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1. ORIGINALNI STUDIE

Disertacni prace je zalozena na tfech nize uvedenych originalnich studiich (I-III), které byly
provedeny a publikovany tiskem v dobé doktorandského studia (2006-2009). Vzhledem
k provazanosti s dfivéjsim vyzkumem se stejnou tématikou jsou uvedeny i predchozi publikace,
na které je v disertaci odkazovano.
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2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Cytomegalovirus je nejcast¢j$im oportunnim patogenem u pacienti po transplantaci solidntho
organu. Pokud pacienti nedostavaji antivirovou profylaxi nebo preemptivni lécbu, dosahuje
incidence aktivni CMV infekce (CMV virémie) az 90% a vyskyt symptomatické CMV infekce
(CMV nemoc) se pohybuje mezi 20 — 60% s typickym vznikem v obdobi mezi 1. a 4. mésicem po
transplantaci. Prestoze profylaxe nebo preemptivni lécba signifikantné snizuje vyskyt CMV
nemoci, vysledky stale nejsou optimalni. Klinické problémy cini pfedevsim vznik pozdni CMV
nemoci a resistence ke gancicloviru. Preemptivni 1é¢ba nebrani vzniku asymptomatické aktivni
infekce, ale i pfi uziti profylaxe je incidence aktivni infekce vysoka (14 — 49%).

Riziko vzniku CMV nemoci je ovlivnéno fadou faktora. Mimofadny vyznam ma CMV sérologie
u dirce (D) a pifjemce (R) pfed transplantaci. V nejvyssim riziku jsou pacienti v D+/R- skupiné
Riziko zavisi také na typu transplantovaného organu. Role imunosuprese pii vzniku CMV nemoci
je nepochybna. Pfestoze je riziko urceno spise celkovou drovni imunosuprese nez jednotlivymi
typy imunosupresivnich 1ékd, existuji nékteré vyjimky. Pfedev§im se jedna o indukéni nebo
antirejekeni podavani deplecnich antilymfocytarnich protilatek.

Aktivaf CMV infekce je definovana kultivacnim zachytem CMV v krvi, moci, bronchoalveolarni
lavazi nebo ve tkani ziskané biopsil. K detekci CMV se v soucasné dobé s uspéchem pouzivaji
moderni metody jako polymerazova feté¢zova reakce (PCR) CMV DNA, PCR CMV mRNA
(NASBA) nebo CMV pp65 antigenémie, které navic umoznuji kvantitativni stanoveni virové
naloze. Aktivoi CMV infekce muze probihat asymptomaticky. CMV nemoc je definovana jako
symptomaticka aktivn{ infekce. Symptomy mohou zahrnovat pouze chfipce ¢i mononukledze
podobny syndrom spolu s hematologickymi abnormalitami a elevaci jaternich enzymu. Tato
forma CMV nemoci se nazyva CMV syndrom. Bézna je vSak i klinicky mnohem zavaznéjsi
tkanove invazivni CMV nemoc s postihem fady organt (pneumonitis, gastrointestinalni forma,
hepatitis, retinitis a dalsf). Pfes nepochybné zvySeni morbidity a enormni nardst financnich
nakladt je CMV nemoc diky zavedeni gancicloviru v soucasné dobé¢ lécitelna a akutni mortalita je
velmi nizka. Logicky se pozornost vyzkumu zaméfuje na nepiimé dopady CMV. Mezi né patif i
role v patogenezi akutni rejekce a chronické dysfunkce stépu.

Prestoze klinicka i experimentalni data ukazuji na vyznamnou roli CMV pii vzniku akutni rejekce
$tépu, je vztah mezi CMV a rejekei je komplikovanéjsi. Akutni rejekce je totiz silny rizikovy
faktor pro vznik CMV nemoci. Diavodem je nejen posileni imunosuprese pii antirejekéni terapii,
ale pfedevs§im uvolnéni prozanétlivych cytokind pfi rejekci. Inflamace pfedstavuje nejdilezitéjsi
zpusob aktivace CMV ze stadia latence. Existuje fada studif, které dokumentuji, ze CMV nemoc a
v nékterych piipadech i asymptomaticka aktivni CMV infekce jsou nezavislé rizikové faktory pro
vznik akutni rejekce. Néktefi autofi, rovnez s uzitim prospektivnich dat, vsak negativni dopad
asymptomatické CMV infekce neprokazali. V soucasné dobé¢ zistava nevyfeSena predevsim
otazka vlivu asymptomatické aktivni CMV infekce. Z klinického pohledu je to velmi dalezity
udaj. Pokud by asymptomaticka infekce vedla k narastu akutni rejekce, znamenalo by to zasadni
limitaci uziti preemptivni 1écby. Hypotéza, ze vliv CMV nemoci a asymptomatické CMV infekce
bude odlisny, ma logicky zaklad. Virova niloz je u CMV nemoci vyrazné vyssi nez u
asymptomatické infekce. S virovou nalozi koreluji hladiny cytokint a adhezivnich molekul, které
jsou vyznamné v patogenezi rejekce.

