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Použité zkratky 

 

ah, hyalinní ztluštění arteriol (arterial hyalinosis) 

ATG-F, ATG-Fresenius 

ATN, akutní tubulní nekróza 

ATS, ateroskleróza 
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CAN, chronická nefropatie štěpu (chronic allograft nephropathy) 
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CD79B, cluster of differentiation 79B  

ci, intersticiální fibróza 

CIT, doba studené ischémie (cold ischemia time) 

ClCr, clearance kreatininu 

CMP, cévní mozková příhoda 

CMV, cytomegalovirus 

CNI, kalcineurinový inhibitor 

Cr, kreatinin 

ct, tubulární atrofie  

cv, fibrózní ztluštění intimy  

DCD, dárce s nebijícím srdcem (donor after cardiac death) 

DD, zemřelý dárce (deceased donor) 

DGF, opožděný rozvoj funkce štěpu (delayed graft function) 

DRS, rizikové skóre dárce (donor risk score) 

DM, diabetes mellitus 

ECD, dárce s rozšířenými kritérii (expanded criteria donor) 

eGFR, odhadnutá glomerulární filtrace (estimated glomerular filtration rate) 
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FoxP3, forkhead box P3 
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GS, glomeruloskleróza 
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Abstrakt 

Zlepšení krátkodobých výsledků transplantace nevedlo ke zlepšení dlouhodobé funkce 

a přežití štěpů ledvin. Klíčovým problémem zůstává nedostatek orgánů a rostoucí 

počet marginálních ledvin určených k transplantaci. Kvalita dárcovského orgánu je 

přitom rozhodující pro riziko opožděného funkce štěpu a omezeného přežití štěpů. 

Cílem je lépe porozumět ischemicko/reperfuznímu poškození a jeho následkům, 

předpovědět opožděný rozvoj funkce a rejekce, zlepšit alokaci orgánů k transplantaci a 

identifikovat pacienty vhodné k minimalizaci či úplnému vysazení imunosupresivní 

léčby. Analýzou biopsií dárců ledvin jsme zjistili, že nízká kvalita tubulárních buněk a 

nízká exprese genu pro Netrin-1, tzv. faktor přežití, má vztah k opožděnému rozvoji 

funkce štěpu. Potvrdili jsme, že reperfuzní fáze ischemicko/reperfuzního poškození 

vede k minimálním morfologickým, ale významným molekulárním abnormalitám. Tato 

disociace mezi histologií a molekulární patologií svědčí pro nutnost integrovaného 

přístupu při hodnocení kvality dárcovského orgánu a jeho správné alokaci 

k transplantaci. Identifikovali jsme nové kompozitní histologické skóre, tzv. CIV skóre, 

které spolu s klinickou charakteristikou dárce lépe predikuje riziko opožděného rozvoje 

funkce po transplantaci ledviny než konvenční metody. Poukázali jsme na významnou 

heterogenitu dárců s rozšířenými kritérii a identifikovali podskupinu v nízkém riziku 

opožděného rozvoje funkce. Doporučili jsme rutinně provádět dárcovské biopsie ve 

všech ledvinách bez ohledu na příslušnost k ECD klasifikaci. Při zkoumání intrarenálního 

transkriptomu pacientů léčených různou indukční terapií (Thymoglobulin vs. ATG-F) 

jsme potvrdili sníženou expresi signální dráhy pro NF-κB po indukci s 

Thymoglobulinem, která by mohla svědčit pro účinnější alloimunitní regulaci a 

vysvětlovat úspěch této biologické léčby v klinické praxi. V periferní krvi a renální tkání 

pacientů bez rejekce jsme prokázali zvýšenou expresi genů asociovaných s funkcí B 

lymfocytů.  

 

Klíčová slova 

ischemicko/reperfuzní poškození, kvalita orgánu, opožděný rozvoj funkce štěpu, 

transkriptom, transplantace ledviny, predikce 
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Abstract 

 

Improving the short-term results of kidney transplantation did not result in improving 

the long-term function and survival of kidney allograft. Organ shortage and increasing 

number of marginal donors remains the key problem in transplant today.  The quality 

of donor organ is critical for graft function development  and survival. The aim is to 

improve understanding to ischemia/reperfusion injury and its consequences, predict 

delayed graft function and rejection, improve organ allocation strategy and identify 

patients suitable for safe drug minimization or complete withdrawal of 

immunosuppressive therapy. 

