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2. Uvod

Transplantace ledviny predstavuje metodu volby v |éCbé nezvratného selhani ledvin. Primérna doba
funkce transplantované ledviny je 9-10 let a ndvrat nemocnych do dialyzacni 1éCby je spojen se
zavaznymi medicinskymi i ekonomickymi dlsledky. Hlavni pricinou ztraty funkce transplantované
ledviny v dlouhodobém sledovani je chronicka rejekce (1) a hlavnim rizikovym faktorem pro jeji

rozvoj zUstava neefektivné lécend akutni rejekce (2).

Soucasna histologicka Banffska klasifikace rozeznava dva typy akutni rejekce: T bunkami
zprostiedkovanou (tzv. celularni, TCMR) a protilatkami zprostfedkovanou (tzv. humoralni, ABMR) (3).
Akutni vaskularni rejekce (AVR) je zavaZzny stupen aloimunitniho poskozeni Stépu, pti kterém dochazi
k infiltraci drobnych cév stépu ledviny zanétlivymi elementy. Pro histologicky obraz je typicka
intimalni arteritida (tzv. v-léze). V zavislosti na stupni arteritidy (v1-v3) dochazi k zizeni prisvitu cévy,
nékdy az k fibrinoidni nekrdze stény cévy a zamezeni krevniho pratoku. Vzhledem k absenci
kolateralniho krevniho zasobeni v ledvinach pak dochazi k ischémii ledvinné tkané za obstrukci a k jeji

nasledné fibrotizaci a ztraté funkénich vlastnosti.

Vaskularni rejekce byla plivodné povaZovana za T burikami zprostfedkovany proces a dle toho i
|éCena rezimy cilenymi na T lymfocyty (tj. steroidy nebo antilymfocytarni globulin). Humoralni neboli
protilatkami zprostfedkovany fenotyp akutni vaskularni rejekce byl pfipoustén jen u nejtézsiho
stupné arteritidy (v3) a za podminek splnéni ostatnich diagnostickych kritérii (4). Az pozdéji byly
identifikovany pripady akutni vaskularni rejekce zprostfedkované protilatkami bez ohledu na stupen
intimalni arteritidy (5). Vysoké riziko selhani stépu u humoralniho fenotypu AVR spocivalo v jeho
¢asto mylném oznaceni za celuldrni proces a pouziti nevhodné antirejekcni [éCby cilené na T

lymfocyty misto IéCby cilené na snizeni a zabranéni tvorby protilatek.

Revize Banffské klasifikace z r. 2012 uznala intimalni arteritidu jakéhokoliv stupné jako jednu ze tfi
alternativ histologického prikazu akutniho poskozeni tkané u humoralni rejekce (6). Kromé
morfologického prikazu akutniho poskozeni tkané je diagndza protilatkami zprostfedkované rejekce
podminéna i serologickym prikazem darcovsky specifickych protilatek (DSA) a jejich interakce

s endotelem. Tato revize Banffské klasifikace nové uznala za prikaz interakce protilatek s endotelem i
zvysSenou tkanovou expresi dikladné validovanych genovych transkriptl asociovanych s AMBR.

V klinické praxi to znamen3, Ze konvencni morfologicky prikaz interakce protilatek s endotelem (C4d
pozitivita peritubuldrnich kapilar nebo mikrocirkularni postizeni) Ize nahradit vySetfenim genovych
transkript( a diagnostikovat tak protilatkami zprostfedkovanou rejekci napt. i u C4d negativnich

nalezu.
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| pfes zmény diagnostickych pravidel je v klinické praxi nékdy obtizné rozlisit mezi dvéma fenotypy
rejekce, celuldarnim a humoralnim. Spravna diagndza je pritom nevyhnutelnou podminkou Uspésné
|éCby rejekce se zabranénim prechodu do chronicity a selhani stépu. Molekularni metody predstavu;ji
nastroj ke zlepseni diagnostiky patologickych procesll v transplantované ledviné a jejich zavedeni je
pfinejmensim zadouci u sloZitych klinickych pfipadt po transplantaci ledviny (7). Ve srovnani

s konvenc¢ni histologii ma pouziti tzv. molekularniho mikroskopu vyssi senzitivitu a specificitu a umi
|épe predikovat osud transplantované ledviny (8). Cilem této prace bylo analyzovat klinicky pribéh
akutni vaskularni rejekce a pomoci metod molekularni patologie urcit fenotyp akutni rejekce s

vaskularnim postizenim.
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2. Fyziologie imunitniho systému
Imunitni systém pfijemce je vyzbrojen komplexnimi a Gc¢innymi mechanismy, kterymi rozpoznava

darcovsky organ jako cizi a je vii¢i nému schopen navodit imunitni odpovéd — rejekci.
2.1 Vrozena a ziskana imunita

Na imunitni odpovédi se podili imunita vrozena i ziskana. Vrozena (ptirozend, nespecifickd) imunita je
soucasti starsiho nespecifického imunitniho systému, ktery zahrnuje makrofagy, neutrofily, pfirozené
zabijece (NK buriky), cytokiny, bunécné receptory a komplement. Tkanové poskozeni nebo infekce
mohou spustit fadu zanétlivych procesu, které nevyzaduji rozpoznani specifického antigenu, a presto

dokdazou indukovat silnou zanétlivou odpovéd (9).

Ziskana (adaptivni, specifickd) imunita zahrnuje T a B lymfocyty, které jsou schopny rozpoznat
specificky antigen a navodit imunologickou pamét. T lymfocyty rozpoznavaji antigen ve formé peptidu
navazaného na proteiny hlavniho histokompatibilniho systému (MHC) (10). B lymfocyty maiji

imunoglobulinové receptory, kterymi rozpoznavaji antigenni ¢asti intaktnich molekul.

Vrozena a ziskdna imunita jsou Uzce propojeny. Aktivace T lymfocytli vede k produkci a sekreci cytokin(
a chemokint, které dale pritahuji jak komponenty vrozené imunity, tak spoustéji specifické
mechanismy — produkci protildtek a CD8+ zprostfedkovanou cytotoxicitu. A obracené, pro aktivaci T
lymfocytl specifickym antigenem je nevyhnutelnd lokalni aktivace komplementu, nespecifické slozky

imunity (11).

2.2 Antigeny HLA systému

Za rejekci geneticky odlisSnych tkani jsou odpovédné antigeny histokompatibilniho systému, pfevazné
antigeny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). U lidi se MHC antigeny nazyvaji antigeny HLA
systému (12). Ostatni antigeny (minoritni, nonHLA) zplGsobuji obecné slabsi rejekci (13). HLA antigeny
jsou exprimovany kodominantné, coZz znamenga, Ze kazdy jedinec exprimuje na bunééném povrchu obé
rodicovské alely pro tyto geny. Alely se dédi v haplotypech, nebo-li v polovi¢nich sadach (po jedné od

kazdého z rodic). Proto je ¢lovék v MHC komplexu z poloviny identicky s rodi¢em.

HLA antigeny se déli do 2 skupin. Antigeny I. tfidy (HLA-A, B, C) se vyskytuji prakticky na vSech jadernych
bunkach, zatimco antigeny Il. tfidy (HLA- DR, DQ, DP) se za normalnich okolnosti exprimuji pouze na
profesiondlnich antigen-prezentujicich burkach (dendritické buriky, aktivované makrofagy, B
lymfocyty). T lymfocyty dokdZzou rozpoznat antigen, pouze pokud je prezentovan v komplexu s HLA

molekulou na antigen-prezentujici burice. HLA molekuly I. tfidy jsou zodpovédné za prezentaci peptidd
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endogennich antigent (napf. intraceluldrnich virQ, nadorovych elementl, autoantigend) CD8+ T
lymfocytiim, zatimco HLA molekuly Il. tfidy prezentuji peptidy exogennich protein( (extracelularni

bakterie) CD4+ T lymfocytiim (12).

2.3 Rozpoznani antigent

T- lymfocyty pfijemce dokazou rozpoznat HLA antigeny prostrednictvim 3 hlavnich mechanism (obr.

1) (14).
primy nepfimy polopfimy
APC APC
pijemce prijemce
MHC
piijemce —> darce 4':
D"j\
TR MHC TR
darce peptid
T T T
T buriky pfijemce
a b 4

Obr. 1: Hlavni mechanismy rozpoznani antigenti darce. Prevzato z (14, 15).

2.3.1 Pfimé rozpoznani antigenu

Pti pfimém zplsobu (obr. 1a) rozeznavaiji T lymfocyty pfijemce intaktni HLA antigeny exprimované na
darcovskych antigen-prezentujicich burnikdch (APC), prevaziné intersticidlnich dendritickych burikach
prenesenych transplantovanym organem od darce. HLA antigeny |. tfidy jsou rozeznavany
prostfednictvim receptoru (TCR) CD8+ T lymfocytl, zatimco HLA antigeny Il. tfidy jsou rozeznavany
pomoci TCR na CD4+ T lymfocytech. Pfimy zplsob rozpoznani aloantigenu dominuje v casné
aloimunitni odpovédi a je unikatnim mechanismem, se kterym se setkdvame jen u transplantaci.
Proliferace T lymfocytll u pfijemce po kontaktu s darcovskymi antigen-prezentujicimi bunkami je
enormni ve srovnani s mnozstvim T lymfocyt( aktivovanych antigen-prezentujicimi burikami pfijemce

(nepfimé rozpozndni antigenu), coz svédci o dllezité roli této cesty prevazné u akutni rejekce Stépu.

2.3.2 Nepiimé rozpoznani antigenu

Pfi nepfimé cesté (obr. 1b) rozeznavaji T lymfocyty pfijemce aloantigeny na povrchu antigen-

prezentujicich bunék prijemce, které migruji do Stépu. APC pak migruji ze Stépu do sekundarnich
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(perifernich) lymfatickych organ (lymfatické uzliny, slezina), kde jsou HLA antigeny darce
intracelularné zpracovany a v komplexu s HLA antigeny prijemce predlozeny CD4+ T lymfocytiim.
Tento zplisob rozpoznani antigenu se zdsadné nelisi od klasické prezentace jakéhokoliv cizorodého
antigenu. Rozpoznani antigenl pfimou cestou dominuje v prvnich tydnech po transplantaci, kdy ve
Stépu jeSté prezivaji darcovské antigen-prezentujici burky. S ubytkem darcovskych APC dochazi
k pfevaze neprimé cesty rozpoznani antigent diky neustalému prisunu antigen-prezentujicich bunék
pfijemce. | proto se tento typ imunitni odpovédi uplatriuje v patogenezi chronické nebo pozdni akutni

rejekce a je spojen s reakci T lymfocytll na podstatné variabilnéjsi repertoar peptida (14).

2.3.3 Polopfimé rozpoznani antigenu

Muze se stat, Zze mezibunécnym kontaktem dojde k presunu fragment( intaktni membrany darcovské
APC na APC prijemce. P¥i této ,polopfimé“ cesté (obr. 1c) rozeznava T lymfocyt darcovsky komplex

aloantigen — MHC molekula na APC pfijemce (14).
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3. Rozdéleni rejekce po transplantaci ledviny

Rejekce (odhojeni) je sloZity proces, pfi kterém je imunitni systém pfijemce schopen rozpoznat
transplantovany organ a navodit vi¢i nému aloimunitni odpovéd's poskozenim. | kdyZ jsou pro vznik
rejekce nejrizikovéjsi prvni 3 mésice, muze vzniknout v kterémkoliv obdobi po transplantaci. Klinicky

rozeznavame rejekci akutni a chronickou (15).

Akutni rejekce se obvykle vyskytuje v prvnich 3-6 mésicich po transplantaci. Oznaceni hyperakutni
rejekce by se jiz nemélo pouzivat, jelikoZ se jedna o akutni protilatkami zprostfedkovanou rejekci

v pfitomnosti preformovanych protilatek proti Stépu. V minulosti k ni dochazelo béhem nékolika
minut aZ hodin po organové transplantaci. V soucasné dobé se po transplantaci ledvin s hyperakutni
rejekci nesetkdvame diky pokrok({im v diagnostice imunologického rizika pfijemce a provadéni
transplantace jen pfi negativni cytotoxické krizové zkousce a respektovani kompatibility v antigenech

krevnich skupin (16).

