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Seznam zkratek 

 

ABMR  akutní protilátkami zprostředkovaná rejekce 

AMRV  akutní protilátkami zprostředkovaná vaskulární rejekce 

AP-1  aktivační protein 1 

APC  antigen-prezentující buňka (z angl. antigen presenting cell) 

ATG-F  antithymocytární globulin Fresenius 

AVR  akutní vaskulární rejekce 

BCL11B  B lymfocytární chronická lymfatická leukémie/lymfom 11B (z angl. B-cell 

lymphoma/leukemia 11B) 

BTLA  protein asociovaný s B a T lymfocyty (z angl. B and T lymphocyte associated protein) 

CCL17  C-C Motif Chemokine Ligand 17  

CCR7  C-C Motif Chemokine Receptor 7 

CD2  CD2 molekula, povrchový antigen T lymfocytů 

CDC  komplement – dependentní cytotoxicita  

CDC CM cytotoxická křížová zkouška 

CI   intersticiální fibróza 

CIV  skóre pro intersticiální fibrózu a fibrózní ztluštění intimy  

CV  fibrózní ztluštění intimy  

ClCr  clearance kreatininu 

CM   křížová zkouška (tzv. crossmatch) 

CNI   inhibitory kalcineurinů 

CRP  C-reaktivní protein 

CTLA4  protein 4 asociovaný s cytotoxickými T lymfocyty (B and T lymphocyte associated 4 

protein) 

CXCL13  C-X-C Motif Chemokine Ligand 13 
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DGF opožděný rozvoj funkce (z angl. delayed graft function) 

DHODH dihydroorotátdehydrogenáza 

DSA dárcovsky specifické protilátky 

ECD dárce s rozšířenými kritérii (z angl. expanded criteria donor) 

eGFR odhadovaná glomerulární filtrace (z angl. estimated glomerular filtration rate) 

ENDAT  genové transkripty asociované s endotelem (z angl. endothelial-associated 

transcripts) 

FACS  průtoková cytometrie (z angl. fluorescence-activated cell sorting) 

FXCM křížová zkouška metodou průtokové cytometrie (z angl. flow cytometry cross-match) 

g glomerulitida 

GIMAP5 GTPase IMAP Family Member 5 

HC  hierarchická shluková analýza (z angl. hierarchical cluster analysis) 

HLA  lidský hlavní histokompatibilní komplex (z angl. human leukocyte antigen) 

i intersticiální zánět 

IL  interleukin 

IL21R receptor pro interleukin 21 

IMPDH inozinmonofosfátdehydrogenáza 

IFN-γ interferon gamma 

IV izolovaná v-léze 

JAK Janusova kináza 

KLRG1  receptor G1 zabíječských buněk podobný lektinu G1 (z angl. Killer cell lectin-like 

receptor subfamily G, member 1) 

LAX1 lymfocytární transmembránový adaptor (z angl. Lymphocyte transmembrane adaptor 

1) 

LCK  proteintyrozinkináza specifická pro lymfocyty (z angl. Lymphocyte Cell-Specific 

Protein-Tyrosine Kinase) 
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 LTA lymfotoxin alfa 

 LTB lymfotoxin beta 

MAP mitogenem aktivovaná proteinkináza  

MFI průměrná intenzita fluorescence (z angl. mean fluorescence intensity) 

MHC hlavní histokompatibilní komplex (z angl. major histocompatibility complex) 

MI mikrovaskulární zánět 

MICA hlavní histokompatibilní komplex, třída 1, řetězec A (z angl. major-histocompatibility-

complex class I–related chain A) 

MMDx diagnostický systém molekulárního mikroskopu (z angl. molecular microscope 

diagnostic system) 

MMF mykofenolát mofetil 

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina 

mTOR savčí receptor pro rapamycin (z angl. mammalian target of rapamycine) 

NFAT nukleární faktor aktivovaných T lymfocytů 

NF-κB nukleární faktor B  

NK přirozený zabiják (z angl. natural killer) 

PI-3K fosfoinositid- 3-kináza 

PRA panel reaktivní protilátky (z angl. panel reactive antibodies) 

ptc peritubulární kapilaritida 

RT-qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálnem čase 

sAMRV suspektní akutní protilátkami zprostředkovaná vaskulární rejekce 

SLA2 adaptor 2 podobný Src (z angl. Src like adaptor 2) 

SLAMF1 Signaling lymphocytic activation molecule family member 1 

t tubulitida 

TCMR T buňkami zprostředkovaná rejekce 
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TCMRV  T buňkami zprostředkovaná vaskulární rejekce   

TCR   receptor T- lymfocytu 

TGF-β  transformující růstový faktor beta 

Th1  T lymfocyty 1. typu 

Th2   T lymfocyty 2. typu 

TLR   toll-like receptor 

TNFRSF4  TNF receptor superfamily member 4  

Tregs regulační T lymfocyty 

v  intimální arteritida (tzv. v-léze) 

ZAP70  Zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70 
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2. Úvod 

 

Transplantace ledviny představuje metodu volby v léčbě nezvratného selhání ledvin. Průměrná doba 

funkce transplantované ledviny je 9-10 let a návrat nemocných do dialyzační léčby je spojen se 

závažnými medicínskými i ekonomickými důsledky. Hlavní příčinou ztráty funkce transplantované 

ledviny v dlouhodobém sledování je chronická rejekce (1) a hlavním rizikovým faktorem pro její 

rozvoj zůstává neefektivně léčená akutní rejekce (2). 

Současná histologická Banffská klasifikace rozeznává dva typy akutní rejekce: T buňkami 

zprostředkovanou (tzv. celulární, TCMR) a protilátkami zprostředkovanou (tzv. humorální, ABMR) (3). 

Akutní vaskulární rejekce (AVR) je závažný stupeň aloimunitního poškození štěpu, při kterém dochází 

k infiltraci drobných cév štěpu ledviny zánětlivými elementy. Pro histologický obraz je typická 

intimální arteritida (tzv. v-léze). V závislosti na stupni arteritidy (v1-v3) dochází k zúžení průsvitu cévy, 

někdy až k fibrinoidní nekróze stěny cévy a zamezení krevního průtoku. Vzhledem k absenci 

kolaterálního krevního zásobení v ledvinách pak dochází k ischémii ledvinné tkáně za obstrukcí a k její 

následné fibrotizaci a ztrátě funkčních vlastností. 

Vaskulární rejekce byla původně považována za T buňkami zprostředkovaný proces a dle toho i 

léčena režimy cílenými na T lymfocyty (tj. steroidy nebo antilymfocytární globulin). Humorální neboli 

protilátkami zprostředkovaný fenotyp akutní vaskulární rejekce byl připouštěn jen u nejtěžšího 

stupně arteritidy (v3) a za podmínek splnění ostatních diagnostických kritérií (4). Až později byly 

identifikovány případy akutní vaskulární rejekce zprostředkované protilátkami bez ohledu na stupeň 

intimální arteritidy (5). Vysoké riziko selhání štěpu u humorálního fenotypu AVR spočívalo v jeho 

často mylném označení za celulární proces a použití nevhodné antirejekční léčby cílené na T 

lymfocyty místo léčby cílené na snížení a zabránění tvorby protilátek.  

Revize Banffské klasifikace z r. 2012 uznala intimální arteritidu jakéhokoliv stupně jako jednu ze tří 

alternativ histologického průkazu akutního poškození tkáně u humorální rejekce (6). Kromě 

morfologického průkazu akutního poškození tkáně je diagnóza protilátkami zprostředkované rejekce 

podmíněná i serologickým průkazem dárcovsky specifických protilátek (DSA) a jejich interakce 

s endotelem. Tato revize Banffské klasifikace nově uznala za průkaz interakce protilátek s endotelem i 

zvýšenou tkáňovou expresi důkladně validovaných genových transkriptů asociovaných s AMBR. 

V klinické praxi to znamená, že konvenční morfologický průkaz interakce protilátek s endotelem (C4d 

pozitivita peritubulárních kapilár nebo mikrocirkulární postižení) lze nahradit vyšetřením genových 

transkriptů a diagnostikovat tak protilátkami zprostředkovanou rejekci např. i u C4d negativních 

nálezů.  
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I přes změny diagnostických pravidel je v klinické praxi někdy obtížné rozlišit mezi dvěma fenotypy 

rejekce, celulárním a humorálním. Správná diagnóza je přitom nevyhnutelnou podmínkou úspěšné 

léčby rejekce se zabráněním přechodu do chronicity a selhání štěpu. Molekulární metody představují 

nástroj ke zlepšení diagnostiky patologických procesů v transplantované ledvině a jejich zavedení je 

přinejmenším žádoucí u složitých klinických případů po transplantaci ledviny (7). Ve srovnání 

s konvenční histologií má použití tzv. molekulárního mikroskopu vyšší senzitivitu a specificitu a umí 

lépe predikovat osud transplantované ledviny (8). Cílem této práce bylo analyzovat klinický průběh 

akutní vaskulární rejekce a pomocí metod molekulární patologie určit fenotyp akutní rejekce s 

vaskulárním postižením.   
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2. Fyziologie imunitního systému  

Imunitní systém příjemce je vyzbrojen komplexními a účinnými mechanismy, kterými rozpoznává 

dárcovský orgán jako cizí a je vůči němu schopen navodit imunitní odpověď – rejekci. 

2.1 Vrozená a získaná imunita  

Na imunitní odpovědi se podílí imunita vrozená i získaná. Vrozená (přirozená, nespecifická) imunita je 

součástí staršího nespecifického imunitního systému, který zahrnuje makrofágy, neutrofily, přirozené 

zabíječe (NK buňky), cytokiny, buněčné receptory a komplement. Tkáňové poškození nebo infekce 

mohou spustit řadu zánětlivých procesů, které nevyžadují rozpoznání specifického antigenu, a přesto 

dokážou indukovat silnou zánětlivou odpověď (9).  

Získaná (adaptivní, specifická) imunita zahrnuje T a B lymfocyty, které jsou schopny rozpoznat 

specifický antigen a navodit imunologickou paměť. T lymfocyty rozpoznávají antigen ve formě peptidu 

navázaného na proteiny hlavního histokompatibilního systému (MHC) (10). B lymfocyty mají 

imunoglobulinové receptory, kterými rozpoznávají antigenní části intaktních molekul.  

Vrozená a získána imunita jsou úzce propojeny. Aktivace T lymfocytů vede k produkci a sekreci cytokinů 

a chemokinů, které dále přitahují jak komponenty vrozené imunity, tak spouštějí specifické 

mechanismy – produkci protilátek a CD8+ zprostředkovanou cytotoxicitu. A obráceně, pro aktivaci T 

lymfocytů specifickým antigenem je nevyhnutelná lokální aktivace komplementu, nespecifické složky 

imunity (11). 

 

2.2 Antigeny HLA systému 

Za rejekci geneticky odlišných tkání jsou odpovědné antigeny histokompatibilního systému, převážně 

antigeny hlavního histokompatibilního komplexu (MHC). U lidí se MHC antigeny nazývají antigeny HLA 

systému (12). Ostatní antigeny (minoritní, nonHLA) způsobují obecně slabší rejekci (13). HLA antigeny 

jsou exprimovány kodominantně, což znamená, že každý jedinec exprimuje na buněčném povrchu obě 

rodičovské alely pro tyto geny. Alely se dědí v haplotypech, nebo-li v polovičních sadách (po jedné od 

každého z rodičů). Proto je člověk v MHC komplexu z poloviny identický s rodičem.  

HLA antigeny se dělí do 2 skupin. Antigeny I. třídy (HLA-A, B, C) se vyskytují prakticky na všech jaderných 

buňkách, zatímco antigeny II. třídy (HLA- DR, DQ, DP) se za normálních okolností exprimují pouze na 

profesionálních antigen-prezentujících buňkách (dendritické buňky, aktivované makrofágy, B 

lymfocyty). T lymfocyty dokážou rozpoznat antigen, pouze pokud je prezentován v komplexu s HLA 

molekulou na antigen-prezentující buňce.  HLA molekuly I. třídy jsou zodpovědné za prezentaci peptidů 
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endogenních antigenů (např. intracelulárních virů, nádorových elementů, autoantigenů) CD8+ T 

lymfocytům, zatímco HLA molekuly II. třídy prezentují peptidy exogenních proteinů (extracelulární 

bakterie) CD4+ T lymfocytům (12). 