Analysis of donor kidneys identified poor tubular cell quality and low survival 

factor, Netrin-1 expression levels, to be associated with delayed graft function. We 

confirmed that reperfusion phase of ischemia/reperfusion injury leads to minimal 

morphological but significant molecular abnormalities. Dissociation observed in 

histology and molecular pathology finding calls for an integrated approach in donor 

quality organ evaluation and allocation for transplantation. Significant heterogeneity 

within donors with expanded criteria was shown and subgroup of organs at low risk of 

delayed graft function was identified.  We suggested donor biopsies to be performed 

as a routine praxis in all kidneys irrespective of ECD classification. Decreased 

expression of NF-kappaB signalling pathway after Thymoglobulin induction was 

observed when compared to ATG-F, which could be indicative of more effective 

alloimmune regulation and explain success of this biological treatment in clinical 

practice. The up-regulation of several operational tolerance-related genes in the 

peripheral blood and kidney graft tissues of rejection-free patients in kidney transplant 

patients was observed. 

  

Key words 

delayed graft function, ischemia/reperfusion injury, kidney transplantation, organ 

quality, prediction, transcriptom 
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1. Úvod  

  

I přes snížení výskytu akutních rejekcí nedošlo u transplantací ledvin v posledních 

dvaceti letech ke zlepšení výsledků (Jevnikar et al., 2008, Meier-Kriesche et al., 2004). 

Klíčovým problémem zůstává nedostatek orgánů k transplantaci a rostoucí počet 

pacientů na čekací listině (Womer et al., 2009). Kvalita dárcovského orgánu určuje 

krátkodobé i dlouhodobé výsledky transplantace ledvin. 

Mnoho autorů se pokoušelo stanovit kvalitu dárcovské ledviny a předpovědět 

výsledky transplantace na základě klinických parametrů dárce a příjemce, 

histologického vyšetření a vyšetření transkriptomu v čase odběru ledviny 

k transplantaci. 

Ukázalo se, že predikční skóre založené na klinické charakteristice dárce funguje 

na velkých počtech pacientů, ale ztrácí sílu při posuzování konkrétního pacienta 

(Grossberg et al., 2006). Histologické nálezy dárcovských biopsií mohou pomoci 

při posouzení strukturální integrity dárcovské ledviny, poskytnout informace o 

preexistujícím poškození dárcovské ledviny a sloužit jako výchozí bod při sledování 

změn v čase (Randhawa et al., 2001). Ke snížení počtu odmítnutých orgánů 

k transplantaci jsou ale potřebné další prospektivní studie, které by vylepšily alokaci 

orgánů a umožnily přesnější predikci výsledků. 

Vyšetřením molekulárního profilu lze zjistit změny, které nejsou viditelné při 

histologickém vyšetření či detekovatelné klinickým vyšetřením (Famulski et al., 2007). 

Molekulární profil poskytuje kvantitativní měření zánětu a aktivace imunity a odráží 

změny v dráhách asociovaných s poškozením a reparací (Boros et al., 2006). 

Cestou k dosažení co nejlepších výsledků je individualizace přístupu na základě 

posouzení kvality dárcovského orgánu, příjemce, peri- a potransplantačních událostí. 

Správná aplikace v klinické praxi vyžaduje identifikaci genových prediktorů a jejich 

integraci s klinickými a histopatologickými daty (Mueller et al., 2011). 

Při rozhodování o přijmutí či odmítnutí orgánu k transplantaci a pro 

individualizaci potransplantační péče je důležité správně zhodnotit kvalitu orgánu 

v čase odběru. Toto v současnosti představuje závažný klinický problém. Vzhledem 

k rostoucímu počtu tzv. marginálních dárců, většímu riziku opožděného rozvoje funkce 
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štěpu (DGF) a s tím související omezenou dlouhodobou funkcí štěpu lékaři často 

chybují a z opatrnosti odmítají potenciálně využitelné orgány (Mueller et al., 2011).  
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2. Přehled problematiky 

2.1 Opožděný rozvoj funkce štěpu (DGF) 

Opožděný nástup funkce štěpu ledviny je forma akutního renálního selhání, která vede 

k potransplantační oligurii, zvýšené imunogenicitě štěpu, riziku akutní rejekce a 

zkrácení přežití štěpu. 