Chronicka rejekce se vyviji v pribéhu mésict aZ let po transplantaci. Zatimco moderni imunosuprese
vedla ke snizeni incidence akutni rejekce a zlepseni kratkodobych vysledku transplantaci, vyskyt
chronické rejekce a dlouhodobé preziti Stépu zlstava stejné (17). V dlsledku chronické rejekce
dochazi k progresi fibrdzy a k jizveni v transplantované ledviné, postupné progresi proteinurie,

hypertenze, renalni dysfunkce az selhani transplantované ledviny (18).

Z pohledu patofyziologie a dominantni vykonné slozky imunity Ize rozliSovat rejekci

zprostfedkovanou T burikami (TCMR), protilatkami (ABMR) a smiSenou.
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4. Patofyziologie rejekce

Imunitni alogenni odpovéd sestava z bunécné (T lymfocyty zprostiedkované) a humoralni (protilatkami
zprostifedkované) odpovédi. Ackoli se na rejekci podileji i jiné typy imunokompetentnich bunék, T

lymfocyty hraji Ustfedni roli. Rejekce se sklada z faze senzibilizace a efektorové faze.
4.1 Faze senzibilizace
4.1.1 Imunitni rozpoznani antigent darce, aktivace T lymfocytt

V této fazi, CD4+ a CD8+ T lymfocyty rozpoznavaji prostfednictvim svych receptor(l aloantigeny
exprimované na bunkach Stépu. Krozpoznani antigenu jsou potrfebné 2 signdly. Prvni signal je
zabezpecen interakci mezi receptorem T lymfocytu (TCR) a antigenem prezentovanym MHC molekulou
na antigen-prezentujici bunice (19). Druhy signal je zabezpecen prostfednictvim interakce mezi
kostimulac¢nim receptorem T lymfocytu a ligandem na povrchu antigen-prezentujici bunky (obr. 2).
Nejznaméjsi z kostimulacnich signdal( je interakce mezi CD28 na bunécném povrchu T lymfocytu a
povrchovymi ligandy APC buriky, B7-1 (CD80) nebo B7-2 (CD86). Tento kostimulacni signal patti mezi
aktivacni (posiluje imunitni rozpoznani). NavaZe-li se na stejné ligandy APC buriky cytotoxicky T
lymfocytérni antigen (CTLA- 4) na T lymfocytu, vznikne inhibi¢ni kostimulacni signal. Mezi dalsi
kostimulacni molekuly patii CD40 na APC a jeho ligand CD40L (CD154) na T lymfocytu. Kostimulace je
dllezita jak pro aktivaci, tak pro preziti T lymfocyt(. Bez dostatecné kostimulace dochazi misto aktivace
T lymfocytl k nastartovani pochodd vedoucich k apoptdze (19). Na blokadé kostimulace je zaloZen

napf. imunosupresivni Ucinek belataceptu (20).

Kostimulacni signaly aktivuji tfi signalni transdukéni drahy: kalcium-kalcineurinovou drahu, drahu pro
MAP kinazu a drahu pro proteinkindzu C, které ddle aktivuji transkripcni faktory — nuklearni faktor
aktivovanych T lymfocytd (NFAT), aktivacni protein 1 (AP-1) a nukledrni faktor B (NF-kB). To vede
k expresi CD 154 (a dalsi aktivaci antigen-prezentujicich bunék), o — fetézce receptoru pro IL- 2 (CD25)
a interleukin-2. Receptory pro fadu cytokinl (IL-2, 4, 7, 15 a 21) maji spolecny y fetézec, na ktery se
vaze Janusova kindza (JAK3). IL 2 a IL- 15 spoustéji signal 3, nevyhnutelny pro proliferaci T lymfocyt(.
Prostfednictvim drahy pro fosfoinozitid- 3-kindzu (PI-3K) a drahy pro mTOR dochazi kiniciaci
bunécného cyklu a nevyhnutelné syntéze purinovych a pyrimidinovych nukleotidli, kontrolované

inozinmonofosfatdehydrogendazou (IMPDH) a dihydroorotatdehydrogendzou (DHODH) (21).
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Obr. 2: T¥i signaly potiebné k aktivaci T lymfocyti. Prevzato z (15, 21).

4.1.2 Proliferace a diferenciace T lymfocyti

Stimulované naivni T lymfocyty produkuji 1L-2, autokrinni rlistovy faktor, ktery podporuje jejich
proliferaci a naslednou diferenciaci a ziskani efektorovych schopnosti. V zavislosti na pritomném
cytokinovém prostredi se T lymfocyty diferencuji do raznych typl efektorovych lymfocytl a produkuji
rGzné typy cytokin( (obr. 3) (22). Aktivované T lymfocyty vystavené IL-12 se diferencuji na T lymfocyty
1. typu (Th1) a produkuji pfevazné IFN-y, zatimco T lymfocyty exponované IL-4 se diferencuji na T
lymfocyty 2. typu (Th2) a produkuiji IL- 4, IL-5, IL-10, IL-13. Expozice TGF-B a IL-6 vede k diferenciaci na
Th17 lymfocyty a produkci IL- 17, IL- 22, IL- 21 (23). Dojde-li kaktivaci naivnich T lymfocytl
v pfitomnosti TGF-B a IL-2, dochazi k diferenciaci na indukované (adaptivni) T regulacni lymfocyty
(Tregs), které dokazou potlacit imunitni odpovéd a pomoct navodit toleranci (24, 25). Akutni rejekce
je nejvic spojena s produkci IFN —y T lymfocyty 1. typu, i kdyZ v posledni dobé nabyva na vyznamu

produkce IL- 17 bufikami Th17 a cytokin( Th2 burnkami.
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Obr. 3: Diferenciace T lymfocytl v zavislosti na cytokinovém prostiedi. Pfevzato z (15, 22).
4.2 Efektorova faze alospecifické odpovédi

Aktivované T lymfocyty prestupuji z lymfatickych uzlin do krevni cirkulace a infiltruji zanétlivou tkan.
Efektorové T lymfocyty aktivuji ziskanou imunitni odpovéd' a ohroZuji transplantovany organ akutni
rejekci. Dominuji-li mechanismy humordlni imunity, dochazi ke vzniku akutni protilatkami
zprostifedkované rejekce. Uplatnéni mechanismi bunécné imunity vede k navozeni akutni T burikami

zprostiedkované rejekce (26).
4.2.1 Hyperakutni rejekce

U hyperakutni rejekce dochazi diky rychlé destrukci cév k odhojeni transplantované tkané béhem
nékolika minut aZz hodin. Hyperakutni rejekce je zprostfedkovana humoralni imunitou a vznika v
pfitomnosti preformovanych protilatek proti Stépu, a to po predchozich krevnich prevodech,
téhotenstvich, transplantacich u pfijemce. Komplexy antigen — protilatka aktivuji komplement, vedou

k masivni trombotizaci kapilar a poskozeni perfuze stépu.

4.2.2 Akutni rejekce

4.2.2.1 Akutni T burikami zprostfedkovana rejekce

Po rozpoznani alopeptid(l prezentovanych antigen prezentujicimi bunkami v lymfatickych uzlinach,
infiltruji efektorové T lymfocyty transplantovany organ, poskozuji endotel a omezuji perfizi (obr.
4)(21). Cytolyticky ucinek T lymfocytl je zaloZen na tvorbé cytotoxickych granuli s obsahem perforinu
a granzymu. Po rozpoznani cilové bunky dochazi k fuzi granuli s bunéénou membranou efektorové

bunky a vylouceni obsahu do imunologické synapse. Dosud nezndmym mechanismem je granzym
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vloZzen do cytoplazmy cilové buriky, kde m(zZe spustit apoptozu pomoci nékolika riiznych mechanismd.
Jsouto zejména alospecifické CD8+ T lymfocyty, které jsou namifené proti endotelovym burikam Stépu,
hlavnim cilovym burnikam celularni rejekce. CD4+ T lymfocyty vétSinou pomahaji CD8+ T lymfocytlim
ziskat jejich efektorové schopnosti. HLA antigeny 1. tfidy mohou byt tercem cytotoxickych T lymfocytt
prakticky okamzité, zatimco k expresi HLA antigen( 2. tfidy (a soucasné adheznich a kostimulacnich
molekul) na endotelu a parenchymovych burkach dochazi az po indukci prozanétlivymi cytokiny a IFN-

H
|

y. Takova prezentace antigent vede k ,pfilakani“ dalSich T lymfocyt(l a posileni rejekénich déji (21).
Nejsou-li na bunkach endotelu nebo parenchymu transplantovaného organu exprimované
kostimulacniligandy, dochazi k inaktivaci a umrti T lymfocytl. K potlaceni aloimunitni odpovédi mohou
prispét také regulacéni T lymfocyty a to napf. zamezenim rozpoznani antigenu v sekundarnich

lymfatickych organech nebo inhibici efektorové faze ve stépu (15).

| kdyZ klicovou roli v akutni rejekci hraje T bunécna odpovéd, predchazi ji up-regulace prozanétlivych
mediator( ve Stépu. K této Casné zanétlivé odpovédi dochazi hned po transplantaci a predstavuje
vrozenou odpovéd na tkanové poskozeni nezavislé na adaptivni imunité. Nékolik studii zkoumalo roli
agonistll a signdla Toll-like receptort (TLR) pfi aloimunitnim rozpoznani a rejekci. Tyto mechanismy
vrozené imunity nedokazi samy o sobé vést k rejekci, ale jsou dllezité pro optimalni odpovéd adaptivni

imunity a hraji vyznamnou roli v rezistenci pfi pokusech o navozeni tolerance (27).
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Obr. 4: T bunikami zprostiedkovana rejekce. Prevzato z (15, 21).
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4.2.2.2 Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce

Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce je poskozeni Stépu zprostfedkované predevsim
protilatkami a komplementem. ABMR 1. typu se vétSinou objevi ¢asné po transplantaci, jelikoZ se na
jejim vzniku podili jiz predem vytvorené (preformované) protilatky. U ABMR 2. typu hraji roli protilatky,

které vzniknou de-novo po transplantaci.

Primarnim teréem protilatkami zprostfedkované rejekce je endotel Stépu, kde jsou konstitutivné
exprimovany HLA antigeny 1. tfidy, zatimco HLA antigeny 2. tfidy nejsou na endotelu za normalnich
okolnosti exprimovany. Kromé HLA protilatek se pfi ABMR mohou uplatnit i nonHLA protilatky,
v pfipadé transplantace ledviny se m(ze jednat o protilatky MICA, MICB, protilatky proti receptoru pro
angiotensin 1, proti kolagenu V, vimentinu apod. Protilatky (prevainé 1gG), které maji schopnost
indukovat ABMR, zpravidla aktivuji komplement. To ma pfimy cytotoxicky dopad na bunky
transplantovaného organu, vede k produkci zanétlivych mediator(, aktivaci koagulacnich a

fibrinolytickych systém( a nasledné k vasokonstrikci, edému a obturaci cév tromby (28).
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4.2.3 Chronicka rejekce

Chronicka rejekce se vyviji v pribéhu mésicl az let po transplantaci. V patofyziologii chronické rejekce
se uplatiuji mechanizmy zprostfedkované T-lymfocyty nebo protilatkami, prip. jejich kombinace.