 

2.3 Rozpoznání antigenů 

T- lymfocyty příjemce dokážou rozpoznat HLA antigeny prostřednictvím 3 hlavních mechanismů (obr. 

1) (14). 

Obr. 1: Hlavní mechanismy rozpoznání antigenů dárce. Převzato z (14, 15). 

 

2.3.1 Přímé rozpoznání antigenu 

Při přímém způsobu (obr. 1a) rozeznávají T lymfocyty příjemce intaktní HLA antigeny exprimované na 

dárcovských antigen-prezentujících buňkách (APC), převážně intersticiálních dendritických buňkách 

přenesených transplantovaným orgánem od dárce. HLA antigeny I. třídy jsou rozeznávány 

prostřednictvím receptoru (TCR) CD8+ T lymfocytů, zatímco HLA antigeny II. třídy jsou rozeznávány 

pomocí TCR na CD4+ T lymfocytech. Přímý způsob rozpoznání aloantigenu dominuje v časné 

aloimunitní odpovědi a je unikátním mechanismem, se kterým se setkáváme jen u transplantací. 

Proliferace T lymfocytů u příjemce po kontaktu s dárcovskými antigen-prezentujícími buňkami je 

enormní ve srovnání s množstvím T lymfocytů aktivovaných antigen-prezentujícími buňkami příjemce 

(nepřímé rozpoznání antigenu), což svědčí o důležité roli této cesty převážně u akutní rejekce štěpu.  

 

2.3.2 Nepřímé rozpoznání antigenu 

Při nepřímé cestě (obr. 1b) rozeznávají T lymfocyty příjemce aloantigeny na povrchu antigen-

prezentujících buněk příjemce, které migrují do štěpu.  APC pak migrují ze štěpu do sekundárních 
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(periferních) lymfatických orgánů (lymfatické uzliny, slezina), kde jsou HLA antigeny dárce 

intracelulárně zpracovány a v komplexu s HLA antigeny příjemce předloženy CD4+ T lymfocytům. 

Tento způsob rozpoznání antigenu se zásadně neliší od klasické prezentace jakéhokoliv cizorodého 

antigenu. Rozpoznání antigenů přímou cestou dominuje v prvních týdnech po transplantaci, kdy ve 

štěpu ještě přežívají dárcovské antigen-prezentující buňky. S úbytkem dárcovských APC dochází 

k převaze nepřímé cesty rozpoznání antigenů díky neustálému přísunu antigen-prezentujících buněk 

příjemce. I proto se tento typ imunitní odpovědi uplatňuje v patogenezi chronické nebo pozdní akutní 

rejekce a je spojen s reakcí T lymfocytů na podstatně variabilnější repertoár peptidů (14). 

 

2.3.3 Polopřímé rozpoznání antigenu 

Může se stát, že mezibuněčným kontaktem dojde k přesunu fragmentů intaktní membrány dárcovské 

APC na APC příjemce.  Při této „polopřímé“ cestě (obr. 1c) rozeznává T lymfocyt dárcovský komplex 

aloantigen – MHC molekula na APC příjemce (14). 
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3. Rozdělení rejekce po transplantaci ledviny 

Rejekce (odhojení) je složitý proces, při kterém je imunitní systém příjemce schopen rozpoznat 

transplantovaný orgán a navodit vůči němu aloimunitní odpověď s poškozením. I když jsou pro vznik 

rejekce nejrizikovější první 3 měsíce, může vzniknout v kterémkoliv období po transplantaci. Klinicky 

rozeznáváme rejekci akutní a chronickou (15). 

Akutní rejekce se obvykle vyskytuje v prvních 3-6 měsících po transplantaci. Označení hyperakutní 

rejekce by se již nemělo používat, jelikož se jedná o akutní protilátkami zprostředkovanou rejekci 

v přítomnosti preformovaných protilátek proti štěpu. V minulosti k ní docházelo během několika 

minut až hodin po orgánové transplantaci. V současné době se po transplantaci ledvin s hyperakutní 

rejekcí nesetkáváme díky pokrokům v diagnostice imunologického rizika příjemce a provádění 

transplantace jen při negativní cytotoxické křížové zkoušce a respektování kompatibility v antigenech 

krevních skupin (16). 

Chronická rejekce se vyvíjí v průběhu měsíců až let po transplantaci. Zatímco moderní imunosuprese 

vedla ke snížení incidence akutní rejekce a zlepšení krátkodobých výsledků transplantací, výskyt 

chronické rejekce a dlouhodobé přežití štěpu zůstává stejné (17). V důsledku chronické rejekce 

dochází k progresi fibrózy a k jizvení v transplantované ledvině, postupné progresi proteinurie, 

hypertenze, renální dysfunkce až selhání transplantované ledviny (18). 

Z pohledu patofyziologie a dominantní výkonné složky imunity lze rozlišovat rejekci 

zprostředkovanou T buňkami (TCMR), protilátkami (ABMR) a smíšenou.  
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4. Patofyziologie rejekce  

Imunitní alogenní odpověď sestává z buněčné (T lymfocyty zprostředkované) a humorální (protilátkami 

zprostředkované) odpovědi. Ačkoli se na rejekci podílejí i jiné typy imunokompetentních buněk, T 

lymfocyty hrají ústřední roli. Rejekce se skládá z fáze senzibilizace a efektorové fáze. 

4.1 Fáze senzibilizace 

4.1.1 Imunitní rozpoznání antigenů dárce, aktivace T lymfocytů 

V této fázi, CD4+ a CD8+ T lymfocyty rozpoznávají prostřednictvím svých receptorů aloantigeny 

exprimované na buňkách štěpu. K rozpoznání antigenu jsou potřebné 2 signály. První signál je 

zabezpečen interakcí mezi receptorem T lymfocytu (TCR) a antigenem prezentovaným MHC molekulou 

na antigen-prezentující buňce (19). Druhý signál je zabezpečen prostřednictvím interakce mezi 

kostimulačním receptorem T lymfocytu a ligandem na povrchu antigen-prezentující buňky (obr. 2). 

Nejznámější z kostimulačních signálů je interakce mezi CD28 na buněčném povrchu T lymfocytu a 

povrchovými ligandy APC buňky, B7-1 (CD80) nebo B7-2 (CD86). Tento kostimulační signál patří mezi 

aktivační (posiluje imunitní rozpoznání). Naváže-li se na stejné ligandy APC buňky cytotoxický T 

lymfocytární antigen (CTLA- 4) na T lymfocytu, vznikne inhibiční kostimulační signál. Mezi další 

kostimulační molekuly patří CD40 na APC a jeho ligand CD40L (CD154) na T lymfocytu. Kostimulace je 

důležitá jak pro aktivaci, tak pro přežití T lymfocytů. Bez dostatečné kostimulace dochází místo aktivace 

T lymfocytů k nastartování pochodů vedoucích k apoptóze (19). Na blokádě kostimulace je založen 

např. imunosupresivní účinek belataceptu (20). 

Kostimulační signály aktivují tři signální transdukční dráhy: kalcium-kalcineurinovou dráhu, dráhu pro 

MAP kinázu a dráhu pro proteinkinázu C, které dále aktivují transkripční faktory – nukleární faktor 

aktivovaných T lymfocytů (NFAT), aktivační protein 1 (AP-1) a nukleární faktor B (NF-κB). To vede 

k expresi CD 154 (a další aktivaci antigen-prezentujících buněk), α – řetězce receptoru pro IL- 2 (CD25) 

a interleukin-2. Receptory pro řadu cytokinů (IL-2, 4, 7, 15 a 21) mají společný γ řetězec, na který se 

váže Janusova kináza (JAK3). IL 2 a IL- 15 spouštějí signál 3, nevyhnutelný pro proliferaci T lymfocytů.  

Prostřednictvím dráhy pro fosfoinozitid- 3-kinázu (PI-3K) a dráhy pro mTOR dochází k iniciaci 

buněčného cyklu a nevyhnutelné syntéze purinových a pyrimidinových nukleotidů, kontrolované 

inozinmonofosfátdehydrogenázou (IMPDH) a dihydroorotátdehydrogenázou (DHODH) (21). 
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Obr. 2: Tři signály potřebné k aktivaci T lymfocytů. Převzato z (15, 21). 

 

4.1.2 Proliferace a diferenciace T lymfocytů 

Stimulované naivní T lymfocyty produkují IL-2, autokrinní růstový faktor, který podporuje jejich 

proliferaci a následnou diferenciaci a získaní efektorových schopností. V závislosti na přítomném 

cytokinovém prostředí se T lymfocyty diferencují do různých typů efektorových lymfocytů a produkují 

různé typy cytokinů (obr. 3) (22). Aktivované T lymfocyty vystavené IL-12 se diferencují na T lymfocyty 

1. typu (Th1) a produkují převážně IFN-γ, zatímco T lymfocyty exponované IL-4 se diferencují na T 

lymfocyty 2. typu (Th2) a produkují IL- 4, IL-5, IL-10, IL-13. Expozice TGF-β a IL-6 vede k diferenciaci na 

Th17 lymfocyty a produkci IL- 17, IL- 22, IL- 21 (23). Dojde-li k aktivaci naivních T lymfocytů 

v přítomnosti TGF-β a IL-2, dochází k diferenciaci na indukované (adaptivní) T regulační lymfocyty 

(Tregs), které dokážou potlačit imunitní odpověď a pomoct navodit toleranci (24, 25). Akutní rejekce 

je nejvíc spojena s produkcí IFN – γ T lymfocyty 1. typu, i když v poslední době nabývá na významu 

produkce IL- 17 buňkami Th17 a cytokinů Th2 buňkami. 
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Obr. 3: Diferenciace T lymfocytů v závislosti na cytokinovém prostředí. Převzato z (15, 22). 

4.2 Efektorová fáze alospecifické odpovědi 

Aktivované T lymfocyty přestupují z lymfatických uzlin do krevní cirkulace a infiltrují zánětlivou tkáň. 

Efektorové T lymfocyty aktivují získanou imunitní odpověď a ohrožují transplantovaný orgán akutní 

rejekcí. Dominují-li mechanismy humorální imunity, dochází ke vzniku akutní protilátkami 

zprostředkované rejekce. Uplatnění mechanismů buněčné imunity vede k navození akutní T buňkami 

zprostředkované rejekce (26). 

4.2.1 Hyperakutní rejekce 

U hyperakutní rejekce dochází díky rychlé destrukci cév k odhojení transplantované tkáně během 

několika minut až hodin. Hyperakutní rejekce je zprostředkovaná humorální imunitou a vzniká v 

přítomnosti preformovaných protilátek proti štěpu, a to po předchozích krevních převodech, 

těhotenstvích, transplantacích u příjemce. Komplexy antigen – protilátka aktivují komplement, vedou 

k masivní trombotizaci kapilár a poškození perfúze štěpu.  

4.2.2 Akutní rejekce 

4.2.2.1 Akutní T buňkami zprostředkovaná rejekce 

Po rozpoznání alopeptidů prezentovaných antigen prezentujícími buňkami v lymfatických uzlinách, 

infiltrují efektorové T lymfocyty transplantovaný orgán, poškozují endotel a omezují perfúzi (obr. 

4)(21). Cytolytický účinek T lymfocytů je založen na tvorbě cytotoxických granulí s obsahem perforinu 

a granzymu. Po rozpoznání cílové buňky dochází k fúzi granulí s buněčnou membránou efektorové 

buňky a vyloučení obsahu do imunologické synapse. Dosud neznámým mechanismem je granzym 
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vložen do cytoplazmy cílové buňky, kde může spustit apoptózu pomocí několika různých mechanismů. 

Jsou to zejména alospecifické CD8+ T lymfocyty, které jsou namířené proti endotelovým buňkám štěpu, 

hlavním cílovým buňkám celulární rejekce. CD4+ T lymfocyty většinou pomáhají CD8+ T lymfocytům 

získat jejich efektorové schopnosti. HLA antigeny 1. třídy mohou být terčem cytotoxických T lymfocytů 

prakticky okamžitě, zatímco k expresi HLA antigenů 2. třídy (a současně adhezních a kostimulačních 

molekul) na endotelu a parenchymových buňkách dochází až po indukci prozánětlivými cytokiny a IFN-

γ. Taková prezentace antigenů vede k „přilákání“ dalších T lymfocytů a posílení rejekčních dějů (21). 