Chronicka rejekce nebo pfesnéji chronicka dysfunkce $tépu ma rtzné obrazy u transplantaci
jednotlivych organd. Po transplantaci ledviny je pfitomen histologicky nalez intersticialni fibrozy



a atrofie tubuld (IFTA). Ve vsech pfipadech je zakladem akcelerovana arterioskleréza. Nejlépe
dokumentovany vliv CMV je v patogenezi vaskulopatie $tépu po transplantaci srdce, ktera je
charakterizovana difdznim progresivnim zesflenim arterialni intimy v hlavnich 1 malych
koronarnich tepnach transplantatu. V tomto piipadé se pravdépodobné vyznamné uplatiuje 1
role CMV pfi progresi nativni aterosklerézy. Po transplantaci ledviny nejsou vysledky studif tak
jednoznacné. Néktefi sice prokazuji asociaci mezi CMV nemoci a chronickou dysfunkci $tépu,
nicméné v fadé studii pouze soucasny vyskyt akutni rejekce a CMV infekce nebo nemoci vedl
k vyznamnému zvySeni rizika IFT'A. Pfesto je role CMV v patogenezi IFTA pravdépodobna.
Nejen pro asociaci pi{tomnosti virové DNA v bioptickych vzorcich se zvysenou tizi IFTA, ale
pfedevsim pro zhorsené dlouhodobé pfezivani §tépu u pacientt s pfedchozi CMV nemoci.

Bylo popsano nékolik mechanismu, kterymi muze CMV indukovat poskozeni $tépu. Vsechny
souvisi s chronickou inflamaci vyvolanou CMV na systémové urovni nebo lokalné v tkani a
endotelu $tépu. Casné CMV proteiny maji silné transaktivaéni schopnosti a vedou ke zvyené
expresi adhezivnich molekul a jejich ligand. Podobné bylo dokumentovano zvyseni
prozanétlivych cytokini a chemokini jako jsou interleukiny 2 a 8, MIP-la (macrophage
inflammatory protein 1 alpha) nebo MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1). Zvysena exprese
adhezivnich molekul byla nalezena nejen na infikovanych bunkach, ale i na sousednich
neinfikovanych bunkach, coz bylo zpusobeno parakrinni aktivitou interleukinu 18. Molekuly
hlavnfho histokompatibilntho komplexu (MHC) 1. a II. tf{dy jsou nezbytné pro expresi
aloantigent a nasledny vznik akutni rejekce. CMV infekce u krys vedla k vyraznému zvyseni
exprese MHC II. tfidy na endotelidlnich a tubularnich bunkach v ledviné. Kromé toho casné
CMV geny kéduji protein, ktery je z velké casti homologni s fetézcem HLA-DR § a vede
k zkfizené imunologické reaktivité. Jiny CMV kédovany protein je homologem MHC 1. tfidy.

V patogenezi chronické rejekce a arteriosklerdzy stépu se CMV uplatiiuje nepiimo ovlivnénim
vyskytu akutni rejekce. Svou roli hraje také zvysena exprese rustovych faktora jako je TGF-B
(transforming growth factor beta), PDGF (plateled-derived growth factor) nebo CTGF
(connective tissue growth factor). Nicméné zda se, ze zasadni vyznam ma ptima CMV infekce
bunc¢k hladkého svalstva cév a endotelu, ktera vede k proliferaci hladkého svalstva a poskozeni
produkce syntazy oxidu dusnatého (NO). Pii infekci hladkého svalstva dochazi k expresi CMV
kédovaného chemokinového receptoru US28, ktery indukuje celularni migraci, coz bylo
prokazano jak v in vitro tak v in vivo studiich.

Vzhledem k negativnim dopadim CMV nemoci a dostupnosti ucinnych oralnich antivirotik je
v soucasné dobé univerzalni profylaxe aplikovana v mnoha transplantac¢nich centrech. V profylaxi
jsou nejcastéji uzivany oralni ganciclovir, valganciclovir, valacyclovir a acyclovir. Pfestoze
profylaxe nedokaze zcela eliminovat CMV nemoc, je nutné ji obecné¢ hodnotit jako uspésnou
1é¢bu s dobrou efektivitou, ktera vede k signifikantnimu sniZzeni incidence CMV nemoci 1 aktivni
CMV infekce u vSech typu organovych transplantaci. Ve zvifecim modelu vedla profylaxe
ganciclovirem k vymizeni vaskulopatie aortalniho alograftu a transplantovaného srdce. Bohuzel
vysledky humannich studii nejsou tak jednoznacné. V recentné publikované meta-analyze
randomizovanych kontrolovanych studii hodnoticich ganciclovir, valganciclovir, valacyclovir
nebo acyclovir v porovnani s placebem ¢i skupinou bez 1écby nebyla profylaxe spojena
s vyznamnou redukci akutni rejekce. Efekt profylaxe na akutni rejekce vsak muze byt odlisny u
raznych CMV sérologickych kombinacich mezi darcem a pfijemcem, rozdily nelze vyloucit mezi
jednotlivymi antivirotiky. Pacienti léceni valacyclovirem méli signifikantné niz$i vyskyt akutni
rejekce predevsim diky redukci rejekce u vysoce rizikovych pacientd. O tom ze pfiznivy efekt
valacycloviru muze byt vétsi nez u gancicloviru svédéi i nase studie (V). Data o vlivu profylaxe na
chronickou rejekei jsou limitovana. Jiz bylo zminéno, ze nejlépe je role CMV urcena v patogenezi
chronické vaskulopatie po transplantaci srdce. V post-hoc analyze randomizované placebem



kontrolované studie bylo zaznamenano snizeni vaskulopatie u pacientt, ktefi dostavali
ganciclovirovou profylaxi.