Z experimentálních studií je známo, že ischemie a znovuobnovení krevního 

průtoku (reperfuze)  v ischemicky poškozených ledvinách po hypotermické prezervaci 

aktivuje sled udalostí, které udržují poškození ledvin a hrají stěžejní roli v opožděném 

rozvoji funkce. 

Zlepšení managementu dárce a příjemce, stejně jako diagnostických a 

léčebných postupů nevedlo ke snížení výskytu DGF ani ke zmírnění krátkodobých a 

dlouhodobých následků. Částečným vysvětlením tohoto jevu je rozšíření kritérií pro 

akceptování dárců, zvýšený počet marginálních a starších dárců i akceptování 

marginálních příjemců, kteří jsou ve vyšším riziku opožděného rozvoje funkce štěpu 

(Perico et al., 2004).  

 

2.2 Incidence a definice opožděného rozvoje funkce štěpu  

Incidence DGF široce kolísá mezi 2-50% v závislosti na transplantačním centru a 

populaci dárců (kadaverózní vs. žijící dárci, marginální dárci, dárci s nebijícím srdcem) 

(Koning et al., 1997, Ojo et al., 1997). Dalším důvodem široké variability incidence DGF 

je její nejednotná definice. Časně po transplantaci ledviny se renální funkce pohybuje 

od anurie přes neoligoanurické akutní poškození ledvin (AKI), přes pomalý až po 

okamžitý rozvoj funkce. Nicméně, termíny DGF a ATN se často chybně používají 

k definici stejné poruchy, i když první z termínů je označení pro klinickou diagnózu, 

zatímco druhý výraz je histopatologický nebo-li patogenetický (Perico et al., 2004). 

Velké multicentrické studie většinou definují DGF jako potřebu dialýzy v prvním týdnu 

po transplantaci ledviny (Koning et al., 1997). I když je tato definice jednoduchá, 

vyloučí pacienty s dlouhodobým neoligoanurickým akutním poškození ledvin, kteří 

nemají jinou indikaci k dialýze, a také falešně identifikuje pacienty s pomalým 

nástupem funkce štěpu, kteří mohou vyžadovat dialýzu z jiné indikace než azotemie, 

jako je např. hyperkalemie.  
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V některých menších studiích byla DGF definovaná např. jako diuréza nižší než 

1200ml/den nebo pokles sérového kreatininu (S-Cr) o méně než 10% v průběhu 48 

hodin (Shoskes et al., 2001). Jiné studie definovaly nástup funkce štěpu jako pokles S-

Cr pod 221 µmol/L (Cosio et al., 1997) nebo minimální clearance kratininu 10 ml/min 

(ClCr vypočtený na základě rovnice Cockrofta a Gaulta) 10. den po transplantaci ledviny 

(Giral-Classe et al., 1998). Přestože neexistují jasné důkazy, které by upřednostnily 

některou ze zmíněných definic, je v klinické praxi nejpoužívanější definicí DGF potřeba 

HD v 1. týdnu po transplantaci ledviny. 

 

2.3 Rizikové faktory DGF 

2.3.1 Rizikové faktory na straně dárce a při odběru orgánu 

S klesající nabídkou orgánů k transplantaci došlo k nárůstu zájmu o marginální dárce, a 

to o dárce s nebijícím srdcem (DCD, donors after cardiac death) a tzv. ECD dárce 

(expanded criteria donors). ECD je dárce starší 60 let nebo starší 50 let s minimálně 2 

ze 3 komorbidit: anamnéza hypertenze, S-Cr>132 µmol/L, cerebrovaskulární příčina 

smrti (Rosengard et al., 2002). Přes podobné jednoroční přežívání mají štěpy ledvin od 

DCD dárců dvakrát vyšší riziko ATN než štěpy od dárců s bijícím srdcem (Hernandez et 

al., 1999). Svou roli hraje i nutnost inotropní podpory. U štěpů od dárců bez nutností 

inotropní podpory dochází častěji k okamžitému rozvoji funkce štěpu (83%) a k lepšímu 

jednoročnímu přežití (91%) než u štěpů od dárců na inotropní podpoře (58% a 73%) 

