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Abstrakt
Zlepseni kratkodobych vysledkd transplantace nevedlo ke zlepSeni dlouhodobé funkce

vvvvvv

vvvvvv

Cilem je lépe porozumét ischemicko/reperfuznimu poskozeni a jeho nasledkim,
predpovédét opozdény rozvoj funkce a rejekce, zlepsit alokaci organt k transplantaci a
identifikovat pacienty vhodné k minimalizaci ¢i Uplnému vysazeni imunosupresivni
[écby. Analyzou biopsii darci ledvin jsme Zzjistili, Ze nizka kvalita tubuldrnich bunék a
nizka exprese genu pro Netrin-1, tzv. faktor preziti, ma vztah k opoZzdénému rozvoji
funkce sStépu. Potvrdili jsme, Ze reperfuzni faze ischemicko/reperfuzniho poskozeni
vede k minimalnim morfologickym, ale vyznamnym molekuldarnim abnormalitdm. Tato
disociace mezi histologii a molekuldrni patologii svéd¢i pro nutnost integrovaného
pfistupu pfi hodnoceni kvality darcovského organu a jeho spravné alokaci
k transplantaci. Identifikovali jsme nové kompozitni histologické skore, tzv. CIV skére,
které spolu s klinickou charakteristikou darce |épe predikuje riziko opozdéného rozvoje
funkce po transplantaci ledviny nez konvenéni metody. Poukdzali jsme na vyznamnou
heterogenitu darcl s rozsSitenymi kritérii a identifikovali podskupinu v nizkém riziku
opozdéného rozvoje funkce. Doporudili jsme rutinné provadét darcovské biopsie ve
vSech ledvinach bez ohledu na pftislusnost k ECD klasifikaci. Pfi zkoumani intrarenalniho
transkriptomu pacientll 1é¢enych rliznou indukéni terapii (Thymoglobulin vs. ATG-F)
jsme potvrdili snizenou expresi signdlni drahy pro NF-kB po indukci s
Thymoglobulinem, kterd by mohla svéd¢it pro ucinngjsi alloimunitni regulaci a
vysvétlovat Uspéch této biologické 1éCby v klinické praxi. V periferni krvi a rendlni tkani
pacientd bez rejekce jsme prokazali zvySenou expresi genl asociovanych s funkci B
lymfocytd.



Abstract

Improving the short-term results of kidney transplantation did not result in improving
the long-term function and survival of kidney allograft. Organ shortage and increasing
number of marginal donors remains the key problem in transplant today. The quality
of donor organ is critical for graft function development and survival. The aim is to
improve understanding to ischemia/reperfusion injury and its consequences, predict
delayed graft function and rejection, improve organ allocation strategy and identify
patients suitable for safe drug minimization or complete withdrawal of
immunosuppressive therapy.

Analysis of donor kidneys identified poor tubular cell quality and low survival
factor, Netrin-1 expression levels, to be associated with delayed graft function. We
confirmed that reperfusion phase of ischemia/reperfusion injury leads to minimal
morphological but significant molecular abnormalities. Dissociation observed in
histology and molecular pathology finding calls for an integrated approach in donor
quality organ evaluation and allocation for transplantation. Significant heterogeneity
within donors with expanded criteria was shown and subgroup of organs at low risk of
delayed graft function was identified. We suggested donor biopsies to be performed
as a routine praxis in all kidneys irrespective of ECD classification. Decreased
expression of NF-kappaB signalling pathway after Thymoglobulin induction was
observed when compared to ATG-F, which could be indicative of more effective
alloimmune regulation and explain success of this biological treatment in clinical
practice. The up-regulation of several operational tolerance-related genes in the
peripheral blood and kidney graft tissues of rejection-free patients in kidney transplant
patients was observed.



1. Uvod

| pres snizeni vyskytu akutnich rejekci nedosSlo u transplantaci ledvin v poslednich
dvaceti letech ke zlepSeni vysledk( (Jevnikar et al., 2008). Klicovym problémem z(stava
nedostatek organ(l k transplantaci a rostouci pocet pacient(i na ¢ekaci listiné (Womer
et al., 2009). Kvalita darcovského organu urcuje kratkodobé i dlouhodobé vysledky
transplantace ledvin.

Mnoho autor(i se pokouselo stanovit kvalitu darcovské ledviny a predpovédét
vysledky transplantace na zakladé klinickych parametri darce a prijemce,
histologického vySetfeni a vySetfeni transkriptomu v case odbéru ledviny
k transplantaci.