3. CILE STUDII

L. V prospektivni studii zjistit, zda CMV nemoc a asymptomaticka infekce (virémie)
pfedstavuji nezavislé rizikové faktory pro vznik biopticky verifikované akutni rejekce
$tépu u pacienti po transplantaci ledviny v éfe moderni imunosuprese a CMV
profylaxe.

1I. V randomizované studii porovnat ucinnost univerzalni profylaxe valacyclovirem
s preemptivni 1écbou valganciclovirem v prevenci CMV nemoci po transplantaci
ledviny. Dale byly zkoumany ekonomické aspekty obou preventivnich postupt a
testovana hypotéza, ze univerzalni profylaxe ma pfiznivy efekt také na nepfimé
dopady CMV infekce, pfedevsim na vyskyt akutni rejekce.

III. 'V prospektivni studii zkoumat efekt CMV virémie na vyskyt subklinické akutni
rejekce a casnych znamek intersticialni fibrézy a atrofie tubula (IFT'A) v protokolarni
biopsii stépu 3 mésice po transplantaci u nemocnych, kde byly uplatnény moderni
preventivni postupy k omezeni vyskytu CMV nemoci.

4. HLAVNI METODICKE ASPEKTY

Vsechny klinické studie byly provedeny v ramci transplanta¢niho centra FN v Plzni na I. intern{
klinice a chirurgické klinice. Pacienti podepsali pfed transplantaci informovany souhlas se
zatazenim do konkrétni studie. Studie byly schvaleny lokaln{ etickou komisi a byly provadény
v souladu s Helsinskou deklaraci. Detailni metodika prezentovanych studii je popsina
v originalnich publikacich. Shrnujeme pouze zakladni metodické aspekty.

V piipadé studii I a III se jednalo o prospektivni observacni studie. Studie II byla designovana
jako randomizovana studie se dvémi rameny. Ve vsech studiich byli zahrnuti dospéli pifjemci
transplantované ledviny. Zakladni kritérium k zafazeni byla pfitomnost vysokého nebo stfedniho
rizika CMV nemoci. Do studie I bylo zahrnuto 106 po sob¢ jdoucich pacienta, ktefi byli
sledovani po dobu 1 roku. Cést pacientt byla souc¢asti diivéjsich randomizovanych studii v nasem
centru (IV, V). Ve studii II bylo celkem 70 nemocnych randomizovano v poméru k preemptivni
lécbe valganciclovirem nebo k profylaxi valacyclovirem. Do studie III bylo zafazeno 107
pacientu, kteff podstoupili protokolarni biopsii §tépu ve 3. mésici.

CMYV infekce byla definovana detekci CMV DNAemie. CMV nemoc byla definovana jako
symptomaticka CMV infekce a zahrnovala CMV syndrom nebo tkanové invazivni nemoc.
Podezfeni na akutni rejekci bylo vzdy pfed 1écbou konfirmovano biopsii. Biopsie byly hodnoceny
podle Banffské klasifikace z roku 1997 (I, II) nebo z roku 2005 (III). Subklinické rejekce byly
hodnoceny v protokolarni biopsii ve 3. mésici po transplantaci.

U inicialné zafazenych pacienta (I) byla uzivana 3 meésicni profylaxe orilnim ganciclovirem
(Cymevene; Hoffman-T.a Roche, Basel, Svycarsko) v davce 3g/den nebo valacyclovirem (Valtrex;
Glaxo Wellcome, Velka Britanie) v davee 8g/den s tpravou podle renalni funkce. Cést pacientt
nedostavala profylaxi a byla 1écend pouze pii vzniku CMV nemoci. V pozdéjsim obdobi byli
vsichni pacienti 1éceni profylaxi ganciclovirem nebo valacyclovirem. V randomizované studii (II)



dostavali pacienti v preemptivni skupiné valganciclovir (Valcyte; Hoffman-La Roche, Grenzach-
Wyhlen, Némecko) pfi virové nalozi 22000 kopii/mlL v plné krvi detekované kvantitativni real-
time PCR v davce 900 mg 2x denn¢ az do dosazeni negativniho testu PCR CMV DNA. Ve
skupiné s profylaxi byl uzit valacyclovir po dobu 3 mésict. V posledni studii (III) byli pacienti
v riznych casovych obdobi léceni profylaxi (oralni ganciclovir nebo valacyclovir) nebo
preemptivni lécbou. Ve vsech studiich byla CMV virémie detekovana pomoci PCR z plné krve.
Ve studii I bylo vyuzivano kvalitativni nested PCR, v dalsich studiich (II, III) kvantitativni real-
time PCR.