(Marshall et al., 1996). V rozvoji DGF hraje roli i způsob prezervace orgánů, zejména při 

akceptaci marginálních orgánů od ECD a DCD dárců a to ve prospěch pulzatilní perfuze 

před jednoduchým uskladněním na ledu (Shoskes et al., 1996). Dlouhá doba studené 

ischémie (CIT) je dalším z rizikových faktorů, zejména u mezinárodních programů 

sdílení orgánů (např. americký UNOS, evropský Eurotransplant), kdy doba studené 

ischémie často přesáhne i 24 hodin. Data z amerického registru ukázala až 23% nárůst 

rizika DGF na každých 6 hodin CIT (Ojo et al., 1997). Věk dárce je dalším významným 

rizikovým faktorem. Riziko DGF se zdvojnásobuje u štěpů od dárců starších 55 let 

(Halloran et al., 2001).  
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2.3.2 Rizikové faktory na straně příjemce a při transplantaci ledviny 

Prerenální, renální a renální faktory u příjemce mohou přispět k rozvoji DGF. 

Nejčastější prerenální příčinou je hypovolémie příjemce (Dawidson et al., 1992). 

Některé studie se zabývaly vlivem druhu dialyzační léčby na rozvoj funkce štěpu a 

označily peritoneální dialýzu za méně rizikovou v porovnání s hemodialýzou (Snyder et 

al., 2002). Souhrn rizikových faktorů pro opožděný rozvoj funkce štěpu ledviny je 

uveden v tabulce č. 1. 

 

2.4 Patofyziologie ischemicko/reperfuzního poškození (I/RI) 

Ischemicko/reperfuzní poškození aktivuje ve štěpu ledviny sled udalostí, které udržují 

renální poškození a hraje stěžejní roli v opožděném rozvoji funkce. Objasnění 

patofyziologie I/RI by mohlo přispět ke snížení výskytu opožděného rozvoje funkce 

štěpu ledviny. 

 

2.4.1 Ischemické poškození 

Při ischemii trpí tkáň nedostatkem kyslíku a živin a dochází k hromadění odpadních 

produktů metabolismu. K hlavním biochemickým změnám, ke kterým dochází na 

buněčné úrovni (obr. 1), patří inhibice oxidačního metabolismu, vyčerpání ATP, zvýšení 

anaerobní glykolýzy a inhibice pumpy pro Na/K ATPázu. ATP se rychle štěpí na 

hypoxanthin, který v nepřítomnosti kyslíku nemůže být dále metabolizován, jelikož 

tento proces probíhá pouze za aerobních podmínek (Edelstein et al., 1997). Rychlá 

anaerobní glykolýza vede k hromadění kyseliny mléčné, která snižuje intracelulární pH 

a k lysozomální nestabilitě s aktivací lytických enzymů. Inhibována je rovněž vazba 

přechodných kovů jako např. železa na jejich proteinové nosiče (transferin, feritin). To 

vede ke zvýšení intracelulární koncentrace volného železa, silného katalyzátoru reakcí, 

které vytvářejí kyslíkové radikály (Haugen et al., 1999). Generování těchto radikálů 

indukuje produkci jiných radikálů jako je oxid dusnatý (NO), který reaguje se 

superoxidovými radikály za vzniku peroxynitritu. Tento silný oxidant modifikuje 

proteiny tvorbou 3-nitrotyrozinu a to vede k  poškození membrány (Edelstein et al., 

1997). Navíc má NO potenciál narušit aktivní cytoskelet, což vede k odlupování 

proximálních tubulárních buněk a k tubulární obstrukci. Přesto, že zvýšená tvorba NO 
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inducibilní NO syntázou může zmírnit poškození ledvin podpořením vazodilatace, 

většina studií naznačuje, že NO hraje v této situaci negativní roli přes aktivaci 

poškození indukovaného kyslíkovými radikály (Perico et al., 2004).  

V reakci na renální ischémii dochází k aktivaci  cytoprotektivních mechanismů 

včetně rychlého snížení buněčné metabolické aktivity. V ledvinách od kadaverózních 

dárců je snížená exprese genů kódujících faktory důležitá pro adaptivní odpověď štěpu 

jako je například hemoxygenáza 1, vaskulární endoteliální růstový faktor a Bcl2 (Lemos 

et al., 2003). Tato snížená exprese se jeví jako defektní adaptace na ischemicko/ 

reperfuzní poškození a může mít negativní vliv na krátkodou funkci štěpu.  