Ukazalo se, Ze predikéni skére zaloZzené na klinické charakteristice darce funguje
na velkych poctech pacient(, ale ztraci silu pfi posuzovani konkrétniho pacienta
(Grossberg et al.,, 2006). Histologické ndlezy ddarcovskych biopsii mohou pomoci
pfi posouzeni strukturdini integrity darcovské ledviny, poskytnout informace o
preexistujicim poskozeni darcovské ledviny a slouZit jako vychozi bod pfi sledovani
zmén v case (Randhawa et al., 2001). Ke sniZzeni poctu odmitnutych organa
k transplantaci jsou ale potfebné dalsi prospektivni studie, které by vylepSily alokaci
organl a umoznily presnéjsi predikci vysledkd.

Vysetfenim molekuldrniho profilu Ize zjistit zmény, které nejsou viditelné pfi
histologickém vysetreni ¢i detekovatelné klinickym vySetfenim (Famulski et al., 2007).
Molekularni profil poskytuje kvantitativni méreni zanétu a aktivace imunity a odrazi
zmény v drahdch asociovanych s poskozenim a reparaci (Boros et al., 2006).

Cestou k dosazeni co nejlepsich vysledki je individualizace pfistupu na zakladé
posouzeni kvality darcovského organu, prijemce, peri- a potransplantacnich udalosti.
Spravna aplikace v klinické praxi vyZzaduje identifikaci genovych prediktor( a jejich
integraci s klinickymi a histopatologickymi daty (Mueller et al., 2011).

Pfi rozhodovani o pfijmuti ¢ odmitnuti organu ktransplantaci a pro
individualizaci potransplantacni péce je dulezité spravné zhodnotit kvalitu orgdnu
v Case odbéru. Toto v soucasnosti predstavuje zavazny klinicky problém. Vzhledem
k rostoucimu poctu tzv. margindlnich darcd, vétSimu riziku opozdéného rozvoje funkce
Stépu (DGF) a stim souvisejici omezenou dlouhodobou funkci Stépu lékafi casto
chybuji a z opatrnosti odmitaji potencialné vyuzitelné organy (Mueller et al., 2011).



2. Hypotéza

Ke zlepSeni dlouhodobych vysledkl transplantaci ledvin je potfebné identifikovat
pacienty vriziku opoZzdéného rozvoje funkce Stépu a rejekce, ktefi by profitovali
z individualizace imunosupresivniho rezimu a peritransplantacni péce. Je znamo, Ze
ischemicko/reperfuzni poskozeni hraje vyznamnou roli v opozdéném rozvoji funkce a
ovliviiuje dlouhodobé preziti. Domnivame se, Ze vySetfeni transkripniho profilu
dokdaze citlivé detekovat zmény, které nejsou rozpoznatelné pri histologickém
vySetfeni a pomulzZe poznat mechanismy poskozeni a mozZnosti jeho prevence.
Pfedpoklddame, Ze integrovanym genomicko-klinicko-histopatologickym pfistupem
dokdzeme l|épe zhodnotit kvalitu organu, predpovédét rozvoj funkce a osud Stépu
v dobé transplantace.

3. Cil prace

1. Pomoci molekuldrné biologickych metod - analyzy expresniho profilu vybranych
genl. ve 3 ndslednych  biopsiich v pradbéhu jednotlivych  fazi
ischemicko/reperfuzniho poskozeni (ddrcovska, predimplantacni,
poimplantacni biopsie) prokazat, Ze ischemicko/reperfuzni poskozeni Stépu
ledviny se projevi zménou vybraného expresniho profilu.

2. Analyzou expresniho profilu vzorku ledviny ziskané v dobé odbéru organu
k transplantaci identifikovat genové prediktory opozdéného rozvoje funkce
stépu.

3. Integrovanym pfistupem, pouZitim histologického vysetfeni ledviny od darcl s
rozSifenymi kritérii a klinické charakteristiky darce a pfijemce predikovat riziko
opozdéného rozvoje funkce stépu.

4. Analyzovat transkriptom transplantované ledviny po indukéni 1é¢bé rozdilnymi
antithymocytarnimi globuliny a zhodnotit vliv opoZzdéného rozvoje funkce stépu
na molekularni profil.

5. Vysetfenim exprese gen asociovanych s operacni toleranci v periferni krvi
predikovat rozvoj akutni rejekce po transplantaci ledviny.



4. Material a metodika

Populace
K analyzam jsme pouzili rendlni tkan a periferni krev pacient(i, ktefi podstoupili
transplantaci ledviny v transplantacnim centru IKEM v jednotlivych ¢asovych obdobich.