Duasledkem chronické rejekce je obecné progrese fibrézy a jizveni v transplantovaném organu (18).
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5. Epidemiologie a rizikové faktory rejekce

Zavedeni potentni imunosuprese do indukéni a udrzovaci |é€by vedlo k signifikantnimu snizeni
vyskytu akutni rejekce po transplantaci ledviny. V soucasné dobé je incidence akutni rejekce ve
vétsiné transplantacnich center kolem 8 % (29). Akutni rejekce vznika nejcastéji v prvnich 3 mésicich
po transplantaci ledviny. Ve vétsiné pripad(l se jedna o rejekci zprostfedkovanou T burikami, v cca 10

% o rejekci zprostredkovanou protilatkami.

| pfes vyznamné pokroky v [éCbé, zGstava akutni rejekce jednim z hlavnich rizikovych faktor( rozvoje
chronické rejekce, hlavnim determinantem predcasného selhani transplantované ledviny. Proto je
ve snaze transplantologl akutni rejekci predchazet. Snahy o snizeni vyskytu rejekce by mély byt
zalozZeny predevsim na znalosti rizikovych faktorid rejekce, dikladném posouzeni imunologického

rizika pfijemce pred transplantaci, vhodném vybéru déarce a adekvatni imunosupresivni [éCbé.
Mezi hlavni rizikové faktory vzniku rejekce patfi:

e pozitivni kiizova zkouska (tzv. crossmatch) - cytotoxicka k¥izova zkouska (CDC CM) je provadéna
za Ucelem posouzeni kompatibility v HLA systému mezi darcem a pfijemcem — vysettuje se
reaktivita mezi lymfocyty darce a sérem prijemce. Vysetieni provadi HLA laboratof pred kazdou
transplantaci. Pozitivni CDC kfiZzova zkouska znamena pfitomnost preformovanych protilatek
proti HLA, které by mohly vést k rozvoji hyperakutni rejekce (30). Pozitivita klasické CDC kiiZzové
zkousky se v nasem centru povazuje za absolutni kontraindikaci transplantace ledviny. Kfizova
zkouska provedena pritokovou cytometrii (FACS CM) je mnohondsobné citlivéjsi nez klasicka
CDC a detekuje i necytotoxické protilatky, které nevazou komplement (31, 32). V nasem centru
provadime FACS CM u pacient(l pred transplantaci ledviny od Zijiciho darce nebo u pacient ve
vysokém imunologickém riziku. Pozitivita FACS CM nepredstavuje absolutni kontraindikaci
k transplantaci ledviny (33).

e piitomnost darcovsky-specifickych protilatek (DSA)- tj. anti HLA protildtek v séru pfijemce
namirenych proti HLA antigenlim konkrétniho darce. Nejcitlivéjsi metodu pro jejich detekci je
LUMINEX. Riziko tvorby HLA protilatek predstavuji predchozi transplantace, anamnéza rejekce,
podani krevnich derivat(, téhotenstvi (34).

o vysoké panel reaktivni protilatky (PRA) — vySetieni séra ptijemce s lymfocyty 50 az 100 darct
z populace pomoci klasické CDC metodiky (angl. complement-dependent cytotoxicity). Provadi
se v pravidelnych kvartalnich intervalech u pacientl zafazenych na ¢ekaci listiné. Udava se v
procentech pozitivni reakce a vyjadfuje reaktivitu séra pfijemce vici panelu vybranych darcq,
jehoz sloZeni HLA antigent odpovida frekvenci v dané populaci. Jinymi slovy tento test nepfimo

vyjadfuje pravdépodobnost pozitivni kfiZové zkousky s aktudlnim darcem. Vyssi procento PRA
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znamena vyssi imunologické riziko prijemce. Pacienti ve vysokém imunologickém riziku vyZaduji
silnéjsi imunosupresivni [écbu véetné Uvodniho podani deplecni indukéni protilatky (napf.
antithymocytarniho globulinu).

e neshoda v HLA antigenech — po vySetfeni HLA typizace tkané dérce a pfijemce se zjistuje mira
shody v antigenech HLA — A, B, DR, ptripadné DQ, DP. Riziko rejekce stoupd s mirou neshody (35).

e ABO inkompatibilni transplantace — pfi transplantaci se dodrzuje kompatibilita v antigenech
krevni skupiny. Za urcitych podminek, po specidlni pfipravé pfijemce a pfi vhodném nacasovani,
je mozné provést i ABO inkompatibilni transplantaci ledvin od Zijiciho darce (36).

e opozdény rozvoj funkce Stépu (DGF) — po transplantaci ledviny je opoZdény rozvoj funkce
ledviny definovan jako potfeba dialyzy v prvnich 2 tydnech po transplantaci. Nej¢astéjsi pri¢inou
DGF je akutni tubularni nekrdza jako disledek dlouhé doby studené ischemie (tj. doby od
promyvani ledviny reperfiznim roztokem po odbéru od darce do doby obnoveni krevniho
pratoku ledvinou v téle prijemce). Podil na opoZzdéném rozvoji funkce stépu mize mit horsi
kvalita ledviny od tzv. marginalniho neboli ECD darce (37) a ischemicko/reperfizni poskozeni.

¢ nevhodna minimalizace imunosuprese (napt. vysazeni kortikoidd, nizké hladiny
kalcineurinovych inhibitort, redukce davky mykofenolat mofetilu) (38-40)

¢ noncompliance pfi uZivani imunosuprese (41)

o infekce — napf. virové infekce podporuji indukci pamétovych T— lymfocytl, které zkFizené
reaguji s alogennim hlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC). Tato zk¥iZzena senzitivita se
nazyva heterologni imunita (42).

e Afro-Americka rasa (43)

e détsky prijemce (44)

Mezi protektivni faktory, které snizuji riziko rejekce, patfi nulova neshoda v HLA antigenech mezi
darcem a prijemcem (tj. plna shoda, tzv. full-house v antigenech HLA-A, -B, -DR), preemptivni

transplantace (tj. transplantace ledviny pred zahajenim dialyzacniho lé¢eni), transplantace ledviny od

Vees

klesajici sile imunitni odpovédi u starsich prijemc() (28).
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6. Klinicka manifestace akutni rejekce

Akutni rejekce transplantované ledviny mUze, hlavné v ¢asném stadiu, probihat asymptomaticky.
Mezi nespecifické projevy akutni rejekce patfi subfebrilie, horecka, zimnice, slabost, malatnost,
Unava, nevolnost, nauzea az zvraceni, nechutenstvi, bolest hlavy, citlivost az bolest v misté
transplantované ledviny. NejcastéjSim projevem je akutni zhorseni rendlni funkce, v tézsi formé
doprovazené oligurii s rozvojem otok(l, narlistem hmotnosti, dusnosti nebo az anurickym selhanim

funkce. Castym doprovodnym jevem je dekompenzace hypertenze.

Laboratorni vySetfeni prokaze elevaci renalnich parametrq, tj. narlst sérového kreatininu a urey.

K monitoraci renalni funkce v casném obdobi po transplantaci upfednostriiujeme vysetreni sérového
kreatininu pred kreatinovou clearanci (CICr) nebo odhadovanou glomerularni filtraci (eGFR), ktera ma
nesporny vyznam v pozdéjsim obdobi po transplantaci. Podezfeni na rejekci vzbuzuje i nejasna
elevace CRP. Vysetteni moci mlze prokazat proteinurii, typicky se objevuje spiSe u chronické rejekce

(45).

Zobrazovaci metody maji v diagnostice akutni rejekce pomocny vyznam. Pti sonografickém vysetreni
Ize zaznamenat zménu velikosti a echogenity Stépu ledviny. MUZe dojit ke zhorSeni perfluze Stépu se
zvySenym rezistencnim indexem. Relevantnéjsi nez izolované méreni rezistencniho indexu je
dynamicky vyvoj v Case. Sonograficky obraz akutni rejekce nelze odlisit od akutni tubularni nekrdzy.
Definitivni diagndza je vidy zaloZena na histologickém vysetieni vzorkd ledvinné tkané ziskané biopsii

(46).
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7. Diagnostika akutni rejekce

Zakladem diagnostiky rejekce je biopsie transplantované ledviny s odbérem tkané k
histopatologickému vysetreni svételnym mikroskopem, imunohistochemickému nebo
imunofluorescencnimu vysetieni, pfip. dodateénému vysetreni elektronovym mikroskopem (47).
Vétsina akutnich rejekci je zjiSténa cestou tzv. indikacni biopsie provedené pfi suspekci na rejekci na
zakladé klinickych symptomd, laboratornich nebo zobrazovacich vysetreni. Je-li rejekce
diagnostikovana z tzv. protokolarni biopsie (tj. predem napldanované biopsie v urcitém ¢asovém
intervalu) pti absenci jinych klinickych projev( rejekce, je oznacovana za rejekci subklinickou (48).
Vétsina transplantacnich center, véetné naseho, provadi protokolarni biopsii v 3. mésici. V nékterych
centrech je provadéna protokolarni biopsie v 1. roce po transplantaci anebo se provadi opakované
protokolarni biopsie i v pozdéjsim obdobi po transplantaci s cilem odhalit chronické poskozeni

transplantované ledviny (49).

7.1 Histologicka klasifikace a sérologie

7.1.1 Akutni T burikami zprostiedkovana rejekce

V diagnostice akutni T burikami zprostifedkované rejekce hraje roli pfitomnost a rozsah zanétlivé
celulizace v intersticiu ledvinné kary (skére i), pfitomnost lymfocyt( v epitelu tubul(, tzv. tubulitida

(skore t) a zanétlivé postiZzeni arterii, tzv. arteritida (skore v).

Rozsah morfologickych znakl se hodnoti pomoci jednotlivého skére na stupnici 0-3. Pfitomnost
intersticidlniho zanétu (i) a tubulitidy (t) charakterizuje akutni TCMR typ | (A nebo B, podle rozsahu
postizeni) (Obr. 5). Pro diagnézu akutni TCMR typ Il je nezbytna pfitomnost mirné az tézké intimalni

arteritidy (v1-v2) (Obr. 6). Pfipady s nejtézsim stupném arteritidy (v3) jsou klasifikovany jako akutni
TCMR typ Il (Obr. 7).

Za akutni vaskularni T burikami zprostfedkovanou rejekci se povazuje rejekce s intimalni arteritidou
bez ohledu na jeji stupen (v1-v3), tj. TCMR 2. a vyssiho typu. Detailni popis typl akutni TCMR na
zakladé pritomnosti jednotlivych morfologickych znak( v biopsii Stépu ledviny dle aktualné platné

histologické Banffské klasifikace uvadi tabulka 1 (3).
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Obr. 5. Akutni T burikami zprostfedkovana rejekce typ I. V histologickém obrazu renalni tkané je

patrny bohaty tubulointersticidlni infiltrat (Zdroj: Doc. E. Honsova, IKEM).

Obr. 6. Akutni T burikami zprostfedkovana rejekce typ Il. Histologicky preparat rendlni tkané

zobrazuje tézkou intimalni arteritidu 2. stupné (v2) (Zdroj: Doc. E. Honsova, IKEM).
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Obr. 7. Akutni T burikami zprostfedkovana rejekce typ Ill. V histologickém obrazu renaini tkané je

viditelnd transmurdlni arteritida (v3) (Zdroj: Doc. E. Honsova, IKEM).

Vyznamna zanétliva celulizace intersticia postihujici > 25 % nesklerotické kortikalni tkané (i2 nebo i3)

a stiedné tézka tubulitida (t2) v minimalné 1 tubulu, s vyjimkou téZce atrofickych tubult

Vyznamna zanétliva celulizace intersticia postihujici > 25 % nesklerotické kortikalni tkané (i2 nebo i3)

a tézka tubulitida (t3) v minimalné 1 tubulu, s vyjimkou téZce atrofickych tubull

A

Mirna az stfedné tézka intimalni arteritida (v1, tj. lymfoidni elementy pod endotelem v nejméné

jedné artérii), bez ohledu na pritomnost intersticialniho zanétu (i) a tubulitidy (t)

Tézka intimalni arteritida (v2, tj. lymfoidni elementy pod endotelem vytvarejici >25 % stendzu

lumenu v nejméné jedné artérii bez ohledu na pfitomnost intersticidlniho zanétu (i) a tubulitidy (t)

Transmuralni arteritida a/nebo fibrinoidni nekrdza stény doprovazena zanétlivou monocytarni

intimalni arteritidou (v3) bez ohledu na pritomnost intersticidlniho zanétu (i) a tubulitidy (t)

Tabulka 1. Definice typ( akutni TCMR dle revize Banffské klasifikace z r. 2017. Zkratky: i, intersticialni

zanét; t, tubulitida; v, arteritida. Prevzato z (3).