5. SOUHRN VYSLEDKU

Vliv CMV nemoci a asymptomatické CMYV infekce (CMV virémie) na akutni rejekci (I,
IV, V)

V prospektivn{ studii u 106 po sob¢ jdoucich pacientii po transplantaci ledviny byl zkouman
dopad CMV nemoci a asymptomatické infekce na vznik biopticky verifikované akutni rejekce
$tépu v prvnich 12ti mésicich. Ke zjisténi vlivu CMV nemoci, asymptomatické infekce a dalsich
proménnych na riziko vzniku akutni rejekce byly provedeny univariantni a multivariantni analyzy
(Kaplan-Meier, Cox proportional hazard model). Asymptomaticka CMV infekce vznikla u 23%
pacientt, dalsich 10% mélo CMV nemoc.. Incidence biopticky verifikované akutni rejekce byla
29%. Bylo zjisténo, ze CMV nemoc je nezavisly rizikovy faktor pro vznik akutni rejekce.
Negativni dopad asymptomatické CMV infekce nebyl prokazan. Kromé CMV nemoci byly
identifikovany dalsi nezavislé rizikové faktory, které predikovaly vznik rejekce: marginalni darce a
vysoky vék darce. Naopak profylaxe valacyclovirem byla spojena se snizenim rizika vzniku akutni
rejekce v porovnani s pacienty bez profylaxe. Podobny trend byl i u gancicloviru, nicméné
v multivariantn{ analyze nebyl potvrzen. Z této studie vyplyva, ze asymptomaticka CMV  infekce
u pacientt s pfedchozi CMV profylaxi neni na rozdil od CMV nemoci spojena s vyssim rizikem
akutni rejekce $tépu.

Preemptivni 1éCba versus univerzalni profylaxe valacyclovitem v prevenci CMV nemoci

dn

V randomizované studii byly porovnany dvé hlavni strategie, které jsou v soucasnosti uzivany ke
snizeni vyskytu CMV nemoci. Pacienti v riziku vzniku CMV nemoci byli pfed transplantaci
randomizovani k profylaxi valacyclovirem (n = 34) nebo k preemptivni 1écbé valganciclovirem (n
= 30) pfi vyskytu signifikantni CMV DNAemie. PCR CMV DNA bylo provadéno 1x tydné prvni
4 meésice po transplantaci a nasledné v 5., 6., 9. a 12. mésfci. 12ti mésicni incidence CMV
DNAemie byla vy$si v preemptivni skupiné (92% vs. 59%, P < 0,001). Vyskyt CMV nemoci byl
v$ak srovnatelny (6% vs. 9%, P = 0,567). Vznik CMV DNAemie byl u profylaxe oddalen az na
obdobi, kdy byla profylaxe ukoncena (37 £ 22 vs. 187 * 110 dni, P < 0,001). U pacienta
v preemptivni skupiné byl zaznamenan signifikantné vys$si vyskyt biopticky verifikované akutni
rejekce v prvnim roce po transplantaci (36% vs. 15%, P = 0,034). Pfezivani pacientud a stépu bylo
v obou skupinach srovnatelné. Bezpecnostni profil byl pfiznivy u obou metod s nesignifikantné
zvysenym vyskytem halucinaci a zmatenosti v ¢asném obdobi po transplantaci u valacycloviru.
Ekonomicka analyza, ktera hodnotila pouze naklady pfimo spojené s prevenci, monitoraci a
lécbou CMV, ukazala, ze profylaxe valacyclovirem je v nasich podminkach levnéjsi metoda.
Pramérné naklady na pacienta dosahly 63 452 K¢, zatimco v preemptivni skupiné 140 329 K¢ (P
< 0,001). V souhrnu studie dokumentovala srovnatelnou ucinnost profylaxe a preemptivni lécby
v prevenci CMV nemoci. Nicméné zvyseny vyskyt rejekci podporuje hypotézu, ze preemptivni
lé¢ba muze selhavat pii prevenci neptimych dopadi CMV infekce.



Vliv CMYV virémie na subklinickou akutni rejekci a rozvoj intersticialni fibrézy a atrofie
tubula (IFTA) (I, I1I, V)