Biopsie Stépu ledviny

Protokolarni biopsie byla provedena ve 3. mésici po transplantaci ledviny, indikaéni
biopsie stépu pfi vzestupu Cr o vic nez 10%, progresi proteinurie ¢i pretrvavajici afunkci
Stépu. Darcovskou biopsii jsme provedli pfi odbéru ledviny k transplantaci. Pfi samotné
transplantaci byla provedena predimplantacni (pred reperfuzi, na konci ischémie) a
poimplantacni biopsie (20 min po uvolnéni cévnich svorek, v obdobi reperfuze).
Histologické vySetfeni bylo provedeno v souladu s Banffskou klasifikaci 2005. Mala ¢ast
(2mm)  z kortikdIni  oblasti bioptického vzorku byla okamzité uskladnéna
ve stabilizacnim roztoku (RNA later) a skladovana pfi teploté -80°C do extrakce RNA.

RNA extrakce a komplementarni syntéza DNA

Po homogenizaci renalni tkané jsme izolaci RNA provedli s pouZitim RNA blue agent.
Izolovanou RNA jsme zfedili v 30 pL vody ocisténé od RNazy. Cistotu a koncentraci
jsme ovérili spektrofotometrem (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). K dalsi analyze
jsme poutili jen vysoce kvalitni RNA s ¢islem RNA integrity 8-10. 2 ug RNA jsme pouzili
k pfepisu do komplementarni DNA s pouZitim Superscript reversni transkriptdzy
(Nitrogen, CA). RNA byla oSetfena DNazou. Jen komplementdrni 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)

Vysetfeni genového expresniho profilu bylo provedeno pouZitim kvantitativni eseje
real-time RT-PCR zaloZené na technologii Tagman low-density array (TLDA). TLDA je
mikrofludini karta prizplsobena potrebam konkrétniho projektu, ktera obsahuje sondy
pro kandidatni geny vybrané z katalogu firmy Applied Biosystems. Data jsme
kvantifikovali pomoci SDS 2.4 softvéru (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analyza dat pro genovou expresi

Hodnoty relativni genové exprese jsme ziskali z TLDA analyzy pouZitim 222t metody
pro relativni kvantifikaci (RQ, z angl. relative quantity), kterd je implementovana v
Applied Biosystems RQ Manager Software v1.2.1 (Applied Biosystems). Kvypoctu
relativni kvantity jsme porovnali genovou expresi zkoumaného vzorku s kontrolnim
vzorkem. Data jsou prezentovana jako nasobek genové exprese zkoumaného vzorku



vztazené k endogennimu referenénimu genu a pomérenda k relativni kvantité
kontrolniho vzorku vztazené k endogennimu referen¢nimu genu.

5. Vlastni vysledky vyzkumné prace

5.1 Molekularni profil ischemicko/reperfuzniho poskozeni a identifikace prediktort
opozdéného rozvoje funkce stépu

Uvod

Ischemicko/reperfuzni poskozeni vede ¢asto k opozdénému rozvoji funkce a negativné
ovliviiuje preziti transplantované ledviny. Tato prospektivni studie méla za cil popsat
intrarenalni transkriptom v pribéhu ischemicko/reperfuzniho poskozeni a identifikovat
geny asociované s opozdénym rozvojem funkce Stépu.

Metodika

Intrarendlni transkripéni profil ischemicko/reperfuzniho poskozeni jsme vySetrovali ve
tfech sekvencnich biopsiich Stépu ledviny, a to pfi odbéru ledviny (darcovska biopsie) a
v pribéhu transplantace (predimplantacni a poimplantacni biopsie, obr. 1). Pomoci
metody kvantitativni real-time RT-PCR (222%) jsme méfili expresi 92 kandidatnich gend
ve Stépech ledviny s okamzitym (n=26) a opozdénym (n=9) rozvojem funkce $tépu.

approx. 15h 30min

Obr. 1. Casové provedeni sekvenénich biopsii v pribéhu odbéru organu
k transplantaci a samotné transplantace.

Vysledky

Zatimco studena ischémie nevedla k vyznamnym zménam v expresnim profilu
kandidatnich gend, doslo v prabéhu reperfuze ke zvySené expresi 16 genu
asociovanych s aktivaci pfirozené a adaptivni imunitni odpovédi a apoptdzy. Pomoci
metody multivariantni logistické regrese jsme prokazali, Ze vyssi skére pro tubularni
atrofii (ct) ve spojeni s nizkou expresi genu pro Netrin-1 mizZe pomoci predpovédét
opozdény rozvoj funkce Stépu (ROC AUC=0.89 pro testovaci sadu, ROC AUC=0.81 pro
validacni sadu.