Ptipady suspektni z akutni TCMR, které svym rozsahem nesplniuji diagnosticka kritéria akutni T

burikami zprostifedkované rejekce, jsou klasifikovany jako hrani¢ni zmény (borderline changes). Jedna
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se o pripady bez intimalni nebo transmuralni arteritidy (v = 0) s pfitomnou tubulitidou (t> 0)
a mirnym intersticialnim zanétem (i0 nebo i1), nebo se stfedné tézkym intersticidlnim zanétem (i2

nebo i3) a mirnou tubulitidou (t1) nebo s mirnym intersticidlnim zanétem (i1) a tubulitidou (t>0).

7.1.2 Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce

Protilatkami zprostifedkovana rejekce je relativné vzacnou komplikaci po transplantaci ledviny, ¢asto
ale s fatalnimi dasledky pro stép (28, 50). Poskozeni Stépu u ABMR je zprostfedkovano predevsim
protildtkami a komplementem (51). Pri suspekci na akutni protilatkami zprostfedkovanou rejekci je
histologické vysetieni tkané ledviny doplnéno o sérologické vysetreni HLA, pfip. i nonHLA protilatek a

kfizovou zkousku (28, 52-54).

Diagndza akutni ABMR je zaloZena na

¢ histologickém priukazu akutniho poskozeni tkané — zanét v peritubularnich kapilarach
(skore ptc), glomerulitida (skodre g), arteritida (skdre v), trombotickda mikroangiopatie (TMA)
(obr. 8A).

e prukazu interakce protilatek s endotelem — ve vétsiné pfipadu se jedna o pozitivitu C4d
v biopsii, tj. otisk aktivace klasické cesty komplementu v peritubuldrnich kapilarach (obr.
8B). C4d pozitivita ale neni nevyhnutelnou podminkou diagnostiky ABMR. Dle soucasné
platné klasifikace mlze byt nahrazena mikrovaskularnim zanétem nebo expresi genl(
specifickych pro ABMR.

o sérologickém prakazu darcovsky specifickych protilatek — v praxi se jedna o prikaz
darcovsky specifickych HLA nebo non HLA protilatek metodou Luminex a pozitivni vysledek
cytotoxické (CDC) nebo pritokové kiizové zkousky (FXCM), tzv. ,,crossmatch”. Nékdy je
obtizné darcovsky specifické protilatky z riznych dlivodd prokazat. Pro tyto pfipady zavadi

revize Banffské klasifikace z r. 2017 vyjimku (viz Tabulka 2) (3).
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Obr. 8. Akutni protilatkami zprostfedkovana rejekce. A) Glomerulitida jako soucast histologického

obrazu ABMR ve svételné mikroskopii. B) Imunoflourescencni detekce C4d v peritubularnich

kapilarach jakou soucast ABMR. (Zdroj: Doc. E. Honsova, IKEM).

1. Histologicky prikaz akutniho poskozeni tkané (musi byt splnén min. 1 bod)

mikrovaskularni zanét (g> 0 a/nebo ptc> 0), po vylouéeni rekurence nebo de-novo
glomerulonefritidy. V pfitomnosti akutni TCMR, hrani¢nich zmén nebo infekce je samotné
ptc > 1 nedostatecné, g musi byt > 1.

intimalni nebo transmuralni arteritida (v> 0)

akutni trombotickd mikroangiopatie (po vylouceni jinych pficin TMA)

akutni tubularni poskozeni (po vylouceni jinych zjevnych pficin)

2. Prakaz soucasné nebo nedavné interakce protilatek s cévnim endotelem (musi byt splnén

min. 1 bod)

linearni C4d pozitivita v peritubuldrnich kapilarach (C4d2 nebo C4d3 metodou
imunoflourescence na zmrazenych fezech nebo C4d> 0 stanovené imunohistochemicky
na parafinovych rezech)

nejméné stredné tézky mikrovaskularni zanét ([g + ptc] >2) po vylouceni rekurence nebo
de-novo glomerulonefritidy. V pfitomnosti akutni TCMR, hrani¢nich zmén nebo infekce je
samotné ptc > 2 nedostatecné, g musi byt > 1.

zvySena tkanova exprese dikladné validovanych genovych transkriptl asociovanych

s ABMR
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3. Sérologicky prukaz darcovsky specifickych protilatek (HLA nebo non HLA)
Nepodari-li se prokazat DSA v séru, muze byt prikaz DSA protilatek nahrazen pozitivitou

C4d nebo expresi validovanych genovych transkript(.

Tabulka 2. Definice akutni ABMR dle revize Banffské klasifikace z r. 2017. Ke stanoveni diagndzy musi
byt splnéna vsechny 3 diagnosticka kritéria. Zkratky: C4d, produkt degradace slozky komplementu
C4; DSA, darcovsky specifické protilatky; g, glomerulitida; ptc, peritubularni kapilaritida; TMA,

tromboticka mikroangiopatie; v, arteritida. Pfevzato z (3).

7.1.3 Limitace histologického vysetfeni a vysetieni darcovsky specifickych protilatek v diagnostice

akutni rejekce

Renalni biopsie je povaZzovana za zlaty standard v diagnostice patologickych procesl

v transplantované ledviné. Az u 40 % pacientl vede vysledek histologie ke zméné predpokladané
etiologie akutni a chronické dysfunkce Stépu a k Upraveé IéCby. | pfesto ma histologické vysSetreni radu
limitaci. Jednou z nich je reprezentativni charakter vySetfovaného vzorku. Napfiklad u onemocnéni
fokalniho charakteru, jakym je BKV nefropatie, nemusi byt onemocnéni v bioptickém vzorku vibec
zachyceno. Naopak, fokalni histologicky nalez fibrézy v jizvé nemusi odpovidat skute¢nému stavu ve

zbytku renalni tkané (55).

Diagnostika patologickych procest v transplantované ledviné pomoci histologického vySetreni je dale
ztizenda vyvojem onemocnéni v ¢ase. Nalezy kolisaji od incipientnich diagnostickych 1ézi az po
nespecifické pokrocilé nalezy. Zatimco ¢asna biopsie muize prokazat diskrétni |ézi, pozdé provedenad
biopsie miZe naleznout iz jen nespecifickou intersticidlni fibrézu a tubularni atrofii bez moznosti
zjisténi vyvolavajici priciny. Pro biopsii dlouhou dobu po transplantaci je typicky nalez vice
patologickych procesu. Neni vyjimkou soubéh arteriosklerdzy, fibrézy, chronické rejekce, pfip. i
rekurence zakladniho onemocnéni. Je pak na spolupraci klinika a patologa, aby rozhodli, ktery proces

je dominantni pficinou dysfunkce ledviny a stoji za to ho terapeuticky ovlivnit.

Histologickou diagnostiku ztéZuje i pomérné Casta Uprava diagnostickych kritérii Banffské klasifikace.
Slabym mistem je i ztrata ¢asti informaci dana dichotomickym charakterem pouzivaného

histologického skore na skale 0 az 3. Nezanedbatelna je i velka mira subjektivity pfi hodnoceni

30



histologického nalezu, nizka reproducibilita (56), nedostatek zkusenych patologll, neadekvatni

velikost histologického vzorku a heterogenita tkané (kdra vs. dien) (55).

LUMINEX je vysetteni anti HLA protilatek v séru pfijemce zaloZzené na méreni priimérné fluorescencni
intenzity (MFI, z angl. mean fluorescence intensity) fotoni emitovanych ze specifickych kulic¢ek s
navazanymi HLA proteiny (57). Tento sérovy prukaz darcovsky specifickych protilatek (DSA) vedl
k vyznamnému zlepseni diagnostiky ABMR. Jeho slabou strankou je nedostatecna validace a znacna
variace mezi centry. Problematické zlstava i urceni patogenicity jednotlivych DSA (58-60). Banffska
klasifikace sice rozdéluje DSA na pozitivni a negativni, ale problematika DSA je vice komplexni. U
patogenicity protilatek zaleZi na jejich mnozZstvi, podtfidé, cilovém antigenu, vazbé na komplement.
Napf. u nizkého titru darcovsky specifickych protilatek 1. tfidy bez vazby na komplement (Clq
negativni), je ve srovnani s de-novo C1q pozitivnimi DSA protilatkami 2. tfidy malo pravdépodobné, ze
se jedna o patognomické protilatky (61). Pfitom oba dva priklady protilatek jsou dle Banffské klasifikace
povaZovany za DSA pozitivni. VySe uvedeny priklad reflektuje skutecnost, Ze u nékterych pacientd
nevede ani mnohaleta pritomnost DSA protilatek k rozvoji rejekce ¢i progresi renalni dysfunkce (62),
zatimco u jinych pacientl se zjevnou protilatkami zprostfedkovanou rejekci nemusi byt DSA

z technickych pficin ¢i z divodu pritomnosti neznamych protilatek vibec detekovany.

Z vyctu limitaci konvencni histologie a sérového vysetieni DSA je ziejmé, Ze zlepSeni diagnostiky
chorobnych procest po transplantaci ledviny vyZaduje zavedeni pokrocilého néstroje do klinické

praxe.

7.2 Moinosti molekularni patologie v diagnostice akutni rejekce

Molekularni vysetreni tkané nabizi zpUsob, jak ve srovndni s histologickym vysSetienim zpresnit
diagnostiku patologickych procest. Molekularni fenotypizace byla nejdfive Uspésné aplikovana

v onkologii (63) a stala se soucasti bézné klinické praxe, napt. pfi lécbé rakoviny prsa (64). V péci o
pacienty po transplantaci ledviny pfedstavuje pomocny diagnosticky nastroj ke stavajicimu
konvencnimu histologickému vysSetreni. Vysetieni je zalozeno na méreni genové exprese, tj. hladiné
messengerové mRNA ve vzorku rendlni tkané pomoci metody microarray a korelaci tohoto
transkriptomu s klinickym fenotypem renalniho poskozeni. Rozvoj molekularni patologie vedl k vyvoji
diagnostického systému na bazi molekularniho mikroskopu (MMDX, z angl. Molecular microscope
diagnostic system), ktery dopomohl k objeveni novych fenotypt rendiniho poskozeni a zlepseni

stratifikace rizika (65). V soucasnosti je jiz definovano molekularni skére pro T burikami (TCMR) a
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protilatkami zprostfedkovanou rejekci (ABMR), akutni renalni poskozeni (AKI), intersticialni fibrézu a

tubularni atrofii (IF/TA) (66).

V praxi je potfebné vzorek kiry ledviny ziskany biopsii umistit do stabilizacniho roztoku (RNA later®).
Nasledné se extrahuje RNA. Po splnéni predem definované kvality se pristupuje k vySetieni technikou
microarray — hybridizaci, barveni a skenovani RNA. Surova microarray data se normalizuji k referencni
databazi a provadi se slozité statistické analyzy (napf. analyza hlavnich komponent, analyza
nejblizsiho souseda) s cilem priradit vysetfovany vzorek ke vzorkim z referenc¢ni databaze se znamym
fenotypem onemocnéni. Pfi vysetieni molekularnim mikroskopem (MMDXx) je vypracovana souhrnna
zprava, ktera na zakladé srovnani vzorku s referencni databazi a pomoci znamych klasifikator( urci
pravdépodobnost TCMR (67), ABMR (68), rejekce (69), intersticidlni fibrozy/tubularni atrofie (70),
akutniho poskozeni ledvin (71) a progrese do renalniho selhani (72). Naslednad integrace molekularné

patologického vysetreni s vysledky histologie a DSA tak usnadni interpretaci vysledka.