V prospektivni studii byl zkouman vliv CMV virémie na incidenci subklinické rejekce a ¢asnych
znamek IFTA v protokolarni biopsii 3 mésice po transplantaci. Do studie bylo zahrnuto 118 po
sobé jdoucich pacientti od zahajeni programu protokolarnich biopsii v nasem transplanta¢nim
centru. Protokolarni biopsii s dostatecnym mnozstvim materidlu se podafilo ziskat u 102
pacientt.. Celkem 60 pacientt dostavalo 3-mésicni profylaxi valacyclovirem nebo ganciclovirem,
zbylych 42 nemocnych bylo vedeno metodou preemptivni 1é¢by. K urceni vlivu CMV virémie a
dalsich relevantnich proménnych na vyskyt subklinické rejekce a IFT'A multivariantni logisticka
regrese. CMV virémie byla detekovana u 41% pacientd. S vyjimkou 3 pacientt, u kterych se
rozvinul CMV syndrom, byly vSechny epizody virémie asymptomatické. Incidence subklinické
rejekce (véetné hrani¢nich zmén) a IFTA byla 29% a 28%. CMV virémie nezvySovala riziko
vzniku subklinické rejekce (OR = 0,77, P = 0,551), nicméné virémie s virovou nalozi 22000
kopii/mL byla nezavislym rizikovym faktorem pro pfitomnost histologického obrazu IFTA (OR
= 3,83, P = 0,023). Multivariantni analyza dale identifikovala biopticky verifikovanou akutni
rejekci a imunosupresi zalozenou na sirolimu jako faktory predikujici subklinickou rejekci.
Opozdéna funkce Stépu a vék darce byly spojeny s nalezem IFTA. Studie dokladuje, ze CMV
virémie neni spojena s vyssi incidenci subklinické rejekce v protokolarni biopsii ve 3. mésici po
transplantaci. Virémie se stfedné vysokou nebo vysokou virovou nalozi je vSak nezavislym
rizikem pro vznik IFTA.

6. DISKUZE

CMYV nemoc a asymptomaticka infekce (CMV virémie) — riziko akutni rejekce? (I)

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze u pacientd po transplantaci ledviny léc¢enych moderni
imunosupresi a z velké vétsiny i CMV profylaxi nema asymptomaticka CMV infekce vliv na vznik
biopticky verifikované akutni rejekce. Na druhou stranu, CMV nemoc byla spojena se zvysenou
incidenc{ rejekce a predikovala vznik nasledné rejekce. Podobné jako v nasi studii, fada ostatnich
autord prokazala, ze CMV nemoc zvySuje riziko akutni rejekce. Kromé toho bylo
dokumentovano, ze CMV nemoc negativn¢ ovliviiuje pfezivani $tépu a pacientt. Data tykajici se
asymptomatické CMV infekce jsou nekonzistentni. Rozdilny vliv asymptomatické CMV infekce a
CMV nemoci na akutni rejekci muize byt vysvétlen tim, ze u asymptomatické infekce je nizsi
virova naloz, jak bylo dokumentovano i v nasem souboru. Zvysené plasmatické hodnoty fady
cytokinua a adhezivnich molekul pozitivné koreluji s intezitou virémie.

Nade studie ma limitace, které musi byt zminény. Omezeny pocet zafazenych pacienti mohl
ovlivnit pfedevs$im nékteré negativni nalezy. Na druhé strané prospektivni charakter studie,
monitorace CMV aktivity sensitivni metodou i u asymptomatickych pacientt a dasledna biopticka
diagnostika rejekce davaji k dispozici data vysoké kvality. Incidence biopticky verifikované akutni
rejekce byla u pacientt s asymptomatickou CMV infekci prakticky identicka jako u skupiny bez
CMV. Navic zadna epizoda rejekce nevznikla po asymptomatické CMV infekci. Je proto
nepravdépodobné, ze negativni nalezy byly dany pouze nedostatecné rozsahlym souborem. Na
druhé strané vliv CMV nemoci byl natolik silny, Zze jsme ho byli schopni prokazat na vysoké
hladiné statistické vyznamnosti 1 pfi pomérné nizké incidenci CMV nemoci v nasem souboru. Pfi
absenci protokolarnich biopsii studie nedava odpovéd na mozny vliv CMV nemoci c¢i
asymptomatické infekce na subklinickou rejekci (studovano v III).



Vliv CMV profylaxe na vyskyt akutni rejekce neni vyfesen. V metaanalyze randomizovanych
kontrolovanych studii nebyl patrny zadny benefit u profylaxe acyclovirem nebo ganciclovirem.
Profylaxe valganciclovirem a ganciclovirem se ve vyskytu akutni rejekce nelisi, coz bylo
prokazano v multicentrické randomizované studii. U valacycloviru jsou data konzistentnéjsi.
Snizeni akutni rejekce bylo patrné v porovnani s placebem ¢i odlozenou lécbou, ale 1 v pfimém
srovnani s ganciclovirem. V nadi studii byla profylaxe valacyclovirem spojena se signifikantnim
snizenim rizika akutni rejekce. V univaria¢ni analyze byl obdobny nalez zaznamenan i1 u
gancicloviru, byt’ na hranici statistické vyznamnosti. Neschopnost prokazat signifikantni vliv
gancicloviru mohla byt ovlivnéna velikosti souboru.

Skutecnost, ze asymptomaticka CMV infekce u skupiny pacientt s profylaxi nema negativni
dusledky na akutni rejekci, je klinicky vyznamna. Akutni rejekce je jednim z hlavnich faktora
negativné ovlivaujicich dlouhodobé pfezivani stépt. V soucasnosti siroce pouzivané profylaktické
rezimy s gancicloviren, valganciclovirem nebo valacyclovirem jsou vysoce ucinné v prevenci
CMV nemoci, ale asymptomaticka replikace CMV se po ukonceni profylaxe vyskytuje pomérné
casto. Podle nasich nalezi vsak minimalné v pohledu na vyskyt akutni rejekce nehraje
asymptomaticka replikace vyznamnou roli.