Zaveér

Pomoci molekularni a histologické analyzy darcovskych ledvin jsme zjistili, Ze nizka
kvalita tubularnich bunék definovana jako vyssi mira tubularni atrofie v kombinaci s
redukovanym potencidlem protiapoptotickych faktor( preziti je spojend s opozdénym
rozvojem funkce transplantované ledviny. Netrin-1 patfi mezi tzv. faktory preziti, které
protektivné plsobi pfi zotavovani z I/RI.Na rozdil od ischémie, byla reperfuze i pres
minimalni vyskyt  histopatologickych abnormalit spojena se zvySenou aktivaci
pfirozené a adaptivni imunity a apoptdzy. Lze tedy soudit, Ze kombinace konvencnich
histopatologickych metod s technikami molekuldrni patologie by mohla predstavovat
ucinny nastroj k identifikaci darcovskych ledvin v riziku opoZzdéného rozvoje funkce.

v rv

5.2 Identifikace ledvin od darcu s rozsifenymi kritérii v riziku opozdéného rozvoje
funkce Stépu

Uvod

Nedostatek orgdnl vede ke zvySenému vyuziti ledvin od darcl s rozsifenymi kritérii,
tzv. ECD darcl, coz pfispivd k vysSimu riziku opozdéné funkce stépu. Cilem této prace
bylo identifikovat ledviny v riziku DGF.

Metodika

K predikci rizika DGF po transplantaci ledviny jsme pouzili histologické hodnoceni
darcovské rendlni biopsie a klinickou charakteristiku darce a pfijemce. Souhrnné
Banffské skdre spocivalo v soucétu skére pro intersticialni fibrézu (Cl), tubuldrni atrofii
(CT), hyalinni ztlusténi arteriol (AH), fibrézni ztlusténi intimy (CV) a procentualni
zastoupeni sklerotizovanych glomeruld (GS).

Vysledky

K opozdénému rozvoji funkce Stépu po transplantaci ledviny doslo ve sledovaném
obdobi u 126 pacientl z 344. U téchto pacientl jsme nalezli vyssi histologické skoére
pro intersticidlni fibrézu (Cl), tubularni atrofii (CT), fibrézni ztlusténi intimy (CV) a
souhrnné Banffské skore, pricemz jako nezavislé prediktory DGF se jevily jen Cl a CV.
Souctem CI + CV jsme vytvofili nové CIV skére, které |épe predikuje DGF (OR 2.68; 95%
confidence interval, 1.55-4.66; P<0.001), nez sourhnné Banffské (OR, 1.48; 95%
confidence interval 0.85-2.55; P=NS). Kombinace CIV skére s klinickymi parametry
darce (vék + pric¢ina umrti) zlepSila predikci DGF. U ledvin s CIV skére > 1 od darce
starsiho 51 let a s anoxickym poskozenim mozku bylo riziko DGF nejvyssi. Naopak, ECD
porovnatelné s rizikem DGF u ledvin od darcl se standardnimi kritérii (SCD, z angl.
standard criteria donor) (29.3% vs. 28.4%).
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Zaveér

Inovativni kompozitni histologické CIV skoére spolu s klinickou charakteristikou darce
Iépe predikuje riziko DGF neZ tradi¢ni souhrnné Banffské skére. Pomoci CIV skére bylo
mozné identifikovat ledviny od ECD darc(, které jsou v nizkém riziku DGF. To by mohlo
ulehdit alokaci organu ¢i vybér imunosupresivniho reZzimu. PoufZiti v klinické praxi je
potiebné ovéfit na nezavislych kohortach.

5.3 Intrarenalni exprese genid po indukéni 1écbé antithymocytarnim globulinem a vliv
opozdéného rozvoje funkce stépu

Uvod

Indukéni terapie je spojena s vybornymi jednoro¢nimi vysledky transplantaci ledvin.
Cilem této studie bylo vyhodnotit rozdily v trankripénim profilu vybranych gen(
v biopsii Stépu ledviny po UspéSné indukcni terapii kralicim antithymocytarnim
globulinem (polyklondlni deplecni protilatkou) a zhodnotit vliv opoZzdéného rozvoje
funkce Stépu na rozdily v expresnim profilu.

Metodika

Pomoci techniky real-time RT-PCR jsme v biopsii $tépu 3 mésice po transplantaci
kvantitativné urcili expresi 376 kandidatnich genu pro toleranci, zanét, T-a B-bunécnou
imunitni odpovéd a apoptdzu. Zkoumali jsme vzorky z protokolarni biopsie ledvin s
nerejekénim histologickym ndlezem po indukci Thymoglobulinem nebo ATG-Fresenius
(ATG-F) a v kontrolni skupiné bez indukéni 1é¢by.