Vyhody molekularni patologie spocivaji ve vétsi mife objektivity. Dale je moZné vysetfit i vzorek
rendlni tkané nedostatecny pro histologické vysettreni. Molekularni vysetreni je totiz proveditelné i
z mensiho mnoZstvi tkané a na rozdil od histologie nevyzaduje pfitomnost glomerul( a arterii v kQife
ledviny a je mozné ho provést i ze diené (73). Kromé toho molekularni patologie umoznuje
nahlédnout do patogeneze onemocnéni (66) a |épe porozumét specifickym patologickym déjlim

v transplantované ledviné. Molekularni patologie vedla ke zjiSténi, Ze zatimco jsou oba typy rejekce
(TCMR i ABMR) spojené s produkci interferonu gamma, u TCMR dominuje intersticidlni prezentace
antigend T lymfocytim a u ABMR prevazuji procesy zprostiedkované NK-burikami v mikrocirkulaci.
Znalost téchto specifickych znak( vedla k vytvoreni klasifikatort pro TCMR a ABMR. Pomoci
molekuldrni patologie se také zjistilo, Ze dominantni pficinou zhorseni funkce transplantované

ledviny je pozdni, nepoznana ABMR, a ne nespecificka fibrogeneze jak se predpokladalo (67, 74).

Limitace vySetfeni molekularnim mikroskopem spocivaji v potfebé porovnat vysetfovany vzorek

s referencnim setem, tim je provadéni vySetifeni omezeno na centralni laborator. Navic, molekularni
zmény nejsou Uplné specifické a vysetreni je vice nez k detekci fokalnich nalez(i vhodné k diagnostice
difdznich zmén. Alternativnim pristupem k vySetreni tkané uloZené ve stabilizacnim roztoku by bylo
provedeni molekuldrniho vysetfeni RNA extrahované z histologického vzorku fixovaného ve
formalinu. Takovy pfistup by vyZadoval odliSnou technologii microarray a nova referencni data,
jelikoZ analyzy tkané stabilizované v RNA later® by nebylo vhodné pro tyto Ucely pouZzit. Kombinace

takového pristupu s laserovou mikrodisekci by pak umoznila analyzu i vysoce fokalnich zmén (75).
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Zatim je vySetfeni limitovano znaénym poskozenim tkanové RNA laserem pri mikrodisekci, vysokymi

naklady a technickou naroc¢nosti.

V klinické praxi se vyuziti molekularniho mikroskopu nabizi prfevazné u pripadd s nejasnym
histologickym zavérem nebo komplikovanym klinickym pribéhem. Diskrepance mezi histologickym a
molekularnim vySetfenim neni zfidkava a objevuje se az u 36 % vzorku (76). Napf. je zndmo, Ze
mnoho C4d negativnich nalez(, které by konvenénim histologickym vySetfenim nebyly oznaceny za
protilatkami-zprostfedkovanou rejekci, vykazuje molekularni fenotyp ABMR (77). A naopak, u mnoha
bioptickych nalezli v-1éze, patologem klasifikovanych jako TCMR, nebyl nalezen molekularni korelat
a maji vSechny predpoklady zlepsit predikci osudu transplantované ledviny (6, 8, 71, 72). Konkrétni

priklad vysetreni tkané transplantované ledviny znazorruje obr. 9.
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Obr. 9. Interpretace souhrnné zpravy z molekularniho vysetreni bioptované tkané transplantované

ledviny. Pfevzato z (79).
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8. Terapeutické a preventivni moznosti u akutni rejekce

8.1 Lécba akutni T burikami zprostfedkované rejekce

Lécba akutni TCMR je zaloZena na intravendznim podani pulz(i metylprednisolonu nebo na navyseni
davky peroralnich steroidu. V pripadé tézsiho typu akutni TCMR (vaskularni rejekce, typ 2A a vyssi)
nebo rejekce rezistentni ke steroid(im je terapie zaloZzena na podani deplec¢ni antilymfocytarni
protilatky — antithymocytarniho globulinu (80). Hrani¢ni zmény nejsou povaZovany za rejekci, ale

vétsina klinik( je |é¢i podanim steroid( nebo navysenim udrzovaci imunosuprese (81, 82).

8.2 Lécba akutni protilatkami zprostiredkované rejekce

Lécebna strategie akutni ABMR neni jasné definovana a mize se liit jak u jednotlivych ptipadd, tak
mezi transplantac¢nimi centry. Primarnim cilem IéCby ABMR je odstranéni existujicich protilatek a
inhibice tvorby novych, které by aktivaci komplementu vedly k naslednému poskozeni tkané
transplantované ledviny (obr. 10) (28, 83-85). Nejcastéji je |écba zaloZena na kombinaci plazmaferéz s
intravendznimi imunoglobuliny (1VIG) (86-88). Plazmaferéza docasné odstranuje protilatky z obéhu
(89). Intravendzni imunoglobuliny kromé blokady funkce protilatek plisobi imunomodulacné na
mnoha mistech patofyziologického rfetézce ABMR (inhibice komplementu, inhibice aktivace
makrofagul, neutrofilli, apoptdza B lymfocytd) (90). Zakladni Iécba mlze byt doplnéna intravendznim
podanim kortikosteroidud, nékdy dokonce podanim Thymoglobulinu — deplec¢ni polyklonalni protilatky

proti T lymfocytlim (91).

U pripad( akutni ABMR refrakterni na inicidlni [éCbu Ize podat monoklonalni protilatku anti-CD20
(Rituximab), event. i v kombinaci s cykly bortezomibu a dalSimi plazmaferézami (5, 92-94). Rituximab
je zaméren na nezralé B-lymfocyty, vede k jejich apoptdze a tim zabranuje jejich proméné na
plazmatické burky produkujici protilatky (95). Bortezomib je inhibitor proteasom, ktery pUsobi
pfimo na plazmatické bunky a snizuje tvorbu darcovsky specifickych protilatek (96). Ve vyjimecnych
pripadech tézké formy ABMR lze zvazit podani eculizumabu, ktery blokadou C5 slozky komplementu
inhibuje aktivaci terminalniho komplexu (97). V klinickém zkouseni je blokada komplementu
inhibitorem C-1 esterazy (98). Ve vyjimecnych pfipadech velmi zdvaziné ABMR lze zvazit provedeni

splenektomie (99).
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Obr. 10. Lécebnd strategie u akutni protildtkami zprostfedkované rejekce. Pfevzato z (28).

Nejvétsi riziko rozvoje ABMR maji vysoce senzitizovani pfijemci po opakovanych transplantacich.

v

Vzhledem k obtiZné a nakladné |écbé s nejasnym vysledkem a vysokym rizikem prechodu do

chronické ABMR uplatriuje vétsina transplantacnich center preventivni strategii zaloZenou na

dikladném urceni imunologického rizika pred transplantaci a pouziti indukéni, pfipadné

s

desenzitizacni |éCby v peritransplantaénim obdobi (100).

8.3 Preventivni strategie u akutni rejekce

Prevence akutni rejekce je zaloZena na nasledujicich principech (28):

1.

omezit transplantace vysoce senzitizovanych pfijemcl — toto navrhované opatreni je
dvojsecné. Na jedné strané sice snizi vyskyt ABMR, na strané druhé vede ke kumulaci
vysoce senzitizovanych pfijemct na dialyze a jejich zkracenému prezivani. V nasem
transplantacnim centru se snazime najit cestu jak Uspésné transplantovat vysoce
senzitizované prijemce pomoci nize uvedenych bod.

omezit podavani krevnich prevod( (101)

transplantovat vysoce senzitizovanym prijemcim ledvinu
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Iy

od Zijictho HLA kompatibilniho darce v ramci parové vymény (102)

od kadaverdzniho HLA kompatibilniho darce, napf. v ramci speciadlniho programu
(Eurotransplant Acceptable Mismatch Program). V rdmci tohoto programu se pro
extrémné vysoce senzitizované prijemce hleda vhodny HLA kompatibilni organ od

zemrelého darce v evropskych zemich sdruzenych v Eurotransplantu (103).

4. precizni charakteristika protilatek u vysoce senzitizovanych prijemc( a presna HLA typizace

darce (104)

5. desenzitizace na Cekaci listiné nebo v peritransplanta¢nim obdobi

odstranéni darcovsky specifickych protilatek (plazmaferézy, imunoadsorpce) (105)
pfima nebo nepfima inhibice tvorby DSA pfed nebo ¢asné po transplantaci pouzitim
- monoklondlni anti-B lymfocytarni protilatky (Rituximab) (95, 106)

- léciva proti plasmatickym burikdm (proteasomové inhibitory — bortezomib) (28)
- kréli¢iho antilymfocytarniho imunoglobulinu (Thymoglobulin) (107, 108)
inhibice komplementové kaskady (napt. eculizumab) (109)

intravendzni imunoglobuliny (1VIG)(110)

splenektomie (111)

6. monitorace darcovsky-specifickych protilatek v potransplantacnim priibéhu (112)

7. protokolarni biopsie k odhaleni a [écbé subklinické rejekce (113)

8. skrining nonadherence k uZivani imunosuprese (114)
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9. Zhodnoceni vyznamu vlastnich vysledku

Akutni vaskularni rejekce (AVR) predstavuje zavazny stupen aloimunitniho poskozeni stépu, pro ktery
je typicka intimalni arteritida (tzv. v-léze). V zavislosti na stupni arteritidy (v1-v3) dochazi k zazeni
prasvitu cévy az fibrinoidni nekréze stény cévy a zamezeni krevniho pratoku. Vzhledem k absenci
kolateralniho krevniho zasobeni v ledvinach pak dochazi k ischémii ledvinné tkané za obstrukci a k jeji

nasledné fibrotizaci a ztraté funkénich vlastnosti.

Vaskularni rejekce byla plivodné povaZovana za T burikami zprostfedkovany proces. Humoralni
neboli protilatkami zprostifedkovany fenotyp akutni vaskularni rejekce byl pfipoustén jen u nejtézsiho
stupné arteritidy (v3) a za podminek splnéni ostatnich diagnostickych kritérii (4). Az pozdéji byly
identifikovany pripady akutni vaskularni rejekce zprostfedkované protilatkami bez ohledu na stupen
intimalni arteritidy a s vysokym rizikem selhani stépu (5). Neptizniva progndza humoralnich fenotypt
AVR spocivala v jejich ¢asto mylném oznaceni za celularni proces a pouziti nevhodné antirejekcni

IéCby cilené na T lymfocyty misto léCby cilené na sniZeni a zabranéni tvorby protilatek.

Spravné urceni fenotypu AVR je pfi volbé terapeutického pfistupu zasadni a predstavuje problém i

v dnesni klinické praxi. Diagnosticka kritéria byly recentné modifikovana s cilem pfesnéjsi identifikace
fenotypu AVR. | pfes zmény téchto diagnostickych pravidel je v klinické praxi nékdy obtizné rozlisit
mezi dvéma fenotypy rejekce, celularnim a humoralnim. Molekularni metody predstavuji nastroj ke
zlepseni diagnostiky patologickych proces( v transplantované ledviné a jejich zavedeni je
pfinejmensim Zadouci u slozitych klinickych pfipadl po transplantaci ledviny (7). Ve srovnani

s konvencni histologii ma pouziti tzv. molekularniho mikroskopu vyssi senzitivitu a specificitu a umi

Iépe predikovat osud transplantované ledviny (8).

Védecka cinnost, ktera je podkladem této habilitacni prace, je ve své prvni ¢asti (Novotny et al., 2018)
zamérena na studium chovani akutni vaskuldrni rejekce v klinické praxi. Retrospektivni studie
analyzovala klinicky prabéh jednotlivych fenotyp( akutni vaskularni rejekce u pacientd po
transplantaci ledviny (115). V databdzi 1015 osob bylo nalezeno 101 osob s AVR, u kterych byla
provedena podrobnd opakovana analyza histologického materidlu s ohledem na recentni Upravu
Banffské klasifikace a bylo doplnéno vysetreni darcovsky specifickych protilatek (DSA) z
archivovanych vzorku sér s cilem spravné identifikovat fenotyp AVR. Pacienti byli ndsledné dle
fenotypu AVR rozdéleni do kategorii: izolovand v-léze (IV, n=25), T bunkami zprostfedkovana
vaskularni rejekce (TCMRV, n=18), protilatkami zprostfedkovana vaskularni rejekce (AMRV, n=19) a

suspektni AMRV (sAMRYV, n=36). Diagnosticka kritéria zobrazuje tabulka 3.
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Fenotyp Ml i t v Cad DSA
(s+ ptc)
\Y 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 jednotlivych fenotypli AVR

*Pacienti s intimalni arteritidou splfiujici 2 ze 3 kritérii protildtkami zprostfedkované rejekce podle
recentni Banffské klasifikace z r. 2013. (3) Zkratky: AMRYV, protilatkami zprostfedkovana vaskularni
rejekce; DSA, darcovsky specifické protilatky; g, glomerulitida; i, intersticialni zanét; 1V, izolovana v-
léze; MI, mikrovaskularni zanét; ptc, peritubuldrni kapilaritida; sAMRV, suspektni protilatkami
zprostifedkovana rejekce; t, tubulitida; TCMRV, T burnikami zprostfedkovana vaskularni rejekce; v,

intimalni arteritida.