Profylaxe versus preemptivni 1é¢ba v prevenci CMV nemoci (IT)

Studie ukazuje, Ze u neselektované populace po transplantaci ledviny je preemptivni léc¢ba ucinna
strategie prevence CMV nemoci. Incidence CMV nemoci byla nizka a nelidila se proti univerzalni
profylaxi valacyclovirem. Nicméné vyssi ekonomické naklady spojené s preemptivni 1écbou a
pfedevsim vice nez dvojnasobné zvysené riziko biopticky verifikované akutni rejekce jsou
znepokojujici nalezy.

Optimalni zptsob prevence CMV infekce po transplantaci je pfedmétem fady debat se zastanci
preemptivni 1é¢by i profylaxe. Pokrok v diagnostice CMV a zavedeni valgancicloviru zlepsuje
moznost uspésn¢ aplikovat preemptivni lécbu s potencionalnim snizenim poctu pacientt
exponovanych antivirovym lékim. Rovnéz v nadi studii jsme u profylaxe zaznamenali zvyseny
vyskyt halucinaci a zmatenosti, leukopenie a neutropenie. Jde o nezadouci acinky charakteristické
pro vysoko davkovany wvalacyclovir. Kontrolovana virémie s nizkou virovou nalozi pii
preemptivni 1écbé facilituje rekonstituci CMV specifické imunity. Pozdni CMV nemoc je proto
neobvykla. Naopak po ukonceni profylaxe se jeji incidence pohybuje v sirokém rozmezi 3 — 30%.
Pozdni CMV nemoc pfedstavuje nezavisly rizikovy faktor pro mortalitu a selhani §tépu. V nasi
studii se pozdni CMV nemoc vyskytla u 3 (9%) pacientd. Ve 2 pfipadech pfedchazela lécba
rejekce antilymfocytarnimi protilatkami. Opétovné nasazeni profylaxe po dobu nékolika tydna u
pacientt s pozdni akutni rejekci by mohlo vést ke zlepseni vysledku.

Nevyhody preemptivni lécby a naopak vyhody spojené s profylaxi jsou neméné vyznamné.
Preemptivni lécba je dependentni na spolupraci pacientti a monitoringu CMV aktivity. V nasem
souboru s dodrzenim protokolu u drtivé vétsiny pacienti bylo dosazeno redukce CMV nemoci
na urovni profylaxe. Ostatni vSak ukazali, ze selhani monitoringu at’ uz z divodu nespoluprace
pacienta ¢i logistiky v centru vede k vysokému vyskytu CMV nemoci. Hlavnim problémem
preemptivni lécby je nejista ucinnost v prevenci nepiimych dopadi CMV infekce. Nase studie
jako prvni prokazala, ze pfi pfimém srovnani je profylaxe valacyclovirem spojena s niz$im
vyskytem akutni rejekce. Lze pfedpokladat, ze pfiznivy vliv na vyskyt rejekce byl dan redukci
CMV DNAemia (tj. virémie) a jejtho vlivu na celularnf imunitu..

Zajimavé srovnani pfinasi recentné¢ publikovana studie Khoury a spol., ktera porovnavala
preemptivni léc¢bu s profylaxi valganciclovirem. Pfi obdobné metodice neprokazala snizeni akutni



rejekce ve skupiné s profylaxi. Zda se, ze pfi uziti velmi intenzivni imunosuprese a lepsi kvalite
darct s nizkou celkovou incidenci akutni rejekce, jiz pfiznivy vliv profylaxe neni prokazatelny.
Prestoze jde o provokativni hypotézu, stale neni mozné vyloucit rozdily mezi (val)ganciclovirem a
valacyclovirem. Zatimco redukce akutni rejekce byla prokazana v nékolika randomizovanych
studiich s uzitim valacycloviru, studie s ganciclovirem stejny efekt nepopsaly.

Profylaxe valacyclovirem vedla v porovnani s preemptivni lécbou ke zhruba 50% snizeni naklada
pfimo asociovanych s CMV managementem. Vzhledem ke sniZzeni vyskytu akutni rejekce je
ckonomicka vyhodnost u valacycloviru jesté vétsi. Nase studie podporuje pfedchozi ekonomické
kalkulace.

Nase studie ma limitace. Jednalo se o studii monocentrickou. Pfi jiné imunosupresivni lécbé nebo
vyznamnych odlisnostech darct nemusi byt vysledky stejné. Lécba v nasi studii nebyla zaslepena,
coz u preemptivni 1écby dependentni na monitoraci CMV aktivity pfedstavuje technicky problém.
Na druhou stranu dusledna biopticka diagnostika akutni rejekce, aplikace protokolarni biopsie,
vyborna adherence s protokolem a detailni prospektivni sledovani pacientd jsou vyhody nasi
prace. Pocty pacientu v riziku primarni CMV infekce jsou v nasi populaci relativné nizké (~15%)
a neumoznuji vyvodit adekvatn{ zavéry.