Nejsou-li na buňkách endotelu nebo parenchymu transplantovaného orgánu exprimované 

kostimulační ligandy, dochází k inaktivaci a úmrtí T lymfocytů. K potlačení aloimunitní odpovědi mohou 

přispět také regulační T lymfocyty a to např. zamezením rozpoznání antigenu v sekundárních 

lymfatických orgánech nebo inhibicí efektorové fáze ve štěpu (15). 

I když klíčovou roli v akutní rejekci hraje T buněčná odpověď, předchází ji up-regulace prozánětlivých 

mediátorů ve štěpu. K této časné zánětlivé odpovědi dochází hned po transplantaci a představuje 

vrozenou odpověď na tkáňové poškození nezávislé na adaptivní imunitě. Několik studií zkoumalo roli 

agonistů a signálů Toll-like receptorů (TLR) při aloimunitním rozpoznání a rejekci. Tyto mechanismy 

vrozené imunity nedokáží samy o sobě vést k rejekci, ale jsou důležité pro optimální odpověď adaptivní 

imunity a hrají významnou roli v rezistenci při pokusech o navození tolerance (27). 

Obr. 4: T buňkami zprostředkovaná rejekce. Převzato z (15, 21). 
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4.2.2.2 Akutní protilátkami zprostředkovaná rejekce  

Akutní protilátkami zprostředkovaná rejekce je poškození štěpu zprostředkované především 

protilátkami a komplementem. ABMR 1. typu se většinou objeví časně po transplantaci, jelikož se na 

jejím vzniku podílí již předem vytvořené (preformované) protilátky. U ABMR 2. typu hrají roli protilátky, 

které vzniknou de-novo po transplantaci.  

Primárním terčem protilátkami zprostředkované rejekce je endotel štěpu, kde jsou konstitutivně 

exprimovány HLA antigeny 1. třídy, zatímco HLA antigeny 2. třídy nejsou na endotelu za normálních 

okolností exprimovány. Kromě HLA protilátek se při ABMR mohou uplatnit i nonHLA protilátky, 

v případě transplantace ledviny se může jednat o protilátky MICA, MICB, protilátky proti receptoru pro 

angiotensin 1, proti kolagenu V, vimentinu apod. Protilátky (převážně IgG), které mají schopnost 

indukovat ABMR, zpravidla aktivují komplement. To má přímý cytotoxický dopad na buňky 

transplantovaného orgánu, vede k produkci zánětlivých mediátorů, aktivaci koagulačních a 

fibrinolytických systémů a následně k vasokonstrikci, edému a obturaci cév tromby (28). 
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4.2.3 Chronická rejekce 

Chronická rejekce se vyvíjí v průběhu měsíců až let po transplantaci. V patofyziologii chronické rejekce 

se uplatňují mechanizmy zprostředkované T-lymfocyty nebo protilátkami, příp. jejich kombinace. 

Důsledkem chronické rejekce je obecně progrese fibrózy a jizvení v transplantovaném orgánu (18). 
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5. Epidemiologie a rizikové faktory rejekce 

Zavedení potentní imunosuprese do indukční a udržovací léčby vedlo k signifikantnímu snížení 

výskytu akutní rejekce po transplantaci ledviny. V současné době je incidence akutní rejekce ve 

většině transplantačních center kolem 8 % (29). Akutní rejekce vzniká nejčastěji v prvních 3 měsících 

po transplantaci ledviny. Ve většině případů se jedná o rejekci zprostředkovanou T buňkami, v cca 10 

% o rejekci zprostředkovanou protilátkami. 

I přes významné pokroky v léčbě, zůstává akutní rejekce jedním z hlavních rizikových faktorů rozvoje 

chronické rejekce, hlavním determinantem předčasného selhání transplantované ledviny. Proto je 

ve snaze transplantologů akutní rejekci předcházet. Snahy o snížení výskytu rejekce by měly být 

založeny především na znalosti rizikových faktorů rejekce, důkladném posouzení imunologického 

rizika příjemce před transplantací, vhodném výběru dárce a adekvátní imunosupresivní léčbě. 

Mezi hlavní rizikové faktory vzniku rejekce patří: 

• pozitivní křížová zkouška (tzv. crossmatch) - cytotoxická křížová zkouška (CDC CM) je prováděna 

za účelem posouzení kompatibility v HLA systému mezi dárcem a příjemcem – vyšetřuje se 

reaktivita mezi lymfocyty dárce a sérem příjemce. Vyšetření provádí HLA laboratoř před každou 

transplantací. Pozitivní CDC křížová zkouška znamená přítomnost preformovaných protilátek 

proti HLA, které by mohly vést k rozvoji hyperakutní rejekce (30). Pozitivita klasické CDC křížové 

zkoušky se v našem centru považuje za absolutní kontraindikaci transplantace ledviny. Křížová 

zkouška provedená průtokovou cytometrií (FACS CM) je mnohonásobně citlivější než klasická 

CDC a detekuje i necytotoxické protilátky, které nevážou komplement (31, 32). V našem centru 

provádíme FACS CM u pacientů před transplantací ledviny od žijícího dárce nebo u pacientů ve 

vysokém imunologickém riziku. Pozitivita FACS CM nepředstavuje absolutní kontraindikaci 

k transplantaci ledviny (33). 

• přítomnost dárcovsky-specifických protilátek (DSA)- tj. anti HLA protilátek v séru příjemce 

namířených proti HLA antigenům konkrétního dárce. Nejcitlivější metodu pro jejich detekci je 

LUMINEX. Riziko tvorby HLA protilátek představují předchozí transplantace, anamnéza rejekce, 

podání krevních derivátů, těhotenství (34). 

• vysoké panel reaktivní protilátky (PRA) – vyšetření séra příjemce s lymfocyty 50 až 100 dárců 

z populace pomocí klasické CDC metodiky (angl. complement-dependent cytotoxicity). Provádí 

se v pravidelných kvartálních intervalech u pacientů zařazených na čekací listině. Udává se v 

procentech pozitivní reakce a vyjadřuje reaktivitu séra příjemce vůči panelu vybraných dárců, 

jehož složení HLA antigenů odpovídá frekvenci v dané populaci. Jinými slovy tento test nepřímo 

vyjadřuje pravděpodobnost pozitivní křížové zkoušky s aktuálním dárcem. Vyšší procento PRA 
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znamená vyšší imunologické riziko příjemce. Pacienti ve vysokém imunologickém riziku vyžadují 

silnější imunosupresivní léčbu včetně úvodního podání depleční indukční protilátky (např. 

antithymocytárního globulinu). 

• neshoda v HLA antigenech – po vyšetření HLA typizace tkáně dárce a příjemce se zjišťuje míra 

shody v antigenech HLA – A, B, DR, případně DQ, DP. Riziko rejekce stoupá s mírou neshody (35). 

• AB0 inkompatibilní transplantace – při transplantaci se dodržuje kompatibilita v antigenech 

krevní skupiny. Za určitých podmínek, po speciální přípravě příjemce a při vhodném načasování, 

je možné provést i AB0 inkompatibilní transplantaci ledvin od žijícího dárce (36). 

• opožděný rozvoj funkce štěpu (DGF) – po transplantaci ledviny je opožděný rozvoj funkce 

ledviny definován jako potřeba dialýzy v prvních 2 týdnech po transplantaci. Nejčastější příčinou 

DGF je akutní tubulární nekróza jako důsledek dlouhé doby studené ischemie (tj. doby od 

promývání ledviny reperfúzním roztokem po odběru od dárce do doby obnovení krevního 

průtoku ledvinou v těle příjemce). Podíl na opožděném rozvoji funkce štěpu může mít horší 

kvalita ledviny od tzv. marginálního neboli ECD dárce (37) a ischemicko/reperfúzní poškození. 

• nevhodná minimalizace imunosuprese (např. vysazení kortikoidů, nízké hladiny 

kalcineurinových inhibitorů, redukce dávky mykofenolát mofetilu) (38-40) 

• noncompliance při užívání imunosuprese (41) 

• infekce – např. virové infekce podporují indukci paměťových T – lymfocytů, které zkříženě 

reagují s alogenním hlavním histokompatibilním komplexem (MHC). Tato zkřížená senzitivita se 

nazývá heterologní imunita (42). 

• Afro-Americká rasa (43) 

• dětský příjemce (44) 

 

Mezi protektivní faktory, které snižují riziko rejekce, patří nulová neshoda v HLA antigenech mezi 

dárcem a příjemcem (tj. plná shoda, tzv. full-house v antigenech HLA-A, -B, -DR), preemptivní 

transplantace (tj. transplantace ledviny před zahájením dialyzačního léčení), transplantace ledviny od 

žijícího dárce, 1. transplantace, vyšší věk příjemce (nižší riziko vzniku rejekce se předpokládá díky 

klesající síle imunitní odpovědi u starších příjemců) (28).  
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6. Klinická manifestace akutní rejekce 

Akutní rejekce transplantované ledviny může, hlavně v časném stadiu, probíhat asymptomaticky. 

Mezi nespecifické projevy akutní rejekce patří subfebrílie, horečka, zimnice, slabost, malátnost, 

únava, nevolnost, nauzea až zvracení, nechutenství, bolest hlavy, citlivost až bolest v místě 

transplantované ledviny. Nejčastějším projevem je akutní zhoršení renální funkce, v těžší formě 

doprovázené oligurií s rozvojem otoků, nárůstem hmotnosti, dušností nebo až anurickým selháním 

funkce. Častým doprovodným jevem je dekompenzace hypertenze. 

Laboratorní vyšetření prokáže elevaci renálních parametrů, tj. nárůst sérového kreatininu a urey. 

K monitoraci renální funkce v časném období po transplantaci upřednostňujeme vyšetření sérového 

kreatininu před kreatinovou clearancí (ClCr) nebo odhadovanou glomerulární filtrací (eGFR), která má 

nesporný význam v pozdějším období po transplantaci. Podezření na rejekci vzbuzuje i nejasná 

elevace CRP. Vyšetření moči může prokázat proteinurii, typicky se objevuje spíše u chronické rejekce 

(45). 

 

Zobrazovací metody mají v diagnostice akutní rejekce pomocný význam. Při sonografickém vyšetření 

lze zaznamenat změnu velikosti a echogenity štěpu ledviny. Může dojít ke zhoršení perfúze štěpu se 

zvýšeným rezistenčním indexem. Relevantnější než izolované měření rezistenčního indexu je 

dynamický vývoj v čase. Sonografický obraz akutní rejekce nelze odlišit od akutní tubulární nekrózy. 

Definitivní diagnóza je vždy založena na histologickém vyšetření vzorků ledvinné tkáně získané biopsií 

(46). 
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7. Diagnostika akutní rejekce 

Základem diagnostiky rejekce je biopsie transplantované ledviny s odběrem tkáně k 

histopatologickému vyšetření světelným mikroskopem, imunohistochemickému nebo 

imunofluorescenčnímu vyšetření, příp. dodatečnému vyšetření elektronovým mikroskopem (47). 

Většina akutních rejekcí je zjištěna cestou tzv. indikační biopsie provedené při suspekci na rejekci na 

základě klinických symptomů, laboratorních nebo zobrazovacích vyšetření. Je-li rejekce 

diagnostikována z tzv. protokolární biopsie (tj. předem naplánované biopsie v určitém časovém 

intervalu) při absenci jiných klinických projevů rejekce, je označována za rejekci subklinickou (48). 

Většina transplantačních center, včetně našeho, provádí protokolární biopsii v 3. měsíci. V některých 

centrech je prováděná protokolární biopsie v 1. roce po transplantaci anebo se provádí opakované 

protokolární biopsie i v pozdějším období po transplantaci s cílem odhalit chronické poškození 

transplantované ledviny (49). 

 

7.1 Histologická klasifikace a sérologie  

7.1.1 Akutní T buňkami zprostředkovaná rejekce  

V diagnostice akutní T buňkami zprostředkované rejekce hraje roli přítomnost a rozsah zánětlivé 

celulizace v intersticiu ledvinné kůry (skóre i), přítomnost lymfocytů v epitelu tubulů, tzv. tubulitida 

(skóre t) a zánětlivé postižení arterií, tzv. arteritida (skóre v). 