Analyza poukazala na vyznamnou incidenci (10%) akutni vaskularni rejekce v 1. roce po transplantaci.
AVR byla zachycena prevazné casné po transplantaci (median 19 dnd) a byla prevazné mirného (v1,

68%) nebo stredniho stupné (v2, 28%).

Humoralni fenotyp AVR (sAMRV, AMRV) byl ve srovnani s celularnimi fenotypy castéji diagnostikovan
v indikacni biopsii (78 %, p=0,014), vyskytoval se Castéji u pacientl po retransplantaci (47 %, p=0.001),
s vy$Sim imunologickym rizikem (median 4 HLA neshody, p=0,052). Zatimco funkéni odpovéd na
antirejekéni lécbu (zména sérového kreatininu) se nelisila mezi skupinami (p=0,14), surveillance
biopsie potvrdila ¢astéjsi pretrvavani rejekce u humoralniho fenotypu AVR (0% 1V, 31% TCMRYV, 42%
sAMRYV, 59% AMRYV, p<0,001) a tedy horsi morfologickou odpovéd na podanou antirejekcni lécbu (Tab.
4).
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Celkem v TCMRV SsAMRV AMRV P
(n=71) (n=17) (n=13) (n=24) (n=17)
Doba provedeni kontrolni 74 76 79 80 67
biopsie po diagndze AVR, dny, 0.313
median (IQR) (22-91) (24-91) (34-93) | (16-115) | (18-77)
Nalez v kontrolni biopsii
Normalni, 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
Intimalni arteritida® n (%) 6 (8,5) 0(0) 1(7.7) 2(8,3) 3(17,6) 0,329
Infekéni komplikace®, n (%) 5(7) 2(11,8) 0(0) 2(8,3) 1(5,9) 0,646

Tab. 4. Histologické nalezy v kontrolni biopsii u jednotlivych fenotypl AVR. Zkratky: ABMR, akutni
protilatkami zprostfedkovana rejekce; AMRYV, akutni protilatkami zprostfedkovana vaskularni rejekce;
sAMRV, suspektni protilatkami zprostfedkovanad rejekce; t, tubulitida; TCMR, T-burikami

zprostifedkovana rejekce; TCMRYV, T-burikami zprostifedkovana vaskularni rejekce.

Naopak celularni fenotyp vaskularni rejekce byl spojen se zlepSenim renaini funkce (79% u TCMRV,
100% u IV) a absenci rejekéniho nalezu v surveillance biopsii (69% u TCMRV, 100% u V) (Tab. 4).
Ptiznivy klinicky pribéh celularniho fenotypu potvrzuje i dobré stfrednédobé preziti Stépu u pacientl s
TCMRV a IV. Odhadované prefziti stépl bylo dle Kaplan-Meierové analyzy signifikantné horsi u pacient(
s AMRYV (1 rok 90%, 3 roky 66%), zatimco ostatni fenotypy AVR vykazovaly srovnatelné preziti (IV: 96
%, 96%; TCMRV: 100%, 89%; SAMRV: 97%, 88%) (parové srovnani AMRV s ostatnimi skupinami pomoci
X2 testu, IV p=0.001, TCMRYV p=0.020, sSAMRV p=0.003; log rank test 0,0004)(Obr. 11).
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Kaplan-Meier analysis of DCGS according to AVR phenotype
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Obr. 11. Kaplan-Meierova analyza preZiti stépU0 u jednotlivych fenotypt AVR cenzorovdna na umrti

pacienta (log rank 0,0004).

Tato studie ukazuje, Ze akutni vaskularni rejekce je pomérné ¢astym nalezemv 1. roce po transplantaci
ledviny. Humoradlni fenotyp AVR (SAMRV, AMRV) ma ve srovnani s celularnim fenotypem (TCMRYV, V)
zavazny negativni dopad na osud transplantované ledviny. Naopak, klinicky pribéh izolované v-léze je
velmi pfiznivy. Vice nez 1/3 IV probiha subklinicky a je diagnostikovana v protokolarni biopsii 3 mésice
po transplantaci. IV odpovida na lécbu steroidy funkénim i morfologickym zlepsenim, tj. zlepsSenim
rendlni funkce a vymizenim rejekéniho ndlezu v surveillance biopsii ve 100 % ptipadU a nevede k selhani

funkce stépu.

Druha publikace (Wohlfahrtova et al., 2018) se vénuje vyuZiti molekuldrné-patologického vysetreni
jako pomocného nastroje pfi uréeni fenotypu AVR (116). V této praci jsme se zaméfili Cisté na
celularni fenotyp vaskularni rejekce. Pomoci metody microarray jsme analyzovali transkriptom
izolované v-léze a T-bunkami zprostfedkované vaskularni rejekce. Celularnimu fenotypu je ve
srovnani s humoralnim prisuzovan mirné;jsi priibéh a lepsi progndéza stépu. Diagnosticky problém
nastava v okamziku nalezu tzv. izolované v-léze, tj. intimalni arteritidy (v-léze) bez nebo s mirnym
tubulointersticidlnim zanétem. Soucasna Banffska klasifikace uznava intimalni arteritidu jako
diagnostické kritérium TCMR bez ohledu na miru tubulointersticidlniho zanétu. Patolog pak po

vylouceni humoralni rejekce hodnoti kazdou intimalni arteritidu jako minimalné 2. stupen T bunikami

40



zprostiedkované rejekce a klinik ji [é¢i podanim steroidd nebo antithymfocytarniho globulinu. Existuji
ale doklady, Ze izolovana v-léze nema rejekéni plvod a je spiSe odrazem poskozeni cévniho endotelu
jiné etiologie, napt. ischemicko-reperfazni (77, 78, 117). Rlzni se taky nazory na jeji klinicky a
prognosticky vyznam a s tim spojenou volbu adekvatni terapie, a to hlavné u nélez{
diagnostikovanych ¢asné po transplantaci (118, 119). Cilem nasi prace bylo blize prozkoumat
celularni fenotyp AVR a pomoci celogenomového skriningu zjistit rozdily v transkriptomu mezi
klasickou vaskuldrni rejekci s bohatym tubulointersticidlnim zanétem (TCMRYV) a izolovanou v-lézi (IV)
s minimalnim nebo Zadnym tubulointersticialnim zanétem. Do studijnich skupin IV a TCMRV byly
zarazeny pouze €asné ndlezy z indikacnich biopsii v pribéhu 1. mésice po transplantaci po vylouceni
humoralniho fenotypu rejekce, tj. ndlezy bez znamek mikrocirkularniho poskozeni, pozitivity C4d a
bez pritomnosti DSA v séru pacientl. Jako negativni kontrola slouzily normalni histologické nalezy ze

3-mésicni protokolarni biopsie.

Do studie bylo zahrnuto celkem 18 pacient, tj. 6 s nalezem IV, 4 s TCMRV a 8 s normalnim ndlezem,
u kterych byl k dispozici adekvatni vzorek bioptické tkané vhodny k molekularni analyze. U vSech
skupin pacientl byl proveden celogenomovy skrining pomoci lllumina Microarrays technologie na
nosici lllumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip, ktery umoznil detekci cca 33 000 anotovanych
genU. Exprimované genové produkty byly podrobeny diskriminaéni genové analyze a nasledné
enrichment analyze pro detekci biologickych (GO) termint a metabolickych drah odlisné

exprimovanych mezi skupinami.

Analyza expresniho profilu ¢asné T-burikami zprostfedkované vaskularni rejekce a izolované v-léze
identifikovala 310 rozdilné exprimovanych gen mezi TCMRYV a IV. Sopecni graf (Obr. 12A) zobrazuje
diferencidlné exprimované geny mezi obéma skupinami. Vétsina diferencidlné regulovanych gen(

byla zvysené exprimovana ve skupiné TCMRV (n= 288, 92.9 %).
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Obr. 12. Geny s rozdilnou mRNA expresi mezi studijnimi skupinami. Sopecni graf zobrazuje rozdilné
exprimované geny mezi TCMRV a IV (12A) a mezi IV a kontrolni skupinou (12B). Za geny s rozdilnou
expresi byly povazovany geny s hodnotou P < 0.05 po korekci na mnohocetna srovnani (Benjamin-
Hochberg) a s mirou velikosti ucinku (tzv. fold-change, FC) > 2. VSechny data jsou v grafu vykreslena
jako log2 hodnoty velikosti Uc¢inku (FC) a negativni dekadicky logaritmus adjustované P hodnoty. Prah
je oznaceny prerusovanou ¢arou. Vennlv diagram (12C) zobrazuje srovnani seznamU deregulovanych
genl mezi skupinou TCMRYV a kontrolni a mezi skupinou IV a kontrolni a ukazuje na maly prlnik gend

(n=33, 1.7%) mezi témito 2 seznamy.

K anotaci gen( diferencialné exprimovanych mezi skupinami TCMRV a IV jsme pouZili databazi DAVID

(http://david.abcc.ncifcrf.gov). Zjistili jsme, Ze diferencialné exprimované geny jsou primarné

asociovany s GO terminy pro biologické procesy vnitfni a adaptivni imunity a zanétlivé odpovédi.
TCMRV vzorky vykazovaly up-regulaci aktivace, kostimulace a diferenciace T lymfocytl, pozitivni
regulace T lymfocytarni proliferace, zpracovani a prezentace antigenu a taky aktivace B lymfocyt( a
signalnich drah receptor( pro T a B lymfocyty, interferon gamma, tumor nekrotizujici faktor a jiné. 25

nejvyznamnéjsich GO terminu pro biologické procesy je uvedeno v tabulce €. 5.
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Pocet

GO termin X
genl
G0:0006955 Imunitni odpovéd 54 4.28E-31
G0:0031295 T lymfocytarni kostimulace 21 7.03E-17
G0:0050853 Signalni draha receptort pro T lymfocyty 25 8.95E-16
G0:0006954 Zanétliva odpovéd 36 9.93E-16
G0:0002250 Adaptivni imunitni odpovéd 21 1.61E-11
G0:0042110 Aktivace T lymfocytl 14 2.44E-11
G0:0045087 Vrozena imunitni odpovéd' 31 3.24E-10
G0:0007165 Signalni transdukce 50 3.01E-09
G0:0060333 Signalni draha zprostfedkovana interferonem gamma 14 4.92E-09
G0:0002504 Zpracovani a prezentace antigenu pres Il. tfidu MHC 8 3.39E-07
G0:0050776 Regulace imunitni odpovédi 17 1.17E-06
G0:0032729 Pozitivni regulace produkce interferonu gamma 10 2.31E-06
G0:0007166 Signalni draha povrchovych bunécnych receptort 20 2.84E-06
G0:0033209 Signalni draha zprostfedkovana tumor nekrotizujicim faktorem 13 1.77E-05
G0:0042102 Pozitivni regulace proliferace T lymfocytl 10 1.94E-05
G0:0030217 Diferenciace T lymfocytl 8 2.01E-05
G0:0006935 Chemotaxe 13 2.10E-05
G0:0006915 Apoptdza 27 2.53E-05
G0:0030168 Aktivace krevnich desticek 12 7.54E-05
G0:0050853 Signalni draha pro receptory B lymfocytl 9 7.81E-05
G0:0043547 Pozitivni regulace aktivity GTPazy 26 7.88E-05
G0:0001816 Produkce cytokinG 7 8.71E-05
G0:0050900 Migrace leukocytl 12 1.18E-04
G0:0042113 Aktivace B lymfocytl 7 1.96E-04
G0:0006968 Obranna bunécna odpovéd' 9 2.01E-04

Tabulka 5. Nejvyznamnéjsi biologické procesy spojené s rozdilné exprimovanymi geny mezi TCMRV a

V.