CMV virémie, subklinicka rejekce a intersticialni fibr6za a atrofie tubula (IFTA) (III)

Studie jako prvni pfinesla informace o vlivu CMV infekce na subklinickou rejekci a IFTA v
souboru pacientt systematicky monitorovanych k detekci CMV virémie, kde navic byla u vsech
nemocnych podavana CMV profylaxe nebo uzita strategie preemptivni 1écby. Hlavnim zjisténim
je fakt, ze CMV virémie neni rizikovy faktor pro subklinickou rejekci v protokolarni biopsii ve 3.
mésici po transplantaci. Na druhou stranu virémie s vyssi virovou nalozi pfes efektivni supresi
preemptivni 1écbou zvysuje vice nez 3-nasobné riziko vzniku IFTA.

Data zkoumajici vztah CMV k subklinické rejekci nebo IFT'A v protokolarni biopsii jsou velmi
limitovana. Ve star§i studii byla pfitomnost CMV v biopsii §tépu asociovana s naslednou
vaskulopatii v protokolarni biopsii v 6. mésici, ovSem pouze u pacienti s pfedchozi epizodou
akutni rejekce. CMV pp65 antigenémie nebyla spojena se zvySenym rizikem akutnich ¢i
chronickych histopatologickych zmén. V nasi praci vsak byly biopsie provadéné ve 3. mésici, kdy
je incidence subklinické rejekce vysoka a rovnéz IFTA je dokumentovana ve 20 — 40%. Navic
bylo mozné diky pravidelnému vysettovani PCR CMV detekovat i asymptomatickou CMV
virémii..

Vztahy mezi CMV a rejekei mohou byt modifikované uzitim profylaxe nebo preemptivni lécby.
Preemptivni 1écba byva kritizovana pro umoznéni casné CMV virémie s potencialnim rizikem
nepifimych dopada. Na druhou stranu kontrolovana virémie facilituje obnovu adekvatni CMV
specifické celularni imunity. Detekovatelné CMV specifické CD4 T-lymfocyty v prvnim mésici
maji protektivni efekt na vyvoj akutni rejekce a vaskulopatie $tépu po transplantaci srdce.
Preemptivni lécba proto nemusi byt spojena s rizikem akutni rejekce. Randomizované studie
srovnavajici profylaxi s preemptivni 1écbou pfinesly konfliktni vysledky.

V nasem souboru méli pacienti s CMV virémii vyrazné vyssi vyskyt biopticky verifikované akutni
rejekce (45% vs. 13%), pfesto v incidenci ani tizi subklinické rejekce odlisnosti nebyly.
Vyznamnym faktorem muze byt doba, kdy je protokolarni biopsie provadéna. CMV virémie se
objevila zhruba v 5. tydnu po transplantaci a byla efektivné potlacena preemptivni lé¢bou. V dobé
protokolarni biopsie byla virémie pfitomna pouze u 15% pacient. Efekt v biopsii na konci 3.
mésice proto muze byt zanedbatelny.
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Ptitomnost IFTA byla v nasem souboru asociovana s opozdénou funkci $tépu a vyssim vékem
darce, proménné reflektujici horsi kvalitu stépu v dobé transplantace s vétsi vnimavosti
k ischemicko-reperfaznimu poskozeni. IFTA sice nebyla ovlivnéna CMV virémii s nizkou
virovou nalozi, ale pfedchazejici epizoda virémie s vyssi nalozi jiz riziko vyznamné zvysSovala.
Tento nalez je v souladu s vysledky studie, kdy preemptivni lécba vedla ke srovnatelnému vyskytu
akutni rejekce jako profylaxe a pfesto byla profylaxe spojena se zlepsenym pfezivanim stépu.
Stejné tak asociace casné CMV infekce a nemoci se selhanim stépu dokladuje etiologickou ulohu
CMV pii rozvoji chronické dysfunkce stépu. Nerozpoznana transientni inflamace ve s$tépu
mediovana CMV virémiif muaze byt vysvétlenim pro rozvoj IFTA.

Vyhodou nasi studie je prospektivni sledovani a monitorace CMV aktivity u vsech pacientu. Je
vsak tfeba upozornit na limitace nasich dat. Studie opét nema dostatecnou statistickou silu
k hodnoceni nemocnych v riziku primarni CMV infekce. Rovnéz nehodnotila CMV virémii, ktera
se objevuje az po ukonceni profylaxe. Pfestoze pozdni asymptomaticka virémie nezvySovala
riziko akutn{ rejekce, jeji vyznam v progresi IFTA zkouman nebyl (I). Nase nalezy jsou dulezité z
klinického pohledu. Subklinicka rejekce, IFTA a predev$im kombinace obou je spojena se
zhorsenou renalni funkci $tépu a redukovanym prfezivanim. NaSe studie nastoluje otazku
optimalni hodnoty virové naloze pro zahajeni intervence preemptivni lécbou. Hodnota 2000
kopii/mL plné krve uzitd u nasich nemocnych byla sice postacujici k zabrinéni vzniku CMV
nemoci, ale nikoliv nepfimych dopad CMV jako je IFTA.