Rozsah morfologických znaků se hodnotí pomocí jednotlivého skóre na stupnici 0-3. Přítomnost 

intersticiálního zánětu (i) a tubulitidy (t) charakterizuje akutní TCMR typ I (A nebo B, podle rozsahu 

postižení) (Obr. 5). Pro diagnózu akutní TCMR typ II je nezbytná přítomnost mírné až těžké intimální 

arteritidy (v1-v2) (Obr. 6). Případy s nejtěžším stupněm arteritidy (v3) jsou klasifikovány jako akutní 

TCMR typ III (Obr. 7). 

Za akutní vaskulární T buňkami zprostředkovanou rejekci se považuje rejekce s intimální arteritidou 

bez ohledu na její stupeň (v1-v3), tj. TCMR 2. a vyššího typu. Detailní popis typů akutní TCMR na 

základě přítomnosti jednotlivých morfologických znaků v biopsii štěpu ledviny dle aktuálně platné 

histologické Banffské klasifikace uvádí tabulka 1 (3). 

 



26 
 

 

Obr. 5. Akutní T buňkami zprostředkovaná rejekce typ I. V histologickém obrazu renální tkáně je 

patrný bohatý tubulointersticiální infiltrát (Zdroj: Doc. E. Honsová, IKEM). 

 

 

 

 

Obr. 6. Akutní T buňkami zprostředkovaná rejekce typ II. Histologický preparát renální tkáně 

zobrazuje těžkou intimální arteritidu 2. stupně (v2) (Zdroj: Doc. E. Honsová, IKEM). 
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Obr. 7. Akutní T buňkami zprostředkovaná rejekce typ III. V histologickém obrazu renální tkáně je 

viditelná transmurální arteritida (v3) (Zdroj: Doc. E. Honsová, IKEM). 

IA 
Významná zánětlivá celulizace intersticia postihující > 25 % nesklerotické kortikální tkáně (i2 nebo i3) 

a středně těžká tubulitida (t2) v minimálně 1 tubulu, s výjimkou těžce atrofických tubulů 

IB 
Významná zánětlivá celulizace intersticia postihující > 25 % nesklerotické kortikální tkáně (i2 nebo i3) 

a těžká tubulitida (t3) v minimálně 1 tubulu, s výjimkou těžce atrofických tubulů 

IIA 
Mírná až středně těžká intimální arteritida (v1, tj. lymfoidní elementy pod endotelem v nejméně 

jedné artérii), bez ohledu na přítomnost intersticiálního zánětu (i) a tubulitidy (t) 

IIB 
Těžká intimální arteritida (v2, tj. lymfoidní elementy pod endotelem vytvářející >25 % stenózu 

lumenu v nejméně jedné artérii bez ohledu na přítomnost intersticiálního zánětu (i) a tubulitidy (t) 

III 
Transmurální arteritida a/nebo fibrinoidní nekróza stěny doprovázená zánětlivou monocytární 

intimální arteritidou (v3) bez ohledu na přítomnost intersticiálního zánětu (i) a tubulitidy (t) 

Tabulka 1. Definice typů akutní TCMR dle revize Banffské klasifikace z r. 2017. Zkratky: i, intersticiální 

zánět; t, tubulitida; v, arteritida. Převzato z (3). 

Případy suspektní z akutní TCMR, které svým rozsahem nesplňují diagnostická kritéria akutní T 

buňkami zprostředkované rejekce, jsou klasifikovány jako hraniční změny (borderline changes). Jedná 
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se o případy bez intimální nebo transmurální arteritidy (v = 0) s přítomnou tubulitidou (t> 0) 

a mírným intersticiálním zánětem (i0 nebo i1), nebo se středně těžkým intersticiálním zánětem (i2 

nebo i3) a mírnou tubulitidou (t1) nebo s mírným intersticiálním zánětem (i1) a tubulitidou (t>0). 

 

7.1.2 Akutní protilátkami zprostředkovaná rejekce   

Protilátkami zprostředkovaná rejekce je relativně vzácnou komplikací po transplantaci ledviny, často 

ale s fatálními důsledky pro štěp (28, 50). Poškození štěpu u ABMR je zprostředkováno především 

protilátkami a komplementem (51). Při suspekci na akutní protilátkami zprostředkovanou rejekci je 

histologické vyšetření tkáně ledviny doplněno o sérologické vyšetření HLA, příp. i nonHLA protilátek a 

křížovou zkoušku (28, 52-54). 

 

Diagnóza akutní ABMR je založena na 

• histologickém průkazu akutního poškození tkáně – zánět v peritubulárních kapilárách 

(skóre ptc), glomerulitida (skóre g), arteritida (skóre v), trombotická mikroangiopatie (TMA) 

(obr. 8A). 

• průkazu interakce protilátek s endotelem – ve většině případů se jedná o pozitivitu C4d 

v biopsii, tj. otisk aktivace klasické cesty komplementu v peritubulárních kapilárách (obr. 

8B). C4d pozitivita ale není nevyhnutelnou podmínkou diagnostiky ABMR.  Dle současně 

platné klasifikace může být nahrazena mikrovaskulárním zánětem nebo expresí genů 

specifických pro ABMR. 

• sérologickém průkazu dárcovsky specifických protilátek – v praxi se jedná o průkaz 

dárcovsky specifických HLA nebo non HLA protilátek metodou Luminex a pozitivní výsledek 

cytotoxické (CDC) nebo průtokové křížové zkoušky (FXCM), tzv. „crossmatch“. Někdy je 

obtížné dárcovsky specifické protilátky z různých důvodů prokázat. Pro tyto případy zavádí 

revize Banffské klasifikace z r. 2017 výjimku (viz Tabulka 2) (3). 
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Obr. 8. Akutní protilátkami zprostředkovaná rejekce. A) Glomerulitida jako součást histologického 

obrazu ABMR ve světelné mikroskopii. B) Imunoflourescenční detekce C4d v peritubulárních 

kapilárách jakou součást ABMR. (Zdroj: Doc. E. Honsová, IKEM). 

 

1. Histologický průkaz akutního poškození tkáně (musí být splněn min. 1 bod) 

• mikrovaskulární zánět (g> 0 a/nebo ptc> 0), po vyloučení rekurence nebo de-novo 

glomerulonefritidy. V přítomnosti akutní TCMR, hraničních změn nebo infekce je samotné 

ptc ≥ 1 nedostatečné, g musí být ≥ 1. 

• intimální nebo transmurální arteritida (v> 0)  

• akutní trombotická mikroangiopatie (po vyloučení jiných příčin TMA)  

• akutní tubulární poškození (po vyloučení jiných zjevných příčin) 

2. Průkaz současné nebo nedávné interakce protilátek s cévním endotelem (musí být splněn 

min. 1 bod)   

• lineární C4d pozitivita v peritubulárních kapilárách (C4d2 nebo C4d3 metodou 

imunoflourescence na zmražených řezech nebo C4d> 0 stanovené imunohistochemicky 

na parafínových řezech) 

• nejméně středně těžký mikrovaskulární zánět ([g + ptc] ≥2) po vyloučení rekurence nebo 

de-novo glomerulonefritidy. V přítomnosti akutní TCMR, hraničních změn nebo infekce je 

samotné ptc ≥ 2 nedostatečné, g musí být ≥ 1. 

• zvýšená tkáňová exprese důkladně validovaných genových transkriptů asociovaných 

s ABMR  
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3. Sérologický průkaz dárcovsky specifických protilátek (HLA nebo non HLA) 

Nepodaří-li se prokázat DSA v séru, může být průkaz DSA protilátek nahrazen pozitivitou 

C4d nebo expresí validovaných genových transkriptů. 

 

Tabulka 2. Definice akutní ABMR dle revize Banffské klasifikace z r. 2017. Ke stanovení diagnózy musí 

být splněna všechny 3 diagnostická kritéria. Zkratky: C4d, produkt degradace složky komplementu 

C4; DSA, dárcovsky specifické protilátky; g, glomerulitida; ptc, peritubulární kapilaritida; TMA, 

trombotická mikroangiopatie; v, arteritida. Převzato z (3). 

 

7.1.3 Limitace histologického vyšetření a vyšetření dárcovsky specifických protilátek v diagnostice 

akutní rejekce 

Renální biopsie je považována za zlatý standard v diagnostice patologických procesů 

v transplantované ledvině. Až u 40 % pacientů vede výsledek histologie ke změně předpokládané 

etiologie akutní a chronické dysfunkce štěpu a k úpravě léčby. I přesto má histologické vyšetření řadu 

limitací. Jednou z nich je reprezentativní charakter vyšetřovaného vzorku. Například u onemocnění 

fokálního charakteru, jakým je BKV nefropatie, nemusí být onemocnění v bioptickém vzorku vůbec 

zachyceno. Naopak, fokální histologický nález fibrózy v jizvě nemusí odpovídat skutečnému stavu ve 

zbytku renální tkáně (55). 

 

Diagnostika patologických procesů v transplantované ledvině pomocí histologického vyšetření je dále 

ztížená vývojem onemocnění v čase. Nálezy kolísají od incipientních diagnostických lézí až po 

nespecifické pokročilé nálezy. Zatímco časná biopsie může prokázat diskrétní lézi, pozdě provedená 

biopsie může naleznout již jen nespecifickou intersticiální fibrózu a tubulární atrofii bez možnosti 

zjištění vyvolávající příčiny. Pro biopsii dlouhou dobu po transplantaci je typický nález více 

patologických procesů. Není výjimkou souběh arteriosklerózy, fibrózy, chronické rejekce, příp. i 

rekurence základního onemocnění. Je pak na spolupráci klinika a patologa, aby rozhodli, který proces 

je dominantní příčinou dysfunkce ledviny a stojí za to ho terapeuticky ovlivnit. 

 

Histologickou diagnostiku ztěžuje i poměrně častá úprava diagnostických kritérií Banffské klasifikace. 

Slabým místem je i ztráta části informací daná dichotomickým charakterem používaného 

histologického skóre na škále 0 až 3. Nezanedbatelná je i velká míra subjektivity při hodnocení 
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histologického nálezu, nízká reproducibilita (56), nedostatek zkušených patologů, neadekvátní 

velikost histologického vzorku a heterogenita tkáně (kůra vs. dřeň) (55). 

 

LUMINEX je vyšetření anti HLA protilátek v séru příjemce založené na měření průměrné fluorescenční 

intenzity (MFI, z angl. mean fluorescence intensity) fotonů emitovaných ze specifických kuliček s 

navázanými HLA proteiny (57). Tento sérový průkaz dárcovsky specifických protilátek (DSA) vedl 

k významnému zlepšení diagnostiky ABMR. Jeho slabou stránkou je nedostatečná validace a značná 

variace mezi centry. Problematické zůstává i určení patogenicity jednotlivých DSA (58-60). Banffská 

klasifikace sice rozděluje DSA na pozitivní a negativní, ale problematika DSA je více komplexní. U 

patogenicity protilátek záleží na jejich množství, podtřídě, cílovém antigenu, vazbě na komplement.  

Např. u nízkého titru dárcovsky specifických protilátek 1. třídy bez vazby na komplement (C1q 

negativní), je ve srovnání s de-novo C1q pozitivními DSA protilátkami 2. třídy málo pravděpodobné, že 

se jedná o patognomické protilátky (61). Přitom oba dva příklady protilátek jsou dle Banffské klasifikace 

považovány za DSA pozitivní. Výše uvedený příklad reflektuje skutečnost, že u některých pacientů 

nevede ani mnohaletá přítomnost DSA protilátek k rozvoji rejekce či progresi renální dysfunkce (62), 

zatímco u jiných pacientů se zjevnou protilátkami zprostředkovanou rejekcí nemusí být DSA 

z technických příčin či z důvodu přítomnosti neznámých protilátek vůbec detekovány. 

 

Z výčtu limitací konvenční histologie a sérového vyšetření DSA je zřejmé, že zlepšení diagnostiky 

chorobných procesů po transplantaci ledviny vyžaduje zavedení pokročilého nástroje do klinické 

praxe. 