43



CIRCOS graf (Obr. 13) zobrazuje 15 nejvyznamnéjsich rozdilné exprimovanych genli mezi TCMRV a IV

a jejich asociaci s biologickymi procesy a metabolickymi drahami.
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Obr. 13. CIRCOS graf — asociace 15 nejvyznamnéjsich diferencialné exprimovanych genli mezi TCMRV
a IV s biologickymi procesy a metabolickymi drahami.

Vyse uvedené poukazuje na signifikantné vyssi aktivaci vrozené a adaptivni imunity a zanétu v

Casnych ndlezech TCMRV ve srovnani s IV a je v souladu s teorii o zpochybriovaném rejekénim
plvodu izolované v-léze.

Analyza expresniho profilu ¢asné izolované v-léze a normalniho histologického nalezu identifikovala

malou skupinu 28 gen( se zvySenou a 22 genu se snizenou mMRNA expresi u IV (Obr. 12B). Naopak,
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porovnani expresniho profilu TCMRV s normalnim histologickym nalezem ukazalo velkou skupinu
signifikantné deregulovanych gent (n=1966). Diskriminacni genova analyza odhalila asociaci téchto
genl s 239 GO terminy pro biologické procesy, prevazné spjatych s imunitni odpovédi (suppl. Tabulka
4, citace (116)) a potvrdila opravdovy rejekéni pdvod TCMRV. Venniv diagram (obr. 12C) zobrazuje
porovnani rozdilné exprimovanych gen(i mezi studijnimi skupinami (TCMRYV, 1V) a kontrolni skupinou
normalnich nalez(l a ukazuje na jejich maly prinik (n=33,1.7%). Sdilené geny nebyly signifikantné
asociovany se zadnym GO terminem. Microarray analyza odhalila, Ze expresni profil IV se podstatné
liSi od T-burikami zprostfedkované vaskularni rejekce s bohatym tubulointersticialnim zanétem

(TCMRV) a je relativné podobny normalnimu histologickému nalezu.

Trojrozmérna analyza hlavnich komponent (PCA) aplikovana na cely expresni profil vSech
zkoumanych vzork(l zobrazila separaci TCMRYV a IV nélezl (obr. 14) a potvrdila jejich rozdilny

transkriptom. Vzorky z kontrolni skupiny vykazovaly podobny expresni profil s IV nédlezy.
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Obr. 14. Trojrozmérna analyza hlavnich komponent (PCA) aplikovana na cely transkriptom TCMRV,

IV a normalnich nalezli (microarray analyza).

Nekontrolovana hierarchicka shlukova analyza (HC) bez znalosti pfislusnosti vzork( ke skupiné
vytvofrila tfi hlavni shluky (obr. 15). Prvni shluk tvoril jeden pacient (elV5) po Uspésné |écbé IV
steroidy s retrospektivné zjisténou nizkou hladinou DSA. Druhy shluk obsahoval vyhradné pacienty

s TCMRV. Ve tfetim shluku nebylo mozné nekontrolovanou HC analyzou rozlisit mezi IV a kontrolni
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skupinou. Obé pouzité metody poukazuji na rozdilnost transkriptom TCMRV a IV a podobnost
expresniho profilu IV s normalnim nalezem. Pokud TCMRV skutecné predstavuje akutni T bunkami
zprostiedkovanou rejekci, je izolovana v-léze s podstatné odliSnym transkriptomem pravdépodobné

nerejekcniho plvodu.

+ TCMRV
2 - * el
N * control
=
s 4
o
(=]
g
o
2 4
=]
o
wy
o
=t o~ «) w (] o w 0 I~ (3]
: N I 1 | M ] T i T ‘ il R I A =
= = = = = el =] = o rel = ° = = = o 3] ]
T c [ s £ = = = E £ 3 : £ = =
z 2 2 E c [ c = [= s [= [=
o o o o ] 3 3 ] 8 ] 8 3
FF R

Obr. 15. Nekontrolovana hierarchicka shlukova analyza aplikovana na cely transkriptom TCMRYV, IV

a normalnich nalez( (microarray analyza).

Vysledky celogenomového skriningu byly ovéreny na validacni kohorté 20 pacientt (12 IV, 8 TCMRV)
pomoci metody RT-gPCR. Pro validaci jsme vybrali 38 signifikantné diferencialné exprimovanych genl
(adjust. p<0,05, FC>2) s biologickym potencidlem v patogenezi rejekce. PCR analyza potvrdila, Ze
Casné nalezy TCMRV maji signifikantné vyssi expresi gent BCL11B, BTLA, CCL17, CCR7, CD2, CTLA4,
CXCL13, GIMAPS, IL21R, KLRG1, LAX1, LCK, LTA, LTB, SLA2, SLAMF1, TNFRSF4 a ZAP70 ve srovnani s IV
(Obr. 16). Validované geny jsou dle tzv. gene enrichment analyzy spojeny s regulaci imunitniho
systému, diferenciaci, aktivaci a proliferaci T lymfocytd, aktivaci B lymfocyt(, lymfocytarni a

leukocytarni aktivaci, regulaci bunécné transdukce signalu a apoptodzy.
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Obr. 16. Validace vysledkli microarray analyzy pomoci RT-qPCR u ¢asnych nalezli izolované v-léze
(IV) a T-burikami zprostfedkované rejekce (TCMRV). Bodovy graf zobrazuje mRNA expresi 10 nejvice

rozdilné exprimovanych gen(.

Prezentovanad prace porovnavala transkriptom ¢asné izolované v-léze a T burikami zprostfedkované
rejekce s bohatym tubulointersticialnim zanétém (TCMRV). Analyza genové exprese naznacila, Ze
TCMRYV je spojena s podstatné vyznamnéjsi up-regulaci imunitni odpovédi nez izolovana v-léze (1V),
ktera se spise podobd normalnimu histologickému nalezu. Vétsina up-regulovanych gen( ve skupiné
TCMRV ve srovnani s IV byla spojena s aktivaci vnitfni a adaptivni imunity a zanétlivé odpovédi, tj. s
aktivaci, kostimulaci, diferenciaci a pozitivni regulaci proliferace T lymfocytll, zpracovanim a
prezentaci antigenu, s aktivaci B lymfocytl a receptord signalnich drah pro T a B lymfocyty,
interferon gamma, tumor nekrotizujici faktor a jiné. Znalost aktivace téchto vyznamnych biologickych
procest u T burikami zprostredkované rejekce vedla v minulosti k vytvoreni TCMR skére (76, 120).
Zatimco u TCMRV s bohatym tubulointersticidlnim zdnétem bylo TCMR skdre pozitivni az v 95%
pfipad(, vétsina pripadd IV méla TCMR skére negativni a v nepfitomnosti DSA by proto neméla byt za

rejekci oznacovana (78).

Vysledky nasi prace pomahaji Iépe porozumét podstaté ¢asné izolované v-léze v nepfitomnosti
darcovsky specifickych protilatek a jinych morfologickych znak( typickych pro poskozeni
zprostiredkované protilatkami (C4d, apod.). Ndlez izolované intimalni arteritidy (v-léze) je vtomto
pfipadé spiSe odrazem peritransplantac¢niho poskozeni nez aloimunitniho procesu (rejekce). Absence
tubulointersticidlniho zanétu v ¢asnych bioptickych ndlezech intimalni arteritidy vypovida o velmi
malé pravdépodobnosti T bunécné rejekce. | kdyZ soucasné platna histologicka Banffska klasifikace
hodnoti intimalni arteritidu (po vylouceni ABMR) jako nejméné 2. stupen TCMR bez ohledu na miru

tubulointersticidlniho zanétu, vysledky nasi prace svédci spise o nerejekénim charakteru a podporuji
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snahy o Upravy soucasné histologické interpretace. Je na misté zd(raznit, Ze zatimco charakter nami
vySetfované casné C4d negativni izolované v-léze v nepfitomnosti DSA protilatek se jevi jako
nerejekcni, pozdni DSA pozitivni izolovana v-léze ma cCasto rejekéni plvod (78). | proto posledni
setkani expertl v Banff doporucuje pouziti molekularniho mikroskopu u klinicky spornych fenotypl
izolované v-léze (3). Vysledky nasi studie podporuji zaclenéni metod molekularni analyzy do
diagnostiky izolované v-léze spolu s vysetfenim darcovsky specifickych protilatek a konvenénim
histologickym vySetfenim. Tento kombinovany pfistup by mohl pomoct pfi presném urceni etiologie

IV a volbé spravného terapeutického pfistupu.

Vysledky nasi prace jsou v souladu s jinymi microarray analyzami, které prokazaly diskrepanci mezi
konvencnim histologickym a molekularnim vysetfenim u T burikami zprostredkované rejekce.
Diskrepance byla nejvice viditelna u IV, kde vétsina pripadl vykazovala nizké TCMR skére. Jen
minimum IV mélo molekularni otisk TCMR. Intimalni arteritida méla v diagnostice TCMR mensi
vyznam nez tubulitida a intersticialni infiltrat (69, 76, 78, 121). Zatimco prevazna ¢ast IV v 1. roce po
transplantaci u pacientl bez DSA neméla rejekcni plvod, pozdni DSA pozitivni nalezy IV reflektovaly
akutni protilatkami zprostfedkovanou rejekci. V klinické praxi je mnoho v-lézi s negativnim
molekuldrnim TCMR skore histopatologem falesné oznaceno za TCMR a klinikem |éceno antirejekéni
terapii. Nase a jiné prace naznacuji, Ze ¢asna IV odrazi jiné nez rejekéni mechanismy, napf. reparacni
odpovéd na poskozeni zplisobené implantaénim stresem, endotelidlni ischemicko/reperfazni
poskozeni (117). Pfitomnost intimalni arteritidy v casnych nerejekcnich biopsiich Ize vysvétlit
zvySenou cévni permeabilitou a ulehcenou extravazaci leukocytll jako nasledek poruseni integrity

endotelu rendlnich cév pfi peritransplantacnim inzultu (122).

Vysledky nasi prace jsou v rozporu s nékolika malo starSimi klinickymi studiemi o IV. Wu a spoluautofi
oznadili intimalni arteritidu bez ohledu na miru tubulointersticialniho poskozeni za akutni rejekci a za
nezavisly rizikovy faktor pozdniho selhani funkce stépu (123). Sis a kolektiv se domnival, Zze v IV
predstavuje skutecnou akutni rejekci, protozZe je spojena s funkénim zlepsenim po antirejekcni 1écbé
a predstavuje nezavisly rizikovy faktor selhani Stépu (124). Tato zdanliva diskrepance je vysvétlitelna
tim, Ze tyto studie analyzovaly klinické chovani IV nezavisle na dobé po transplantaci, ¢imz ignorovaly
fakt, Ze k porozuméni IV je zasadni nacasovani biopsie. Jak se ukazalo, vétsina ¢asnych nalez( IV
nema molekularni otisk rejekce a je DSA negativni, zatimco pozdni IV u DSA pozitivnich pacientd maji
pozitivni molekuldrni skére pro ABMR (78). Obé tyto studie bylo zalozeny na klinické prezentaci
intimalni arteritidy a ne na analyze celého genomu a vysettovaly odpovéd na antirejekéni 1écbu u
heterogenni skupiny pacient(l. Navic, klinické studie, které reportovaly zdvaznost IV, analyzovaly

biopsie z casné transplantacni éry, kdy agresivni TCMR a nepoznané ABMR nebyly vyjimkou. | kdyz
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byla IV historicky povaZovana za zdvaznou rejekci s negativnim dopadem na preziti Stépu, jeji
charakter a vyznam se v poslednim desetileti zménil a mél by byt prehodnocen (125). Dnes je IV jen
ztidkavym nalezem v indikacnich biopsiich. V nasem centru je IV diagnostikovana u 2,5% pacientt

v obdobi do 3 mésicl po transplantaci ledviny, ma benigni klinicky prlibéh a vyznamné neovliviiuje

presiti §tépd (115).