Vysledky

Profil exprese gen(l ve $tépu ledviny po indukci Thymoglobulinem byl odlisny od profilu
po indukci ATG-F, rozdily byly v expresi 18 genl z376 mérenych. Po indukci
Thymoglobulinem jsme pozorovali snizenou expresi genli zapojenych do drahy pro NF-
kB (TLR4, MyD88, CD209), kostimulaci (CD8, CTLA4), apoptézu (NLRP1), chemotaxi
(CCR10) a funkci dendritickych bunék (CLECAC). Pfi hierarchické klastrové analyze se
transkrip¢ni profil po indukci Thymoglobulinem zretelné odliSoval od ATG-F a byl
podobny kontrolni skupiné.

Zaver

| pfes normalni morfologicky nalez v tfimési¢ni protokolarni biopsii a stabilni rendlni
funkci je intrarendlni trankriptom u pacientll |éCenych rGznou indukéni terapii
(Thymoglobulin vs. ATG-F) odlisSny. U vysoce rizikovych pacientd po indukci
Thymoglobulinem byl transkriptom podobny nizkorizikové skupiné bez indukce.
Domnivame se, Ze potlaéeni signalni drahy pro NF-kB po indukci Thymoglobulinem
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muze svédcit pro Ucinnéjsi alloimunitni regulaci a vysvétlovat Uspéch této biologické
Ié¢by v klinické praxi.

5.4 Predikce akutni rejekce po transplantaci ledviny vySetfenim exprese tolerantnich
gena v periferni krvi

Uvod

Nedavno byl identifikovan molekuldrni profil pacientl s operacni toleranci po
transplantaci ledviny s dlouhodobé funkénim Stépem bez imunosuprese. Exprese genl
asociovanych s toleranci v periferni krvi pacientd uzivajicich imunosupresi nebyla zatim
podrobné objasnéna.

Metodika

V této prospektivni studii jsme meéfili expresi 8 vybranych gend popsanych u
nemocnych s operacni toleranci (MS4A1,CD79B, TCL1A, TMEM176B, FOXP3, TOAG-1,
MAN1A1, a TLR5). Vysetfili jsme vzorky periferni krve u 67 pacientd v dobé
transplantace ledviny a dédle 7., 14., 21., 28. den a 2., 3., 6., 9., 12. mésic po vykonu.
Soucasné byla vySetfena intrarenalni genovd exprese v biopsiich Stépu. PouZzitim
pratokové cytometrie jsme stanovili pocet B lymfocytl (CD45*CD19*CD3"). Porovnali
jsme expresni profily pacientl s akutni rejekcii, hranicnimi zménami a bez rejekce.
K analyze longitudinalnich dat jsme poutZili generalizovany linedrni smiSeny model
s gamma distribuci pro opakované méreni, adjustovany na indukéni [é€bu.

Vysledky

U pacientl bez rejekce, pfipadné s hrani¢nimi zménami jsme pozorovali signifikantné
vys$si pocet perifernich B-lymfocytl v porovnani s pacienty s akutni rejekci. Ve skupiné
pacientd s nerejekénim nalezem jsme zjistili signifikantné vyssi expresi genl pro
MS4A1 (CD20), TCL1A, CD79B, TOAG-1, and FOXP3 v porovnani s pacienty s rejekci.
Nejvyssi rozdily jsme pozorovali v pribéhu prvnich tfech mésicl. Naopak, gen pro
TMEM176B (TORID) byl upregulovdn u pacientl s rejekci. Podobny trend jsme
zaznamenali i pfi porovnani pacientd s hrani¢nimi zménami.

Zaveér

Pozorovali jsme zvySenou expresi gent pro B lymfocyty u pacient( bez rejekce
podobné jako u pacientl s operacni toleranci bez imunosupresivni 1éCby.
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6. Souhrna diskuse

V prvnim tématickém okruhu této prace jsme se vénovali analyze expresniho
profilu vybranych gend ve 3 ndaslednych biopsiich v pribéhu jednotlivych fazi
ischemicko/reperfuzniho poskozeni. Prvni biopsie byla provedena v Case odbéru
ledviny k transplantaci (darcovska biopsie), dalsi v pribéhu samotné transplantace a to
na konci ischémie (predimplantacni biopsie) a 30 minut po reperfuzi organu
(poimplantacni biopsie). | pres absenci histologickych abnormalit jsme pozorovali
zménénou expresi genll ve vztahu k poskozeni Stépu. Ve srovnani s “molekularnim
tichem” studené ischémie, vedla reperfuze k enormnim zménam transkriptomu, ke
zvySené expresii 16 genl asociovanych s aktivaci prirozené a adaptivni imunitni
odpovédi a apoptdézy a k vyznamné heterogenité transkripéniho profilu v
poimplantacnich biopsiich. Moznym vysvétlenim molekuldrniho ticha béhem ischémie
je potla¢eni metabolismu jako zdakladniho fyziologického mechanismu. Nase data
naznacila, Ze molekuldrni profilovani prfesahuje hranice histopatologie. PouZitim
“molekularniho mikroskopu” jsme byli schopni odhalit i diskrétni zmény, ke kterym
dochazi v priibéhu ischemicko/reperfuzniho poskozeni.