 

7.2 Možnosti molekulární patologie v diagnostice akutní rejekce 

 

Molekulární vyšetření tkáně nabízí způsob, jak ve srovnání s histologickým vyšetřením zpřesnit 

diagnostiku patologických procesů. Molekulární fenotypizace byla nejdříve úspěšně aplikována 

v onkologii (63) a stala se součástí běžné klinické praxe, např. při léčbě rakoviny prsů (64). V péči o 

pacienty po transplantaci ledviny představuje pomocný diagnostický nástroj ke stávajícímu 

konvenčnímu histologickému vyšetření. Vyšetření je založeno na měření genové exprese, tj. hladině 

messengerové mRNA ve vzorku renální tkáně pomocí metody microarray a korelaci tohoto 

transkriptomu s klinickým fenotypem renálního poškození. Rozvoj molekulární patologie vedl k vývoji 

diagnostického systému na bázi molekulárního mikroskopu (MMDx, z angl. Molecular microscope 

diagnostic system), který dopomohl k objevení nových fenotypů renálního poškození a zlepšení 

stratifikace rizika (65). V současnosti je již definováno molekulární skóre pro T buňkami (TCMR) a 
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protilátkami zprostředkovanou rejekci (ABMR), akutní renální poškození (AKI), intersticiální fibrózu a 

tubulární atrofii (IF/TA) (66). 

 

V praxi je potřebné vzorek kůry ledviny získaný biopsií umístit do stabilizačního roztoku (RNA later). 

Následně se extrahuje RNA. Po splnění předem definované kvality se přistupuje k vyšetření technikou 

microarray – hybridizaci, barvení a skenování RNA. Surová microarray data se normalizují k referenční 

databázi a provádí se složité statistické analýzy (např. analýza hlavních komponent, analýza 

nejbližšího souseda) s cílem přiřadit vyšetřovaný vzorek ke vzorkům z referenční databáze se známým 

fenotypem onemocnění. Při vyšetření molekulárním mikroskopem (MMDx) je vypracována souhrnná 

zpráva, která na základě srovnání vzorku s referenční databází a pomocí známých klasifikátorů určí 

pravděpodobnost TCMR (67), ABMR (68), rejekce (69), intersticiální fibrózy/tubulární atrofie (70), 

akutního poškození ledvin (71) a progrese do renálního selhání (72). Následná integrace molekulárně 

patologického vyšetření s výsledky histologie a DSA tak usnadní interpretaci výsledků. 

 

Výhody molekulární patologie spočívají ve větší míře objektivity. Dále je možné vyšetřit i vzorek 

renální tkáně nedostatečný pro histologické vyšetření. Molekulární vyšetření je totiž proveditelné i 

z menšího množství tkáně a na rozdíl od histologie nevyžaduje přítomnost glomerulů a arterií v kůře 

ledviny a je možné ho provést i ze dřeně (73). Kromě toho molekulární patologie umožňuje 

nahlédnout do patogeneze onemocnění (66) a lépe porozumět specifickým patologickým dějům 

v transplantované ledvině. Molekulární patologie vedla ke zjištění, že zatímco jsou oba typy rejekce 

(TCMR i ABMR) spojené s produkcí interferonu gamma, u TCMR dominuje intersticiální prezentace 

antigenů T lymfocytům a u ABMR převažují procesy zprostředkované NK-buňkami v mikrocirkulaci. 

Znalost těchto specifických znaků vedla k vytvoření klasifikátorů pro TCMR a ABMR. Pomocí 

molekulární patologie se také zjistilo, že dominantní příčinou zhoršení funkce transplantované 

ledviny je pozdní, nepoznaná ABMR, a ne nespecifická fibrogeneze jak se předpokládalo (67, 74). 

 

Limitace vyšetření molekulárním mikroskopem spočívají v potřebě porovnat vyšetřovaný vzorek 

s referenčním setem, tím je provádění vyšetření omezeno na centrální laboratoř. Navíc, molekulární 

změny nejsou úplně specifické a vyšetření je více než k detekci fokálních nálezů vhodné k diagnostice 

difúzních změn. Alternativním přístupem k vyšetření tkáně uložené ve stabilizačním roztoku by bylo 

provedení molekulárního vyšetření RNA extrahované z histologického vzorku fixovaného ve 

formalinu. Takový přístup by vyžadoval odlišnou technologii microarray a nová referenční data, 

jelikož analýzy tkáně stabilizované v RNA later by nebylo vhodné pro tyto účely použít. Kombinace 

takového přístupu s laserovou mikrodisekcí by pak umožnila analýzu i vysoce fokálních změn (75). 
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Zatím je vyšetření limitováno značným poškozením tkáňové RNA laserem při mikrodisekci, vysokými 

náklady a technickou náročností. 

 

V klinické praxi se využití molekulárního mikroskopu nabízí převážně u případů s nejasným 

histologickým závěrem nebo komplikovaným klinickým průběhem. Diskrepance mezi histologickým a 

molekulárním vyšetřením není zřídkavá a objevuje se až u 36 % vzorků (76). Např. je známo, že 

mnoho C4d negativních nálezů, které by konvenčním histologickým vyšetřením nebyly označeny za 

protilátkami-zprostředkovanou rejekci, vykazuje molekulární fenotyp ABMR (77). A naopak, u mnoha 

bioptických nálezů v-léze, patologem klasifikovaných jako TCMR, nebyl nalezen molekulární korelát 

TCMR (78). Poznatky z těchto molekulárních studií již vedly k úpravě histologické Banffské klasifikace 

a mají všechny předpoklady zlepšit predikci osudu transplantované ledviny (6, 8, 71, 72). Konkrétní 

příklad vyšetření tkáně transplantované ledviny znázorňuje obr. 9. 

 

 

 
 Obr. 9. Interpretace souhrnné zprávy z molekulárního vyšetření bioptované tkáně transplantované 

ledviny. Převzato z (79). 
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8. Terapeutické a preventivní možnosti u akutní rejekce 
 

8.1 Léčba akutní T buňkami zprostředkované rejekce  

Léčba akutní TCMR je založena na intravenózním podání pulzů metylprednisolonu nebo na navýšení 

dávky perorálních steroidů. V případě těžšího typu akutní TCMR (vaskulární rejekce, typ 2A a vyšší) 

nebo rejekce rezistentní ke steroidům je terapie založena na podání depleční antilymfocytární 

protilátky – antithymocytárního globulinu (80). Hraniční změny nejsou považovány za rejekci, ale 

většina kliniků je léčí podáním steroidů nebo navýšením udržovací imunosuprese (81, 82). 

8.2 Léčba akutní protilátkami zprostředkované rejekce 

Léčebná strategie akutní ABMR není jasně definována a může se lišit jak u jednotlivých případů, tak 

mezi transplantačními centry. Primárním cílem léčby ABMR je odstranění existujících protilátek a 

inhibice tvorby nových, které by aktivací komplementu vedly k následnému poškození tkáně 

transplantované ledviny (obr. 10) (28, 83-85). Nejčastěji je léčba založena na kombinaci plazmaferéz s 

intravenózními imunoglobuliny (IVIG) (86-88). Plazmaferéza dočasně odstraňuje protilátky z oběhu 

(89). Intravenózní imunoglobuliny kromě blokády funkce protilátek působí imunomodulačně na 

mnoha místech patofyziologického řetězce ABMR (inhibice komplementu, inhibice aktivace 

makrofágů, neutrofilů, apoptóza B lymfocytů) (90). Základní léčba může být doplněna intravenózním 

podáním kortikosteroidů, někdy dokonce podáním Thymoglobulinu – depleční polyklonální protilátky 

proti T lymfocytům (91). 

U případů akutní ABMR refrakterní na iniciální léčbu lze podat monoklonální protilátku anti-CD20 

(Rituximab), event. i v kombinaci s cykly bortezomibu a dalšími plazmaferézami (5, 92-94). Rituximab 

je zaměřen na nezralé B-lymfocyty, vede k jejich apoptóze a tím zabraňuje jejich proměně na 

plazmatické buňky produkující protilátky (95). Bortezomib je inhibitor proteasomů, který působí 

přímo na plazmatické buňky a snižuje tvorbu dárcovsky specifických protilátek (96). Ve výjimečných 

případech těžké formy ABMR lze zvážit podání eculizumabu, který blokádou C5 složky komplementu 

inhibuje aktivaci terminálního komplexu (97). V klinickém zkoušení je blokáda komplementu 

inhibitorem C-1 esterázy (98). Ve výjimečných případech velmi závažné ABMR lze zvážit provedení 

splenektomie (99). 
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Obr. 10. Léčebná strategie u akutní protilátkami zprostředkované rejekce. Převzato z (28). 

 

Největší riziko rozvoje ABMR mají vysoce senzitizovaní příjemci po opakovaných transplantacích. 

Vzhledem k obtížné a nákladné léčbě s nejasným výsledkem a vysokým rizikem přechodu do 

chronické ABMR uplatňuje většina transplantačních center preventivní strategii založenou na 

důkladném určení imunologického rizika před transplantací a použití indukční, případně 

desenzitizační léčby v peritransplantačním období (100). 

 

8.3 Preventivní strategie u akutní rejekce  

Prevence akutní rejekce je založena na následujících principech (28): 

1. omezit transplantace vysoce senzitizovaných příjemců – toto navrhované opatření je 

dvojsečné. Na jedné straně sice sníží výskyt ABMR, na straně druhé vede ke kumulaci 

vysoce senzitizovaných příjemců na dialýze a jejich zkrácenému přežívání. V našem 

transplantačním centru se snažíme najít cestu jak úspěšně transplantovat vysoce 

senzitizované příjemce pomocí níže uvedených bodů. 

2. omezit podávání krevních převodů (101) 

3. transplantovat vysoce senzitizovaným příjemcům ledvinu 
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• od žijícího HLA kompatibilního dárce v rámci párové výměny (102) 

• od kadaverózního HLA kompatibilního dárce, např. v rámci speciálního programu 

(Eurotransplant Acceptable Mismatch Program). V rámci tohoto programu se pro 

extrémně vysoce senzitizované příjemce hledá vhodný HLA kompatibilní orgán od 

zemřelého dárce v evropských zemích sdružených v Eurotransplantu (103). 

4. precizní charakteristika protilátek u vysoce senzitizovaných příjemců a přesná HLA typizace 

dárce (104) 

5. desenzitizace na čekací listině nebo v peritransplantačním období  

• odstranění dárcovsky specifických protilátek (plazmaferézy, imunoadsorpce) (105) 

• přímá nebo nepřímá inhibice tvorby DSA před nebo časně po transplantaci použitím 

- monoklonální anti-B lymfocytární protilátky (Rituximab) (95, 106) 

- léčiva proti plasmatickým buňkám (proteasomové inhibitory – bortezomib) (28) 

- králičího antilymfocytárního imunoglobulinu (Thymoglobulin) (107, 108)  

• inhibice komplementové kaskády (např. eculizumab) (109) 

• intravenózní imunoglobuliny (IVIG)(110) 

• splenektomie (111) 

6. monitorace dárcovsky-specifických protilátek v potransplantačním průběhu (112) 

7. protokolární biopsie k odhalení a léčbě subklinické rejekce (113) 

8. skríning nonadherence k užívání imunosuprese (114) 
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9. Zhodnocení významu vlastních výsledků 

Akutní vaskulární rejekce (AVR) představuje závažný stupeň aloimunitního poškození štěpu, pro který 

je typická intimální arteritida (tzv. v-léze). V závislosti na stupni arteritidy (v1-v3) dochází k zúžení 

průsvitu cévy až fibrinoidní nekróze stěny cévy a zamezení krevního průtoku. Vzhledem k absenci 

kolaterálního krevního zásobení v ledvinách pak dochází k ischémii ledvinné tkáně za obstrukcí a k její 

následné fibrotizaci a ztrátě funkčních vlastností. 

Vaskulární rejekce byla původně považována za T buňkami zprostředkovaný proces. Humorální 

neboli protilátkami zprostředkovaný fenotyp akutní vaskulární rejekce byl připouštěn jen u nejtěžšího 

stupně arteritidy (v3) a za podmínek splnění ostatních diagnostických kritérií (4). Až později byly 

identifikovány případy akutní vaskulární rejekce zprostředkované protilátkami bez ohledu na stupeň 

intimální arteritidy a s vysokým rizikem selhání štěpu (5). Nepříznivá prognóza humorálních fenotypů 

AVR spočívala v jejich často mylném označení za celulární proces a použití nevhodné antirejekční 

léčby cílené na T lymfocyty místo léčby cílené na snížení a zabránění tvorby protilátek.  

