dodrzeni pokyn( transplantacniho centra v uZivani
imunosupresivni 1éCby s cilem minimalizovat nonadhereci, ktera je Casto pric¢inou ztraty stépu v dlsledky
pozdni AMR.
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7. Zavéry

1. Lécba kombinaci plazmaferéz a intravendznich imunoglobulini predstavuje bezpecnou a uUcinnou terapii
akutni AMR, coz se projevilo vyznamné lepSim prezivanim $tépu transplantovanych ledvin a snizenim incidence
akutni rejekce v rebiopsiich.

Terapeuticky protokol zaloZzeny na podavani bortezomibu pfi 1é¢bé rezistentni AMR byl bezpecny a dobre
tolerovan. Nepozorovali jsme Zivot ohroZujici komplikace jako oportunni infekce nebo maligni onemocnéni.
Stfedni doba preZivani $tépd nemocnych s akutni rezistentni AMR byla srovnatelna s prezivanim $tépd po
opakovanych transplantacich.

Vzhledem k moZné toxicité bortezomibu je nutné provést dalsi studie ke stanoveni profilu toxicity.

2. Pomoci microarray jsme porovnali transkriptomicky profil C4d pozitivnich biopsii pacientd po HLA
inkompatibilni ¢i ABO inkompatibilni transplantaci s C4d negativnimi biopsiemi pacientd po HLA kompatibilni
transplantaci s normalnim ndlezem a stabilni funkci.

U ABOi skupiny byla zvysena exprese transkriptd asociovanych s GO terminem mitochondrion a u HLAi skupiny s
GO terminy oxidation and reduction, carboxylic and organic acid catabolic processes a nékolik GO termind
souvisejicich se skupinou solute carrier family genes.

Transkripty zvySené u kontrolni skupiny byly zastoupeny méné, v 31 % (v porovnani s ABOi skupinou) a 40 % (v
porovnani s HLAI skupinou) ze vSech deregulovanych gend. Tyto traskripty se zvySenou expresi u C4d negativnich
nalezd v porovnani s ABOi skupinou byly asociovany s GO terminy defense response, response to wounding,
inflammatory response a complement activation. Zatimco transkripty zvySené u C4d negativnich control v
porovnani se subklinickou AMR byly asociovany s GO terminy proteinaceous extracellular matrix, extracellular
matrix and collagen.

3. Srovnanim koncentrace cytokinu BAFF pred a po transplantaci ledviny jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil
mezi pacienti, ktefi vyvinuli akutni rejekci oproti nemocnym, ktefi byli bez zndmek akutni rejekce. Hodnoty BAFF
v dobé AMR byli signifikantné nizs$i u nemocnych, ktefi méli sou¢asné kombinovanou AMR a ACR neZ u pacientl
bez rejekce. Nemocni, ktefi méli pouze akutni AMR, méli trend k nizsim koncentracim BAFF. Nepozorovali jsme
zadnou korelaci hodnot BAFF pfi AMR s produkci DSA. Nase méreni podporuji myslenku, Ze solubilni BAFF mGze
byt pomocnym markerem probihajici AMR, zejména pfi soucasné pritomné protilatkami zprostfedkované rejekci
v kombinaci s akutni celuldrni rejekci po transplantaci ledviny.

4. Vyssi incidence vzniku akutni AMR je asociovana u nemocnych po opakovanych transplantacich. Hodnota
solubilniho CD30 pred a po transplantaci ledviny nekoreluje s prezivanim Stépu. Pozorovali jsme tendeci k vyssi
incidenci AMR u nemocnych pfed retransplantaci s elevaci sCD30 (> 100 U/ml). Nebyla prokazana korelace mezi
sCD30 a vyskytem AMR u prvnich transplantaci, avsak v pripadé pozitivnich hodnot sCD30 a pti pritomnosti anti-
HLA protilatek dochazi k vyssi incidenci vzniku AMR.

Samotna koncentrace HGF neni asociovana s incidenci AMR v jakékoliv dobé pred a po transplantaci, také
nebyla nalezena korelace mezi HGF a preZivanim stépu.

Nemocni s nizkymi hodnotami HGF a vys$imi hodnotami sCD30 pred transplantaci maji vysoké riziko rozvoje
AMR.
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