Podafilo se nam identifikovat potencionalni rizikové faktory opoZzdéného

rozvoje funkce S$tépu. Ledviny, u kterych dosSlo k opoZdénému rozvoji funkce,
vykazovaly vyssi skére pro tubuldrni atrofii a nizkou expresi genu pro Netrin-1. Toto
poukazuje na duleZitou roli kvality tubulll v ¢asném potransplantacném prabéhu.
Netrin-1 patfi mezi tzv. faktory preziti, které napomadhaji regeneraci tim, ze stimuluji
proliferaci preZivajicich renalnich tubularnich bunék, inhibuji apoptdzu a zmiriuji
nasledky ischemicko/reperfuzniho poskozeni. V nasi praci jsme popsali snizenou
expresi genu pro Netrin-1 ve stépech s opozdénym rozvojem funkce Stépu.
Domnivame se, Ze vySetfeni exprese pro Netrin-1 by mohlo pomoci l1épe porozumét
vulnerabilité darcovské ledviny vaci I/RI., zvlasté u ledvin od darcl s rozsifenymi kritérii
s jiz preexistujicim poskozenim. Kombinace konvencnich histopatologickych metod
s technikami molekularni patologie by mohla predstavovat ucinny nastroj k identifikaci
darcovskych ledvin v riziku opoZzdéného rozvoje funkce.

V dalsi ¢asti jsme se vénovali predikci rizika opoZzdéného rozvoje funkce stépu.
Integrovanym pfristupem, pouZitim histopatologického skdére darcovské biopsie a
klinické charakteristiky darce a prijemce jsme se pokusili identifikovat faktory, které by
mohly pomoci lépe predpovédét opozdény rozvoj funkce Stépu, zvlast u ECD darcl. Po
zhodnoceni velkého mnoiZstvi darcovskych biopsii (n=344) jsme vytvofili vlastni
kompozitni skére, tzv. CIV skére, které nezavisle predikovalo DGF ve 126 pfipadech.
Toto inovativni kompozitni CIV skére mélo dohromady s klinickou charakteristikou
darce lepsi prediktivni hodnotu nez tradicni souhrné Banffské skore s klinickou
charakteristikou darce. Prijemci ledvin s CIV skdre > 1 od darce starSiho 51 let a po
anoxickém poskozeni mozku byli ve vysokém riziku opozdéného rozvoje funkce Stépu.
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Nase vysledky podporuiji roli tradi¢nich rizikovych faktord DGF (napf. vék darce, hladina
sérového kreatininu, anoxické poskozeni mozku darce), ale zdroven poukazuji na
vyznam intersticialni fibrozy (Cl) a fibrointimalniho ztlusténi (CV) v histologickém
hodnoceni darcovské ledviny. Kromé toho naSe studie zdlraziuje vyznam
histologického vysetfeni u vSech darcovskych ledvin véetné SCD darcll, protoze bylo
prokazano, ze SCD ledviny s CIV skére > 1 jsou ve srovnatelném riziku DGF jako ledviny
od ECD darct. Podobné i skupina ECD ledvin predstavuje pomérné heterogenni
kohortu s riznou mirou rizika DGF dle CIV skére.

Dale jsme vnaSi praci srovndvali transkripéni profil imunologicky vysoce
rizikovych pacientl po indukci dvéma druhy antithymocytarnich globulint a hodnotili
vliv opozdéného rozvoje funkce $tépu na molekularni profil. Ukazali jsme, Ze i pres
normalni morfologicky nalez v tfimési¢ni protokolarni biopsii a stabilni renalni funkci je
intrarenalni trankriptom u pacientl lé¢enych rdznou indukéni terapii (Thymoglobulin
vs. ATG-F) odlisny. Transkriptom vysoce rizikovych pacientd po indukci
Thymoglobulinem byl podobny nizkorizikové skupiné bez indukce.