7. ZAVERY

Z vyse uvedenych klinickych studif zkoumajici vyznam CMV infekce a moznosti jeji prevenci po
transplantaci ledviny vyvozujeme nasledujici zavéry:

*  CMV nemoc je nezavisly rizikovy faktor pro vznik biopticky verifikované akutni rejekce i
v éfe modern{ imunosuprese. Naopak asymptomaticka CMV infekce (virémie) negativni
dopad v tomto ohledu nema.

® Profylaxe CMV nemoci valacyclovirem v porovnani s nemocnymi bez profylaxe vede k
nizsi incidenci biopticky verifikované akutni rejekce. Podobny efekt neni prokazatelny u
gancicloviru.

* Preemptivni lécba valganciclovirem zalozena na monitoraci CMV aktivity pomoci
kvantitativnfho real-time PCR je stejné efektivni v prevenci CMV nemoci jako 3-mésicni
profylaxe valacyclovirem. Preemptivni 1écba je vSak spojena s vys$sim vyskytem akutni
rejekce.

® Vnasich ekonomickych podminkach je profylaxe valacyclovirem levnéjsi lécebnou
metodou nez preemptivni léc¢ba. Redukce nakladt pfedstavuje zhruba 50%.

= CMV virémie u pacientt lécenych CMV profylaxi nebo preemptivni 1écbou nepfedstavuje
riziko pro vznik subklinické rejekce v protokolarni biopsii 3 mésice po transplantaci.

= CMV virémie s virovou naloz{ 22000 kopii/mL je spojena se 4-ndsobné vyssim vyskytem
IFTA v protokolarni biopsii..
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9. SUMMARY

Cytomegalovirus (CMV) disease is a common infectious complication in patients after
solid organ transplantation. The last decade witnessed major advances in CMV disease
prevention. Use of universal prophylaxis or preemptive therapy resulted in a decrease in
the incidence of CMV disease from 20-60% to 5-20%. However, the efficacy of
preventive approaches in terms of indirect effects of CMV occurrence is problematic.
Association with allograft rejection belongs to well documented and clinically extremely
important indirect effects of CMV with a prolonged adverse impact on graft survival.
Potential mechanisms include overexpression of major histocompatibility complex
molecules, growth factors and cytokines, and upregulation of adhesion molecules. A
number of questions remain to be answered in evaluating CMV as a risk factor for acute
rejection. While CMV disease is associated with an increased incidence of acute
rejection, data regarding the role of asymptomatic CMV viremia are controversial. In our
research we evaluated the role of CMV in pathogenesis of allograft rejection in the era of
modern immunosuppression and CMV prophylaxis as well as optimal preventive
strategy to minimize impact of CMV. In the first trial, renal transplant (RTx) recipients
were followed prospectively for 12 months to determine the impact of CMV disease and
asymptomatic viremia on biopsy-proven acute rejection. By multivariate Cox
proportional hazard model CMV disease was an independent risk factor for acute
rejection, while asymptomatic CMV infection was not. Moreover, valacyclovir
prophylaxis decreased the risk of rejection. In the next study RTx recipients at risk for
CMV were randomized to 3-month prophylaxis with high-dose wvalacyclovir or
preemptive therapy with valganciclovir for significant CMV virémie. The 12-month
incidence of CMV viremia was higher in the preemptive group while the incidence of
CMV disease was not different. The onset of CMV viremia was delayed in the
valacyclovir group. Significantly higher rate of biopsy-proven acute rejection was
observed in the preemptive group. The average CMV-associated costs per patient were
$5525 and $2629 in preemptive therapy and valacyclovir, respectively. The aim of the
last prospective study was to determine the impact of CMV viremia on subclinical
rejection and interstitial fibrosis and tubular atrophy (IFTA) in protocol biopsy at 3
months after transplantation in patients managed by three-month prophylaxis
(valacyclovir or ganciclovir) or by preemptive therapy. Multivariate logistic stepwise
regression was used to estimate the effect of CMV viremia and other covariates on
subclinical rejection and/or IFTA. CMV viremia was not a risk factor for subclinical

rejection; however, viremia of >2000 copies/mL increased the risk of IFTA. In
conclusion, our studies showed that (1) CMV disease, but not asymptomatic infection, is
an independent risk factor for biopsy proven acute rejection during the first 12 months
post-RTx. in patients managed by prophylaxis; (2) preemptive valganciclovir therapy and
valacyclovir prophylaxis are equally effective in the prevention of CMV disease after
RTx, however, higher risk of acute rejection in preemptive therapy is of a concern; (3)
CMYV viremia is not an independent risk factor for subclinical rejection while CMV
viremia with viral load of 22000 copies/mL is associated with increased risk of IFTA in
protocol biopsy at 3 months after RTx.
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