Správné určení fenotypu AVR je při volbě terapeutického přístupu zásadní a představuje problém i 

v dnešní klinické praxi. Diagnostická kritéria byly recentně modifikována s cílem přesnější identifikace 

fenotypu AVR. I přes změny těchto diagnostických pravidel je v klinické praxi někdy obtížné rozlišit 

mezi dvěma fenotypy rejekce, celulárním a humorálním. Molekulární metody představují nástroj ke 

zlepšení diagnostiky patologických procesů v transplantované ledvině a jejich zavedení je 

přinejmenším žádoucí u složitých klinických případů po transplantaci ledviny (7). Ve srovnání 

s konvenční histologií má použití tzv. molekulárního mikroskopu vyšší senzitivitu a specificitu a umí 

lépe predikovat osud transplantované ledviny (8). 

 

Vědecká činnost, která je podkladem této habilitační práce, je ve své první části (Novotny et al., 2018) 

zaměřena na studium chování akutní vaskulární rejekce v klinické praxi. Retrospektivní studie 

analyzovala klinický průběh jednotlivých fenotypů akutní vaskulární rejekce u pacientů po 

transplantaci ledviny (115). V databázi 1015 osob bylo nalezeno 101 osob s AVR, u kterých byla 

provedena podrobná opakovaná analýza histologického materiálu s ohledem na recentní úpravu 

Banffské klasifikace a bylo doplněno vyšetření dárcovsky specifických protilátek (DSA) z 

archivovaných vzorků sér s cílem správně identifikovat fenotyp AVR. Pacienti byli následně dle 

fenotypu AVR rozděleni do kategorií: izolovaná v-léze (IV, n=25), T buňkami zprostředkovaná 

vaskulární rejekce (TCMRV, n=18), protilátkami zprostředkovaná vaskulární rejekce (AMRV, n=19) a 

suspektní AMRV (sAMRV, n=36). Diagnostická kritéria zobrazuje tabulka 3. 
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Fenotyp MI 

(g+ ptc) 

i t v C4d DSA 

IV 0 <2 <2 1-3 0 neg 

TCMRV 0 0-3 0-3 1-3 0 neg 

AMRV 0-6 0-3 0-3 1-3 0-3 pos 

sAMRV# 0-6 0-3 0-3 1-3 0-3 neg/pos 

 

Tabulka 3. Definice jednotlivých fenotypů AVR  

#Pacienti s intimální arteritidou splňující 2 ze 3 kritérií protilátkami zprostředkované rejekce podle 

recentní Banffské klasifikace z r. 2013. (3) Zkratky: AMRV, protilátkami zprostředkovaná vaskulární 

rejekce; DSA, dárcovsky specifické protilátky; g, glomerulitida; i, intersticiální zánět; IV, izolovaná v-

léze; MI, mikrovaskulární zánět; ptc, peritubulární kapilaritida; sAMRV, suspektní protilátkami 

zprostředkovaná rejekce; t, tubulitida; TCMRV, T buňkami zprostředkovaná vaskulární rejekce; v, 

intimální arteritida. 

Analýza poukázala na významnou incidenci (10%) akutní vaskulární rejekce v 1. roce po transplantaci. 

AVR byla zachycena převážně časně po transplantaci (medián 19 dnů) a byla převážně mírného (v1, 

68%) nebo středního stupně (v2, 28%). 

Humorální fenotyp AVR (sAMRV, AMRV) byl ve srovnání s celulárními fenotypy častěji diagnostikován 

v indikační biopsii (78 %, p=0,014), vyskytoval se častěji u pacientů po retransplantaci (47 %, p=0.001), 

s vyšším imunologickým rizikem (medián 4 HLA neshody, p=0,052). Zatímco funkční odpověď na 

antirejekční léčbu (změna sérového kreatininu) se nelišila mezi skupinami (p=0,14), surveillance 

biopsie potvrdila častější přetrvávání rejekce u humorálního fenotypu AVR (0% IV, 31% TCMRV, 42% 

sAMRV, 59% AMRV, p<0,001) a tedy horší morfologickou odpověď na podanou antirejekční léčbu (Tab. 

4). 
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Tab. 4. Histologické nálezy v kontrolní biopsii u jednotlivých fenotypů AVR. Zkratky: ABMR, akutní 

protilátkami zprostředkovaná rejekce; AMRV, akutní protilátkami zprostředkovaná vaskulární rejekce; 

sAMRV, suspektní protilátkami zprostředkovaná rejekce; t, tubulitida; TCMR, T-buňkami 

zprostředkovaná rejekce; TCMRV, T-buňkami zprostředkovaná vaskulární rejekce. 

 

Naopak celulární fenotyp vaskulární rejekce byl spojen se zlepšením renální funkce (79% u TCMRV, 

100% u IV) a absencí rejekčního nálezu v surveillance biopsii (69% u TCMRV, 100% u IV) (Tab. 4). 

Příznivý klinický průběh celulárního fenotypu potvrzuje i dobré střednědobé přežití štěpu u pacientů s 

TCMRV a IV. Odhadované přežití štěpů bylo dle Kaplan-Meierové analýzy signifikantně horší u pacientů 

s AMRV (1 rok 90%, 3 roky 66%), zatímco ostatní fenotypy AVR vykazovaly srovnatelné přežití (IV: 96 

%, 96%; TCMRV: 100%, 89%; sAMRV: 97%, 88%) (párové srovnání AMRV s ostatními skupinami pomocí 

χ2 testu, IV p=0.001, TCMRV p=0.020, sAMRV p=0.003; log rank test 0,0004)(Obr. 11).  

 

 Celkem IV TCMRV sAMRV AMRV P 

 (n=71) (n=17) (n=13) (n=24) (n=17)  

Doba provedení kontrolní 
biopsie po diagnóze AVR, dny, 
median (IQR) 

74 

(22-91) 

76 

(24-91) 

79 

(34-93) 

80 

(16-115) 

67 

(18-77) 
0.313 

Nález v kontrolní biopsii       

  Normální, n (%) 42 (59,2) 15 (88,2) 9 (69.2) 12 (50) 6 (35,3) 0,015 

  ABMR, n (%) 21 (29,6) 0 (0) 1 (7.7) 10 (41,7) 10 (58,8) <0,001 

  TCMR, n (%) 3 (4,2) 0 (0) 3 (23.1) 0 (0) 0 (0) 0,003 

  Intimální arteritidaa, n (%) 6 (8,5) 0 (0) 1 (7.7) 2 (8,3) 3 (17,6) 0,329 

  Infekční komplikaceb, n (%) 5 (7) 2 (11,8) 0 (0) 2 (8,3) 1 (5,9) 0,646 
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Obr. 11. Kaplan-Meierova analýza přežití štěpů u jednotlivých fenotypů AVR cenzorována na úmrtí 

pacienta (log rank 0,0004). 

 

Tato studie ukazuje, že akutní vaskulární rejekce je poměrně častým nálezem v 1. roce po transplantaci 

ledviny. Humorální fenotyp AVR (sAMRV, AMRV) má ve srovnání s celulárním fenotypem (TCMRV, IV) 

závažný negativní dopad na osud transplantované ledviny. Naopak, klinický průběh izolované v-léze je 

velmi příznivý. Více než 1/3 IV probíhá subklinicky a je diagnostikována v protokolární biopsii 3 měsíce 

po transplantaci. IV odpovídá na léčbu steroidy funkčním i morfologickým zlepšením, tj. zlepšením 

renální funkce a vymizením rejekčního nálezu v surveillance biopsii ve 100 % případů a nevede k selhání 

funkce štěpu.  

Druhá publikace (Wohlfahrtova et al., 2018) se věnuje využití molekulárně-patologického vyšetření 

jako pomocného nástroje při určení fenotypu AVR (116). V této práci jsme se zaměřili čistě na 

celulární fenotyp vaskulární rejekce. Pomocí metody microarray jsme analyzovali transkriptom 

izolované v-léze a T-buňkami zprostředkované vaskulární rejekce. Celulárnímu fenotypu je ve 

srovnání s humorálním přisuzován mírnější průběh a lepší prognóza štěpu. Diagnostický problém 

nastává v okamžiku nálezu tzv. izolované v-léze, tj. intimální arteritidy (v-léze) bez nebo s mírným 

tubulointersticiálním zánětem. Současná Banffská klasifikace uznává intimální arteritidu jako 

diagnostické kritérium TCMR bez ohledu na míru tubulointersticiálního zánětu. Patolog pak po 

vyloučení humorální rejekce hodnotí každou intimální arteritidu jako minimálně 2. stupeň T buňkami 
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zprostředkované rejekce a klinik ji léčí podáním steroidů nebo antithymfocytárního globulinu. Existují 

ale doklady, že izolovaná v-léze nemá rejekční původ a je spíše odrazem poškození cévního endotelu 

jiné etiologie, např. ischemicko-reperfúzní (77, 78, 117). Různí se taky názory na její klinický a 

prognostický význam a s tím spojenou volbu adekvátní terapie, a to hlavně u nálezů 

diagnostikovaných časně po transplantaci (118, 119). Cílem naší práce bylo blíže prozkoumat 

celulární fenotyp AVR a pomocí celogenomového skríningu zjistit rozdíly v transkriptomu mezi 

klasickou vaskulární rejekcí s bohatým tubulointersticiálním zánětem (TCMRV) a izolovanou v-lézí (IV) 

s minimálním nebo žádným tubulointersticiálním zánětem. Do studijních skupin IV a TCMRV byly 

zařazeny pouze časné nálezy z indikačních biopsií v průběhu 1. měsíce po transplantaci po vyloučení 

humorálního fenotypu rejekce, tj. nálezy bez známek mikrocirkulárního poškození, pozitivity C4d a 

bez přítomnosti DSA v séru pacientů. Jako negativní kontrola sloužily normální histologické nálezy ze 

3-měsíční protokolární biopsie.  

Do studie bylo zahrnuto celkem 18 pacientů, tj. 6 s nálezem IV, 4 s TCMRV a 8 s normálním nálezem, 

u kterých byl k dispozici adekvátní vzorek bioptické tkáně vhodný k molekulární analýze. U všech 

skupin pacientů byl proveden celogenomový skríning pomocí Illumina Microarrays technologie na 

nosiči Illumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip, který umožnil detekci cca 33 000 anotovaných 

genů. Exprimované genové produkty byly podrobeny diskriminační genové analýze a následně 

enrichment analýze pro detekci biologických (GO) termínů a metabolických drah odlišně 

exprimovaných mezi skupinami. 

Analýza expresního profilu časné T-buňkami zprostředkované vaskulární rejekce a izolované v-léze 

identifikovala 310 rozdílně exprimovaných genů mezi TCMRV a IV. Sopeční graf (Obr. 12A) zobrazuje 

diferenciálně exprimované geny mezi oběma skupinami. Většina diferenciálně regulovaných genů 

byla zvýšeně exprimována ve skupině TCMRV (n= 288, 92.9 %).  
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Obr. 12. Geny s rozdílnou mRNA expresí mezi studijními skupinami. Sopeční graf zobrazuje rozdílně 

exprimované geny mezi TCMRV a IV (12A) a mezi IV a kontrolní skupinou (12B). Za geny s rozdílnou 

expresí byly považovány geny s hodnotou P < 0.05 po korekci na mnohočetná srovnání (Benjamin-

Hochberg) a s mírou velikosti účinku (tzv. fold-change, FC) > 2. Všechny data jsou v grafu vykreslená 

jako log2 hodnoty velikosti účinku (FC) a negativní dekadický logaritmus adjustované P hodnoty. Práh 

je označený přerušovanou čárou. Vennův diagram (12C) zobrazuje srovnání seznamů deregulovaných 

genů mezi skupinou TCMRV a kontrolní a mezi skupinou IV a kontrolní a ukazuje na malý průnik genů 

(n=33, 1.7%) mezi těmito 2 seznamy. 

 

K anotaci genů diferenciálně exprimovaných mezi skupinami TCMRV a IV jsme použili databázi DAVID 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov). Zjistili jsme, že diferenciálně exprimované geny jsou primárně 

asociovány s GO termíny pro biologické procesy vnitřní a adaptivní imunity a zánětlivé odpovědi. 