Indukce Thymoglobulinem byla spojena s potlacenim exprese genl signalni
drahy pro NF-kB, asociovanych s funkci dendritickych bunék, chemoatrakci, apoptdzou
a kostimulaci, tj. s potlacenim aktivity mechanisma, které se ucastni jak prfirozené, tak
adaptivni imunitni odpovédi. V nasi studii jsme prokazali, Ze indukéni terapie
Thymoglobulinem navozuje u imunologicky vysoce rizikovych pacientl transkripéni
profil podobny nizkorizikovym pacientlim bez indukéni [éCby a Ze tento profil je odliSny
od pacientd lé¢enych ATG-F. Homogenita genového expresniho profilu u pacientli po
indukéni 1é¢bé Thymoglobulinem a u pacientd bez indukce naznacuje podobnou
Uroven aktivace imunitni odpovédi ve stépu i pfes zjevné rozdily vimunologickém
riziku. Vzhledem k vyssi incidenci opozdéného rozvoje funkce Stépu po indukci ATG-F
nas zajimalo, jestli pozorovany rozdil vtranskripénim profilu neni disledkem DGF.
Doplnujicii experiment neprokazal rozdilnou expresi kandidatnich genli mezi Stépy
s opozdénym a okamzitym rozvojem funkce $tépu, coZ podpofilo teorii, Ze pozorované
rozdily jsou dlsledkem rozdilné indukéni IS 1é¢by. Domnivame se, Ze potlaceni aktivity
signalni drahy pro NF-kB po indukci Thymoglobulinem by mohla svédéit pro ucinnéjsi
alloimunitni regulaci a vysvétlovat Uspéch této biologické |é€by v klinické praxi.

V posledni casti nasi prace jsme se zabyvali vySetfenim exprese genl
asociovanych s operacni toleranci v periferni krvi a ve Stépu u pacientQ
s imunosupresivni |é¢bou. Cilem této prace bylo na zakladé vySetfeni exprese
kandidatnich genl identifikovat pacienty se slabou aloimunitni odpovédi, ktefi by
mohli profitovat z minimalizace imunosuprese.

Zjistili jsme, Ze pacienti bez rejekce, pfip. s hraniénimi zménami maji vyssi pocet
perifernich B-lymfocytl a signifikantné vySsi expresi genl asociovanych s toleranci
(MS4A1, TCL1A, CD79B, TOAG-1, FOXP3). Naopak, v periferni krvi pacientl s akutni
rejekci doslo ke sniZzeni exprese transkript(i tolerance asociovanych s B lymfocyty.
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V minulosti se myslelo, Ze T lymfocyty, resp. regulacni T lymfocyty (Tregs), jsou dilezité
pfi navozeni a udrzeni transplantacni tolerance (Sakaguchi et al., 2006). B lymfocyty
byly prevaziné spojovany se vznikem akutni protilatkami zprostfedkované rejekce a
horsi progndzou pro stép (Zarkhin et al., 2008). V rozporu s tim byl nedavno popsan
vztah mezi zvySenou expresi genll pro B-lymfocyty a lepSim vysledkem |écby akutni
rejekce (Scheepstra et al., 2008, Viklicky et al., 2010). Nase prace potvrdila roli B
lymfocytl pfi udrZeni slabé alloimunitni odpovédi, kdyz u pacientl bez rejekce byla
pozorovana vyrazné zvySena aktivita ukazatel(l tolerance asociovanych s B lymfocyty.
Mnoho studii analyzovalo pacienty s operacni toleranci s dlouhodobou funkci Stépu
bez imunosupresivni |écby. Nase studie poskytla odliSny pohled, kdyZ ovéfila vztah a
protektivni roli tolerantnich transkriptl asociovanych s B lymfocyty u pacientd po
transplantaci ledviny na imunosupresivni [éCbé.

Nase a jiné prace poukazuji na dllezZitost vyvoje novych prediktort k identifikaci
pacientd vriziku opoZdéného rozvoje funkce a rejekce, ktefi by profitovali
z individualizace imunosupresivniho rezimu a zlepSeni dlouhodobych vysledku
transplantace.
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7. Zavéry

Analyzou darcl ledvin jsme zjistili, Ze nizka kvalita tubuldrnich bunék a nizka exprese
genu pro Netrin-1 souvisi s opozdénym rozvojem funkce $tépu. Netrin-1 je tzv. faktor
preziti, ktery hraje protektivni roli pfi zotaveni z ischemicko/reperfuzniho poskozeni.
V budoucnu by cilend terapeuticka intervence mohla pomoci sniZit vyskyt DGF v
organech citlivych k ischemicko/reperfuznimu poskozeni. Zatimco v priabéhu
reperfuzniho poskozeni dosSlo ke vzniku jen minimdlnich histopatologickych
abnormalit, na molekuldrni Urovni jsme pozorovali vyraznou aktivaci pfirozené a
adaptivni imunitni odpovédi a apoptdzy. Ischémie byla charakterizovana relativnim
molekuldrnim tichem. Kombinace konvencniho histologického pfistupu a molekuldrni
patologie by mohla predstavovat ucéinny nastroj kidentifikaci ledvin v riziku
opozdéného rozvoje funkce stépu.