Limitaci této prace je retrospektivni design a maly pocet vzorkd, ktery je v souladu s nizkou incidenci
nalezu. Jsme si také védomi faktu, Ze vétsina nalez( intimalni arteritidy byla mirna az stfredné zavazna
(v1) a zachycena ¢asné béhem prvniho mésice po transplantaci. Proto jsou vysledky nasi prace
aplikovatelné vyhradné pro tuto specifickou kohortu. Déle je potiebné zdlraznit, Ze u vSech nélezl
intimalni arteritidy byla poddna antirejekéni |écba, coz mohlo ovlivnit progndzu Stépu ledviny.
Nicméng, transkriptom transplantované ledviny byl analyzovan pred zahdjenim této lécby. Tato
studie nepfinasi navod k terapeutickému pfistupu v klinické praxi. Z(stava nejasné, zda by pacienti

s Casnou IV méli byt IéCeni antirejek¢éni medikaci, navySenim stdvajici imunosuprese a zda-li by u nich
méla byt provedena kontrolni rebiopsie. Dale jsme si védomi toho, Ze u nékterych pacientl byl nalez
intimalni arteritidy doprovazen akutni tubuldrni nekrézou a mohl ovlivnit mRNA expresi i rozvoj
funkce stépu. Ve skupiné s casnou IV byla navic ve vétsi mife zastoupena indukéni |écba
basiliximabem, kterd mohla zmirnit histologicky nalez a molekularni fenotyp IV. Dale je nejasné, jestli
by pro molekularni analyzu vysoce fokalnich zmén bylo prospésné hodnotit expresi mRNA v renalni
tkdni ziskané laserovou mikrodisekci. Zatim je tento pfistup limitovan znacnou destrukci tkané
laserem, technickou narocnosti a vysokymi naklady (66). Navic, molekularni patologie je oproti
konvencnimu histologickému vysetreni schopna diagnostikovat probihajici rejekci nebo rendlni
poskozeni i v nepfitomnosti glomerul( a tepen, nezdvisle na mnoZzstvi kortikalni tkané, dokonce i ze

drené ledviny (73).

Silnou strankou této studie je peclivy vybér vzork( AVR. Do projektu byly zarazeny pouze nalezy
intimalni arteritidy s fenotypem T burikami zprostfedkované rejekce (28), diagnostikované v prvnim
mésici po transplantaci, u pacient bez anamnézy predchozi rejekce ¢i chirurgickych komplikaci, se
srovnatelnym imunologickym rizikem a vyskytem opoZzdéného rozvoje funkce stépu. Vylouceny byly
subklinické, pozdni a DSA pozitivni ndlezy. Microarray analyza byla provedena na zakladé recentnich
doporuceni (126). Jako vyznamné deregulované geny byly hodnoceny pouze geny, které prosly
korekci pro vicendsobné testovdani. Analyza hlavnich komponent a hierarchicka shlukova analyza byla

zalozena na celych microarray datech, nejen na deregulovanych genech.
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Studiu peritransplantacniho inzultu, ktery by mohl vysvétlovat nerejekéni plvod izolované v-léze, se
vénovala prospektivni studie (Wohlfahrtova et al., 2014), jejimz cilem bylo vysetfeni molekularniho
profilu ischemicko/reperfizniho poskozeni (I/R1)(127). I/RI predstavuje rizikovy faktor opozdéného
rozvoje funkce (DGF) a negativné ovliviiuje preziti transplantované ledviny. Intrarenalni transkripcni
profil ischemicko/reperfizniho poskozeni byl vysetifen ve tfech sekvencnich biopsiich stépu ledviny -
pfi odbéru ledviny (darcovska biopsie), v prabéhu transplantace (predimplantacni a poimplantaéni

biopsie, obr. 17).

TO T T2

approx. 15h

Obr. 17. Casové provedeni sekvenénich biopsii v pribéhu odbéru organu k transplantaci a samotné

transplantace.

| pres absenci histologickych abnormalit v prdbéhu I/RI byla pozorovana zména exprese genll ve
vztahu k poskozeni stépu. Ve srovnani s “molekuldrnim tichem ischémie” vedla reperfuze k
enormnim zménam transkriptomu, ke zvySené aktivaci pfirozené a adaptivni imunitni odpovédi a
apoptodzy a k vyznamné heterogenité transkripcniho profilu v poimplantacnich biopsiich. Nase data
naznacily, Ze molekularni profilovani presahuje hranice histopatologie (128). PouZitim
“molekuldrniho mikroskopu” jsme byli schopni odhalit i diskrétni zmény, ke kterym dochazi v
prabéhu ischemicko/reperfizniho poskozeni. Dale jsme identifikovali potencionalni prediktory
opozdéného rozvoje funkce, a to vyssi skdre pro tubularni atrofii a nizkou expresi genu pro Netrin-1.
Pomoci molekuldrni a histologické analyzy darcovskych ledvin jsme zjistili, Ze nizka kvalita tubularnich
bunék definovana vyssi mirou 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 pUsobi pfi zotavovani z I/RI (129, 130). Na
rozdil od ischémie, byla reperflze i pres minimalni vyskyt histopatologickych abnormalit spojena se
zvySenou aktivaci pfirozené a adaptivni imunity a apoptézy. Tato prace potvrdila, Ze kombinace
konvencnich histopatologickych metod s molekularni patologii by mohla predstavovat ucinny nastroj

k identifikaci darcovskych ledvin v riziku opozdéného rozvoje funkce.

Ve vys$sim riziku opozdéného rozvoje funkce $tépu a tim i rozvoje akutni rejekce jsou ledviny od darc(

s rozsifenymi kritérii (ECD). Rada provedenych studii se zaméfila na predikci DGF. Bylo vytvoreno
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mnoho skérovacich systém( k lepsi identifikaci ledvin v riziku. Nicméné, vétSina skorovacich systému
hodnotila pouze klinickou charakteristiku darce a prijemce a nezahrnovala histologické hodnoceni
darcovského organu. Pravé histologicky nalez by mohl byt uZitecny pfi zhodnoceni kvality ledvinného
Stépu, k predikci vysledku transplantace a rozhodnuti o pfijeti ¢i odmitnuti ledvinného stépu. Cilem
nasi dalsi prace (Balaz et al., 2013) bylo zhodnotit vztah mezi histopatologickym skdre, klinickou
charakteristikou darce a prijemce a rizikem opozdéného rozvoje funkce a identifikovat faktory, které
by mohly pomoci Iépe predpovédét opozdény rozvoj funkce Stépu (131). Po zhodnoceni velkého
mnozstvi darcovskych biopsii jsme souctem skére pro intersticialni fibrézu (Cl) a fibrézni ztlusténi
intimy (CV) vytvofili vlastni kompozitni tzv. CIV skére, které nezavisle predikovalo DGF. Nas pfistup
zalozen na kombinaci CIV skére s klinickymi parametry darce (vék + pfic¢ina imrti) zlepsil predikci DGF
po transplantaci ledviny od tzv. margindlnich darct (ECD) a mohl by pomoct ulehcit alokaci organd ¢i

individualizaci imunosupresivniho rezimu.

Intrarendlni exprese genu je znacné ovlivnéna i druhem imunosupresivni [éCby. V nasi dalsi publikaci
(Urbanova et al., 2012) jsme prokazali odlisny intrarenalni trankriptom u pacient( [é¢enych rliznou
induk¢ni terapii. | pfes normalni morfologicky nalez v tfimésicni protokolarni biopsii a stabilni renalni
funkci se intrarenalni trankriptom pacientt Ié¢enych Thymoglobulinem a ATG-F lisil. Indukéni terapie
Thymoglobulinem byla na rozdil od ATG-F schopna u imunologicky vysoce rizikovych pacientd navodit
transkripcni profil podobny nizkorizikovym pacientim bez indukéni 1é¢by (132). Podobnost genového
expresniho profilu u pacientl po indukcni 1é¢bé Thymoglobulinem s pacienty bez indukce naznacuje
podobnou Uroven aktivace imunitni odpovédi ve Stépu i pres zjevné rozdily vimunologickém riziku.
Toto pozorovani posiluje tvrzeni predchozich studii, které ukazaly, Ze Thymoglobulin predstavuje
bezpeénou a G&innou indukéni 1é&bu k prevenci rejekce po transplantaci ledviny (133). Uspéch
Thymoglobulinu v klinické praxi by mohla vysvétlovat Gcinnéjsi alloimunitni regulace pomoci

potlaceni signdlni drahy pro NF-kB, coZ prokazala i tato prace (132).

Zajimavy je i rozdil v transkriptomu v zavislosti na klinickém pribéhu rejekce (Wohlfahrtova et al.,
2015) (134). Subklinicka rejekce diagnostikovana z protokolarni biopsie je povaZovana za rizikovy
faktor dysfunkce Stépu ledviny. Nase studie popsala transkrip¢ni profil subklinické rejekce, ktery
vykazoval slabsi aktivitu prozanétlivé odpovédi ve srovnani s , klinickou” rejekci doprovazenou
zhorsenim renalni funkce ¢i proteinurii. Pozorovany kvantitativni rozdil transkriptomu je v souladu
s teorii, Ze subklinicka rejekce predstavuje rané stadium rejekce, které pokud neni |éCeno, vyusti do
zhorseni renalni funkce. Jinymi slovy, rejekce je linedrni proces, kde narust sérového kreatininu je
posledni udalosti v fadé. Casna Ié¢ba subklinické rejekce je proto u vétsiny pacient(l nezbytna

k zabranéni progrese intenzivni aloimunitni odpovédi a rozvoji intersticialni fibrozy.
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10. Zaveér

Akutni vaskularni rejekce predstavuje zavazny stupen aloimunitniho poskozeni Stépu. Zatimco je jeji
humoralni fenotyp spojen s vysokym rizikem selhani Stépu, u celularniho fenotypu AVR zavisi od miry
tubulointersticidlniho zanétu. Analyza genové exprese naznacila, Ze celularni, neboli T burikami
zprostiedkovana vaskularni rejekce s bohatym tubulointersticidlnim zanétém (TCMRV) je spojena

s podstatné vyznamnéjsi up-regulaci imunitni odpovédi neZ izolovana v-léze (IV), ktera se spise
podoba normalnimu histologickému nalezu. Vysledky nasi prace pomahaji Iépe porozumét podstaté
Casné izolované v-léze v nepritomnosti darcovsky specifickych protilatek a jinych morfologickych
znakl typickych pro poskozeni zprostfedkované protilatkami (C4d, apod.). Nédlez izolované intimalni
arteritidy (v-1éze) je v tomto pfipadé spiSe odrazem peritransplantacniho poskozeni nez
aloimunitniho procesu (rejekce). Absence tubulointersticidlniho zanétu v ¢asnych bioptickych
nalezech intimalni arteritidy vypovida o velmi malé pravdépodobnosti T bunécéné rejekce. Vysledky
nasi studie podporuji zac¢lenéni metod molekularni analyzy do diagnostiky izolované v-léze spolu s
vySetfenim darcovsky specifickych protilatek a konvenénim histologickym vysetfenim. Takto
kombinovany ptistup by mohl pomoct pti presném urceni etiologie 1V a volbé spravného
terapeutického pristupu. Vzhledem k tomu, Ze soucasna histopatologicka Banffska klasifikace
povaZuje intimalni arteritidu bez ohledu na miru tubulointersticidlniho zanétu za nejméné 2. stupen
T-bunkami zprostfedkované rejekce, jsou nase vysledky v souladu s poZzadavky na pfehodnoceni

soucasného pristupu v interpretaci histologickych nalez(.
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