TCMRV vzorky vykazovaly up-regulaci aktivace, kostimulace a diferenciace T lymfocytů, pozitivní 

regulace T lymfocytární proliferace, zpracování a prezentace antigenu a taky aktivace B lymfocytů a 

signálních drah receptorů pro T a B lymfocyty, interferon gamma, tumor nekrotizující faktor a jiné. 25 

nejvýznamnějších GO termínů pro biologické procesy je uvedeno v tabulce č. 5.  

  

http://david.abcc.ncifcrf.gov)/
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 GO termín 
Počet 
genů 

P  

GO:0006955 Imunitní odpověď 54 4.28E-31 

GO:0031295 T lymfocytární kostimulace  21 7.03E-17 

GO:0050853 Signální dráha receptorů pro T lymfocyty  25 8.95E-16 

GO:0006954 Zánětlivá odpověď 36 9.93E-16 

GO:0002250 Adaptivní imunitní odpověď  21 1.61E-11 

GO:0042110 Aktivace T lymfocytů  14 2.44E-11 

GO:0045087 Vrozená imunitní odpověď 31 3.24E-10 

GO:0007165 Signální transdukce 50 3.01E-09 

GO:0060333 Signální dráha zprostředkovaná interferonem gamma  14 4.92E-09 

GO:0002504 Zpracování a prezentace antigenu přes II. třídu MHC  8 3.39E-07 

GO:0050776 Regulace imunitní odpovědi 17 1.17E-06 

GO:0032729 Pozitivní regulace produkce interferonu gamma  10 2.31E-06 

GO:0007166 Signální dráha povrchových buněčných receptorů  20 2.84E-06 

GO:0033209 Signální dráha zprostředkována tumor nekrotizujícím faktorem  13 1.77E-05 

GO:0042102 Pozitivní regulace proliferace T lymfocytů 10 1.94E-05 

GO:0030217 Diferenciace T lymfocytů 8 2.01E-05 

GO:0006935 Chemotaxe 13 2.10E-05 

GO:0006915 Apoptóza 27 2.53E-05 

GO:0030168 Aktivace krevních destiček  12 7.54E-05 

GO:0050853 Signální dráha pro receptory B lymfocytů  9 7.81E-05 

GO:0043547 Pozitivní regulace aktivity GTPázy  26 7.88E-05 

GO:0001816 Produkce cytokinů  7 8.71E-05 

GO:0050900 Migrace leukocytů 12 1.18E-04 

GO:0042113 Aktivace B lymfocytů 7 1.96E-04 

GO:0006968 Obranná buněčná odpověď  9 2.01E-04 

Tabulka 5. Nejvýznamnější biologické procesy spojené s rozdílně exprimovanými geny mezi TCMRV a 

IV. 
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CIRCOS graf (Obr. 13) zobrazuje 15 nejvýznamnějších rozdílně exprimovaných genů mezi TCMRV a IV 

a jejich asociaci s biologickými procesy a metabolickými dráhami.  

 

Obr. 13. CIRCOS graf – asociace 15 nejvýznamnějších diferenciálně exprimovaných genů mezi TCMRV 

a IV s biologickými procesy a metabolickými dráhami. 

Výše uvedené poukazuje na signifikantně vyšší aktivaci vrozené a adaptivní imunity a zánětu v 

časných nálezech TCMRV ve srovnání s IV a je v souladu s teorií o zpochybňovaném rejekčním 

původu izolované v-léze. 

Analýza expresního profilu časné izolované v-léze a normálního histologického nálezu identifikovala 

malou skupinu 28 genů se zvýšenou a 22 genů se sníženou mRNA expresí u IV (Obr. 12B). Naopak, 
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porovnání expresního profilu TCMRV s normálním histologickým nálezem ukázalo velkou skupinu 

signifikantně deregulovaných genů (n=1966). Diskriminační genová analýza odhalila asociaci těchto 

genů s 239 GO termíny pro biologické procesy, převážně spjatých s imunitní odpovědí (suppl. Tabulka 

4, citace (116)) a potvrdila opravdový rejekční původ TCMRV. Vennův diagram (obr. 12C) zobrazuje 

porovnání rozdílně exprimovaných genů mezi studijními skupinami (TCMRV, IV) a kontrolní skupinou 

normálních nálezů a ukazuje na jejich malý průnik (n=33,1.7%). Sdílené geny nebyly signifikantně 

asociovány se žádným GO termínem. Microarray analýza odhalila, že expresní profil IV se podstatně 

liší od T-buňkami zprostředkované vaskulární rejekce s bohatým tubulointersticiálním zánětem 

(TCMRV) a je relativně podobný normálnímu histologickému nálezu. 

Trojrozměrná analýza hlavních komponent (PCA) aplikovaná na celý expresní profil všech 

zkoumaných vzorků zobrazila separaci TCMRV a IV nálezů (obr. 14) a potvrdila jejich rozdílný 

transkriptom. Vzorky z kontrolní skupiny vykazovaly podobný expresní profil s IV nálezy. 

 

Obr. 14. Trojrozměrná analýza hlavních komponent (PCA) aplikovaná na celý transkriptom TCMRV, 

IV a normálních nálezů (microarray analýza). 

 

Nekontrolovaná hierarchická shluková analýza (HC) bez znalosti příslušnosti vzorků ke skupině 

vytvořila tři hlavní shluky (obr. 15). První shluk tvořil jeden pacient (eIV5) po úspěšné léčbě IV 

steroidy s retrospektivně zjištěnou nízkou hladinou DSA. Druhý shluk obsahoval výhradně pacienty 

s TCMRV. Ve třetím shluku nebylo možné nekontrolovanou HC analýzou rozlišit mezi IV a kontrolní 
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skupinou. Obě použité metody poukazují na rozdílnost transkriptomů TCMRV a IV a podobnost 

expresního profilu IV s normálním nálezem. Pokud TCMRV skutečně představuje akutní T buňkami 

zprostředkovanou rejekci, je izolovaná v-léze s podstatně odlišným transkriptomem pravděpodobně 

nerejekčního původu.  

 

Obr. 15. Nekontrolovaná hierarchická shluková analýza aplikovaná na celý transkriptom TCMRV, IV 

a normálních nálezů (microarray analýza). 

 

Výsledky celogenomového skríningu byly ověřeny na validační kohortě 20 pacientů (12 IV, 8 TCMRV) 

pomocí metody RT-qPCR. Pro validaci jsme vybrali 38 signifikantně diferenciálně exprimovaných genů 

(adjust. p<0,05, FC>2) s biologickým potenciálem v patogenezi rejekce. PCR analýza potvrdila, že 

časné nálezy TCMRV mají signifikantně vyšší expresi genů BCL11B, BTLA, CCL17, CCR7, CD2, CTLA4, 

CXCL13, GIMAP5, IL21R, KLRG1, LAX1, LCK, LTA, LTB, SLA2, SLAMF1, TNFRSF4 a ZAP70 ve srovnání s IV 

(Obr. 16). Validované geny jsou dle tzv. gene enrichment analýzy spojeny s regulací imunitního 

systému, diferenciací, aktivací a proliferací T lymfocytů, aktivací B lymfocytů, lymfocytární a 

leukocytární aktivací, regulací buněčné transdukce signálu a apoptózy.  
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Obr. 16. Validace výsledků microarray analýzy pomocí RT-qPCR u časných nálezů izolované v-léze 

(IV) a T-buňkami zprostředkované rejekce (TCMRV). Bodový graf zobrazuje mRNA expresi 10 nejvíce

rozdílně exprimovaných genů.

Prezentovaná práce porovnávala transkriptom časné izolované v-léze a T buňkami zprostředkované 

rejekce s bohatým tubulointersticiálním zánětěm (TCMRV). Analýza genové exprese naznačila, že 

TCMRV je spojena s podstatně významnější up-regulací imunitní odpovědi než izolovaná v-léze (IV), 

která se spíše podobá normálnímu histologickému nálezu. Většina up-regulovaných genů ve skupině 

TCMRV ve srovnání s IV byla spojena s aktivací vnitřní a adaptivní imunity a zánětlivé odpovědi, tj. s 

aktivací, kostimulací, diferenciací a pozitivní regulací proliferace T lymfocytů, zpracováním a 

prezentací antigenu, s aktivací B lymfocytů a receptorů signálních drah pro T a B lymfocyty, 

interferon gamma, tumor nekrotizující faktor a jiné. Znalost aktivace těchto významných biologických 

procesů u T buňkami zprostředkované rejekce vedla v minulosti k vytvoření TCMR skóre (76, 120). 

Zatímco u TCMRV s bohatým tubulointersticiálním zánětem bylo TCMR skóre pozitivní až v 95% 

případů, většina případů IV měla TCMR skóre negativní a v nepřítomnosti DSA by proto neměla být za 

rejekci označována (78). 

Výsledky naší práce pomáhají lépe porozumět podstatě časné izolované v-léze v nepřítomnosti 

dárcovsky specifických protilátek a jiných morfologických znaků typických pro poškození 

zprostředkované protilátkami (C4d, apod.). Nález izolované intimální arteritidy (v-léze) je v tomto 

případě spíše odrazem peritransplantačního poškození než aloimunitního procesu (rejekce). Absence 

tubulointersticiálního zánětu v časných bioptických nálezech intimální arteritidy vypovídá o velmi 

malé pravděpodobnosti T buněčné rejekce. I když současně platná histologická Banffská klasifikace 

hodnotí intimální arteritidu (po vyloučení ABMR) jako nejméně 2. stupeň TCMR bez ohledu na míru 

tubulointersticiálního zánětu, výsledky naší práce svědčí spíše o nerejekčním charakteru a podporují 
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snahy o úpravy současné histologické interpretace. Je na místě zdůraznit, že zatímco charakter námi 

vyšetřované časné C4d negativní izolované v-léze v nepřítomnosti DSA protilátek se jeví jako 

nerejekční, pozdní DSA pozitivní izolovaná v-léze má často rejekční původ (78). I proto poslední 

setkání expertů v Banff doporučuje použití molekulárního mikroskopu u klinicky sporných fenotypů 

izolované v-léze (3). Výsledky naší studie podporují začlenění metod molekulární analýzy do 

diagnostiky izolované v-léze spolu s vyšetřením dárcovsky specifických protilátek a konvenčním 

histologickým vyšetřením. Tento kombinovaný přístup by mohl pomoct při přesném určení etiologie 

IV a volbě správného terapeutického přístupu. 

Výsledky naší práce jsou v souladu s jinými microarray analýzami, které prokázaly diskrepanci mezi 

konvenčním histologickým a molekulárním vyšetřením u T buňkami zprostředkované rejekce. 

Diskrepance byla nejvíce viditelná u IV, kde většina případů vykazovala nízké TCMR skóre. Jen 

minimum IV mělo molekulární otisk TCMR. Intimální arteritida měla v diagnostice TCMR menší 

význam než tubulitida a intersticiální infiltrát (69, 76, 78, 121). Zatímco převážná část IV v 1. roce po 

transplantaci u pacientů bez DSA neměla rejekční původ, pozdní DSA pozitivní nálezy IV reflektovaly 

akutní protilátkami zprostředkovanou rejekci. V klinické praxi je mnoho v-lézí s negativním 

molekulárním TCMR skóre histopatologem falešně označeno za TCMR a klinikem léčeno antirejekční 

terapií. Naše a jiné práce naznačují, že časná IV odráží jiné než rejekční mechanismy, např. reparační 

odpověď na poškození způsobené implantačním stresem, endoteliální ischemicko/reperfúzní 

poškození (117). Přítomnost intimální arteritidy v časných nerejekčních biopsiích lze vysvětlit 

zvýšenou cévní permeabilitou a ulehčenou extravazací leukocytů jako následek porušení integrity 

endotelu renálních cév při peritransplantačním inzultu (122). 