Nové kompozitni histologické skére by mohlo spolu s klinickou charakteristikou darce
lépe predpovédét riziko opozdéného rozvoje funkce po transplantaci ledviny nez
konvenéni souhrnné Banffské skére. Kromé toho by kompozitni CIV skére mohlo
pomoci identifikovat méné rizikovou podskupinu ECD-pozitivnich darcd, jejichZ organy
by nemusely byt nezbytné urceny starSim prijemcim a nevyZadovaly by individualizaci
imunosupresivni [éCby. Vysledky nase studie podporuji provadéni darcovskych biopsii
ve vSech ledvinach bez ohledu na pfislusnost k ECD klasifikaci.

| pfes normalni morfologicky nalez v tfimési¢ni protokoldrni biopsii a stabilni renalni
funkci je intrarendlni trankriptom u pacientl [éCenych rldznou indukéni terapii
(Thymoglobulin vs. ATG-F) odliSny. U wvysoce rizikovych pacientl po indukci
Thymoglobulinem byl transkriptom podobny nizkorizikové skupiné bez indukce.
Domnivame se, Ze potladeni aktivity signalni drahy pro NF-kB po indukci
Thymoglobulinem by mohlo svéddit pro ucinnéjsi alloimunitni regulaci a vysvétlovat
uspéch této biologické lé¢by v klinické praxi.

V periferni krvi a renalni tkani pacientl bez rejekce uZivajicich standardni imunosupresi
jsme prokazali zvySenou expresi genl asociovanych s operacni toleranci. VétsSina
téchto zvysené exprimovanych gen(l byla spojena s funkci B-lymfocytl. Nejvétsi rozdil
byl zaznamenan zejména béhem prvnich 90 dni po transplantaci. Zda toto pozorovani
povede kjednoduché a bezpecné minimalizaci, pfipadné eliminaci imunosuprese,
ukazou prospektivni intervencni studie zaloZzené na monitoraci biologickych ukazatel(.
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8. Conclusions

. Analysis of donor kidneys identified poor tubular cell quality and low Netrin-1
expression levels to be associated with DGF. Netrin-1 is a survival factor that plays a
protective role in recovery from ischemia/reperfusion injury. In the future, targeted
therapeutic intervention might help to decrease the incidence of DGF in organs
susceptible to ischemia/reperfusion injury. Despite minimal histopathological
abnormalities occurring during reperfusion injury, reperfusion was associated with
enhanced activation of innate and adaptive immune responses and apoptotic
programs, contrary to relative molecular silence of ischemia. Taking together, the
combination of both conventional histology and molecular pathology techniques
during transplantation surgery may represent a more accurate tool to discriminate
grafts at risk for DGF.

. We introduced a novel composite histologic score, which, along with clinical variables,
may better predict the risk of DGF than conventional total Banff score. Moreover, the
composite CIV score might help to identify ECD-positive subjects at lower risk for DGF
whose organs do not have to be necessarily allocated to older recipients. Supposedly,
their acceptance would not require use of specific immunosuppressive protocol. Based
on the study results, we suggest donor biopsies to be performed as a routine praxis in
all kidneys irrespective of ECD classification.

. Thymoglobulin and ATG-F induction induce a different intrarenal transcript profile in
patients 3 months posttransplantation despite normal morphology and stable kidney
graft function. Moreover, induction therapy with Thymoglobulin in high-risk patients
was shown to induce an identical transcriptome profile as in low-risk subjects who had
not received induction therapy. The differential gene expression, which resulted in
lower activity of NF-kB-dependent pathways, seems to favor better alloimmune
regulation in Thymoglobulin induction.

. The up-regulation of several operational tolerance-related genes in the peripheral
blood and kidney graft tissues of rejection-free patients in kidney transplant patients
still on standard immunosuppression were identified. Most differently regulated genes
in the peripheral blood were associated with B-lymphocyte function, mainly within the
first 90 days after kidney transplantation. Whether this observation forms the ground
for a more simplified and safer drug minimization or possibly drug elimination strategy
can only be answered following prospective biomarker-based interventional studies.
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