 

Výsledky naší práce jsou v rozporu s několika málo staršími klinickými studiemi o IV. Wu a spoluautoři 

označili intimální arteritidu bez ohledu na míru tubulointersticiálního poškození za akutní rejekci a za 

nezávislý rizikový faktor pozdního selhání funkce štěpu (123). Sis a kolektiv se domníval, že v IV 

představuje skutečnou akutní rejekci, protože je spojena s funkčním zlepšením po antirejekční léčbě 

a představuje nezávislý rizikový faktor selhání štěpu (124). Tato zdánlivá diskrepance je vysvětlitelná 

tím, že tyto studie analyzovaly klinické chování IV nezávisle na době po transplantaci, čímž ignorovaly 

fakt, že k porozumění IV je zásadní načasování biopsie. Jak se ukázalo, většina časných nálezů IV 

nemá molekulární otisk rejekce a je DSA negativní, zatímco pozdní IV u DSA pozitivních pacientů mají 

pozitivní molekulární skóre pro ABMR (78). Obě tyto studie bylo založeny na klinické prezentaci 

intimální arteritidy a ne na analýze celého genomu a vyšetřovaly odpověď na antirejekční léčbu u 

heterogenní skupiny pacientů. Navíc, klinické studie, které reportovaly závažnost IV, analyzovaly 

biopsie z časné transplantační éry, kdy agresivní TCMR a nepoznané ABMR nebyly výjimkou. I když 
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byla IV historicky považována za závažnou rejekci s negativním dopadem na přežití štěpu, její 

charakter a význam se v posledním desetiletí změnil a měl by být přehodnocen (125). Dnes je IV jen 

zřídkavým nálezem v indikačních biopsiích. V našem centru je IV diagnostikována u 2,5% pacientů 

v období do 3 měsíců po transplantaci ledviny, má benigní klinický průběh a významně neovlivňuje 

přežití štěpů (115). 

 

Limitací této práce je retrospektivní design a malý počet vzorků, který je v souladu s nízkou incidencí 

nálezu. Jsme si také vědomi faktu, že většina nálezů intimální arteritidy byla mírná až středně závažná 

(v1) a zachycena časně během prvního měsíce po transplantaci. Proto jsou výsledky naší práce 

aplikovatelné výhradně pro tuto specifickou kohortu. Dále je potřebné zdůraznit, že u všech nálezů 

intimální arteritidy byla podána antirejekční léčba, což mohlo ovlivnit prognózu štěpu ledviny. 

Nicméně, transkriptom transplantované ledviny byl analyzován před zahájením této léčby. Tato 

studie nepřináší návod k terapeutickému přístupu v klinické praxi. Zůstává nejasné, zda by pacienti 

s časnou IV měli být léčení antirejekční medikací, navýšením stávající imunosuprese a zda-li by u nich 

měla být provedena kontrolní rebiopsie. Dále jsme si vědomi toho, že u některých pacientů byl nález 

intimální arteritidy doprovázen akutní tubulární nekrózou a mohl ovlivnit mRNA expresi i rozvoj 

funkce štěpu. Ve skupině s časnou IV byla navíc ve větší míře zastoupena indukční léčba 

basiliximabem, která mohla zmírnit histologický nález a molekulární fenotyp IV. Dále je nejasné, jestli 

by pro molekulární analýzu vysoce fokálních změn bylo prospěšné hodnotit expresi mRNA v renální 

tkáni získané laserovou mikrodisekcí. Zatím je tento přístup limitován značnou destrukcí tkáně 

laserem, technickou náročností a vysokými náklady (66). Navíc, molekulární patologie je oproti 

konvenčnímu histologickému vyšetření schopna diagnostikovat probíhající rejekci nebo renální 

poškození i v nepřítomnosti glomerulů a tepen, nezávisle na množství kortikální tkáně, dokonce i ze 

dřeně ledviny (73). 

 
Silnou stránkou této studie je pečlivý výběr vzorků AVR. Do projektu byly zařazeny pouze nálezy 

intimální arteritidy s fenotypem T buňkami zprostředkované rejekce (28), diagnostikované v prvním 

měsíci po transplantaci, u pacientů bez anamnézy předchozí rejekce či chirurgických komplikací, se 

srovnatelným imunologickým rizikem a výskytem opožděného rozvoje funkce štěpu. Vyloučeny byly 

subklinické, pozdní a DSA pozitivní nálezy. Microarray analýza byla provedena na základě recentních 

doporučení (126). Jako významně deregulované geny byly hodnoceny pouze geny, které prošly 

korekcí pro vícenásobné testování. Analýza hlavních komponent a hierarchická shluková analýza byla 

založena na celých microarray datech, nejen na deregulovaných genech. 
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Studiu peritransplantačního inzultu, který by mohl vysvětlovat nerejekční původ izolované v-léze, se 

věnovala prospektivní studie (Wohlfahrtova et al., 2014), jejímž cílem bylo vyšetření molekulárního 

profilu ischemicko/reperfúzního poškození (I/RI)(127). I/RI  představuje rizikový faktor opožděného 

rozvoje funkce (DGF) a negativně ovlivňuje přežití transplantované ledviny. Intrarenální transkripční 

profil ischemicko/reperfúzního poškození byl vyšetřen ve třech sekvenčních biopsiích štěpu ledviny -  

při odběru ledviny (dárcovská biopsie), v průběhu transplantace (předimplantační a poimplantační 

biopsie, obr. 17).  

 

Obr. 17. Časové provedení sekvenčních biopsií v průběhu odběru orgánu k transplantaci a samotné 

transplantace. 

I přes absenci histologických abnormalit v průběhu I/RI byla pozorována změna exprese genů ve 

vztahu k poškození štěpu. Ve srovnání s “molekulárním tichem ischémie” vedla reperfúze k 

enormním změnám transkriptomu, ke zvýšené aktivaci přirozené a adaptivní imunitní odpovědi a 

apoptózy a k významné heterogenitě transkripčního profilu v poimplantačních biopsiích. Naše data 

naznačily, že molekulární profilování přesahuje hranice histopatologie (128). Použitím 

“molekulárního mikroskopu” jsme byli schopni odhalit i diskrétní změny, ke kterým dochází v 

průběhu ischemicko/reperfúzního poškození. Dále jsme identifikovali potencionální prediktory 

opožděného rozvoje funkce, a to vyšší skóre pro tubulární atrofii a nízkou expresi genu pro Netrin-1. 

Pomocí molekulární a histologické analýzy dárcovských ledvin jsme zjistili, že nízká kvalita tubulárních 

buněk definována vyšší mírou tubulární atrofie v kombinaci s redukovaným potenciálem 

protiapoptotických faktorů přežití je spojená s opožděným rozvojem funkce transplantované ledviny. 

Netrin-1 patří mezi tzv. faktory přežití, které protektivně působí při zotavování z I/RI (129, 130). Na 

rozdíl od ischémie, byla reperfúze i přes minimální výskyt histopatologických abnormalit spojena se 

zvýšenou aktivací přirozené a adaptivní imunity a apoptózy. Tato práce potvrdila, že kombinace 

konvenčních histopatologických metod s molekulární patologií by mohla představovat účinný nástroj 

k identifikaci dárcovských ledvin v riziku opožděného rozvoje funkce.  

 

Ve vyšším riziku opožděného rozvoje funkce štěpu a tím i rozvoje akutní rejekce jsou ledviny od dárců 

s rozšířenými kritérii (ECD). Řada provedených studií se zaměřila na predikci DGF. Bylo vytvořeno 
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mnoho skórovacích systémů k lepší identifikaci ledvin v riziku. Nicméně, většina skórovacích systémů 

hodnotila pouze klinickou charakteristiku dárce a příjemce a nezahrnovala histologické hodnocení 

dárcovského orgánu. Právě histologický nález by mohl být užitečný při zhodnocení kvality ledvinného 

štěpu, k predikci výsledku transplantace a rozhodnutí o přijetí či odmítnutí ledvinného štěpu. Cílem 

naší další práce (Baláž et al., 2013) bylo zhodnotit vztah mezi histopatologickým skóre, klinickou 

charakteristikou dárce a příjemce a rizikem opožděného rozvoje funkce a identifikovat faktory, které 

by mohly pomoci lépe předpovědět opožděný rozvoj funkce štěpu (131). Po zhodnocení velkého 

množství dárcovských biopsií jsme součtem skóre pro intersticiální fibrózu (CI) a fibrózní ztluštění 

intimy (CV) vytvořili vlastní kompozitní tzv. CIV skóre, které nezávisle predikovalo DGF. Náš přístup 

založen na kombinaci CIV skóre s klinickými parametry dárce (věk + příčina úmrtí) zlepšil predikci DGF 

po transplantaci ledviny od tzv. marginálních dárců (ECD) a mohl by pomoct ulehčit alokaci orgánů či 

individualizaci imunosupresivního režimu.  

Intrarenální exprese genů je značně ovlivněna i druhem imunosupresivní léčby. V naší další publikaci 

(Urbanova et al., 2012) jsme prokázali odlišný intrarenální trankriptom u pacientů léčených různou 

indukční terapií. I přes normální morfologický nález v tříměsíční protokolární biopsii a stabilní renální 

funkci se intrarenální trankriptom pacientů léčených Thymoglobulinem a ATG-F lišil. Indukční terapie 

Thymoglobulinem byla na rozdíl od ATG-F schopna u imunologicky vysoce rizikových pacientů navodit 

transkripční profil podobný nízkorizikovým pacientům bez indukční léčby (132). Podobnost genového 

expresního profilu u pacientů po indukční léčbě Thymoglobulinem s pacienty bez indukce naznačuje 

podobnou úroveň aktivace imunitní odpovědi ve štěpu i přes zjevné rozdíly v imunologickém riziku. 

Toto pozorování posiluje tvrzení předchozích studií, které ukázaly, že Thymoglobulin představuje 

bezpečnou a účinnou indukční léčbu k prevenci rejekce po transplantaci ledviny (133). Úspěch 

Thymoglobulinu v klinické praxi by mohla vysvětlovat účinnější alloimunitní regulace pomocí 

potlačení signální dráhy pro NF-κB, což prokázala i tato práce (132). 

Zajímavý je i rozdíl v transkriptomu v závislosti na klinickém průběhu rejekce (Wohlfahrtova et al., 

2015) (134). Subklinická rejekce diagnostikována z protokolární biopsie je považována za rizikový 

faktor dysfunkce štěpu ledviny. Naše studie popsala transkripční profil subklinické rejekce, který 

vykazoval slabší aktivitu prozánětlivé odpovědi ve srovnání s „klinickou“ rejekcí doprovázenou 

zhoršením renální funkce či proteinurií. Pozorovaný kvantitativní rozdíl transkriptomu je v souladu 

s teorií, že subklinická rejekce představuje rané stadium rejekce, které pokud není léčeno, vyústí do 

zhoršení renální funkce. Jinými slovy, rejekce je lineární proces, kde nárůst sérového kreatininu je 

poslední událostí v řadě. Časná léčba subklinické rejekce je proto u většiny pacientů nezbytná 

k zabránění progrese intenzivní aloimunitní odpovědi a rozvoji intersticiální fibrózy. 
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10. Závěr 

Akutní vaskulární rejekce představuje závažný stupeň aloimunitního poškození štěpu. Zatímco je její 

humorální fenotyp spojen s vysokým rizikem selhání štěpu, u celulárního fenotypu AVR závisí od míry 

tubulointersticiálního zánětu. Analýza genové exprese naznačila, že celulární, neboli T buňkami 

zprostředkovaná vaskulární rejekce s bohatým tubulointersticiálním zánětěm (TCMRV) je spojena 

s podstatně významnější up-regulací imunitní odpovědi než izolovaná v-léze (IV), která se spíše 

podobá normálnímu histologickému nálezu. Výsledky naší práce pomáhají lépe porozumět podstatě 

časné izolované v-léze v nepřítomnosti dárcovsky specifických protilátek a jiných morfologických 

znaků typických pro poškození zprostředkované protilátkami (C4d, apod.). Nález izolované intimální 

arteritidy (v-léze) je v tomto případě spíše odrazem peritransplantačního poškození než 

aloimunitního procesu (rejekce). Absence tubulointersticiálního zánětu v časných bioptických 

nálezech intimální arteritidy vypovídá o velmi malé pravděpodobnosti T buněčné rejekce. Výsledky 

naší studie podporují začlenění metod molekulární analýzy do diagnostiky izolované v-léze spolu s 

vyšetřením dárcovsky specifických protilátek a konvenčním histologickým vyšetřením. Takto 

kombinovaný přístup by mohl pomoct při přesném určení etiologie IV a volbě správného 

terapeutického přístupu. Vzhledem k tomu, že současná histopatologická Banffská klasifikace 

považuje intimální arteritidu bez ohledu na míru tubulointersticiálního zánětu za nejméně 2. stupeň 

T-buňkami zprostředkované rejekce, jsou naše výsledky v souladu s požadavky na přehodnocení 

současného přístupu v interpretaci histologických nálezů.  
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