 

 

 

 

 

Obrázek 1. Mechanismy biochemických a molekulárních změn při 

ischemicko/reperfuzním poškození v ledvině. Přerušovaná čára znázorňuje absenci 

proměny hypoxantinu na kyselinu močovou za anaerobních podmínek. Přebráno 

z Perico et al, Lancet, 2004 (Perico et al., 2004). 
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2.4.2 Reperfuzní poškození 

Opětovným průtokem krve se v ischemicky poškozených ledvinách po hypotermické 

prezervaci aktivuje sled událostí, které udržují renální poškození a hrají stěžejní roli 

v opožděném rozvoji funkce štěpu (obr. 2). Mechanizmy, souhrnně označovány jako 

generalizovaná zánětlivá odpověď, způsobí přímé poškození tkáně iniciací kaskády 

škodlivých buněčných odpovědí. Reperfuzí dojde ke znovuzahřátí, reoxygenaci, návratu 

do aerobního metabolismu (včetně oxidativní fosforylace) a tvorbě ATP. V ischemické 

tkáni po reperfuzi ale nadále dochází k tvorbě reaktivních forem kyslíku ve vysoké 

koncentraci. Superoxidový aniont (O2
-) a peroxid vodíku (H2O2) spolu reagují za vzniku 

vysoce reaktivního a cytotoxického hydroxylového radikálu, který iniciuje peroxidaci 

lipidů buněčné membrány (Haugen et al., 1999).  

Za normálních podmínek se v ledvině přirozeně vyskytují antioxidační enzymy 

proti účinkům volných kyslíkových radikálů (Edelstein et al., 1997, Haugen et al., 1999). 

Nicméně v čase reperfuze ischemické tkáně je obranná schopnost těchto lapačů 

přemožena rychlou tvrobou reaktivních kyslíkových radikálů, což má za následek smrt 

buňky apoptózou (Castaneda et al., 2003). Odpověď hostitele může dokonce 

potencovat poškození volnými kyslíkovými radikály.  

Zánětlivé cytokiny a chemokiny uvolněné při expresi adhezivních molekul na 

povrchu buněk přitahují neutrofily a monocyty, což vede k uvolnění dalších reaktivních 

kyslíkových radikálů a zhoršení renálního poškození (Haugen et al., 1999). Chemokiny, 

exprimováné krátce po ischemii a reperfuzi, jsou silnými chemoatraktanty neutrofilů. 

To vysvětluje zjištění, že neutrofily jsou primárním mediátorem poškození (DeVries et 

al., 2003). Okamžitá indukce ELR-CXC chemokinové podrodiny je patrná již 1 hodinu po 

transplantaci a vede k infiltraci neutrofilů (Chandrasekar et al., 2001). Druhý krok 

v expresi chemokinů, jehož součastí je interferon-gamma indukovatelný protein 10, 

monokin indukovaný interferonem-gamma a chemoatraktantový protein monocytů 1, 

začíná 3 hodiny po transplantaci a slouží k další infiltraci neutrofilů a iniciaci infiltrace 

monocyty, NK buňkami a T lymfocyty (DeVries et al., 2003). Vzhledem k tomu, že 

zvýšená exprese chemokinů závisí přinejmenším částečně na prvním kroku, mohlo by 

terapeutické zacílení proti chemokinům okamžitě po transplantaci, vést k ovlivnění 

všech fází transplantačního poškození. Další chemoatraktanty, zejména C5a 
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z komplementové kaskády, také přispívají k infiltraci neutrofily při 

ischemicko/reperfuznímu poškození tkáně, přičemž zdrojem komplementových 

komponentů je ledvina sama o sobě (Arumugam et al., 2002).  

 

2.4.3 Leukocyty a adhezivní receptory 

Umístění leukocytů v místech poškození nebo zánětu je z velké části zprostředkováno 

adhezivními receptory (obr. 2). Po počátečním pohybu leukocytů na aktivovaném 

endotelu interagují jejich receptory s adhezivními receptory na endoteliálních buňkách. 

To vede k jejich imobilizaci na endotelu a diapedéze stěnou cévy. Tyto procesy jsou 

zprostředkovány molekulami podobnými imunoglobulinům: intercelulární adhezivní 

molekulou 1 (ICAM1) a vaskulární buněčnou adhezivní molekulou 1 (VCAM1) a jejich 

ligandy na leukocytech (integrin-1 a integrin-2) (Perico et al., 2004).  

 Během reperfuze adherentní leukocyty obliterují lumen kapilár, vytvářejí 

proteolytické enzymy a uvolňují další cytokiny. Dochází ke kongesci ve vasa recta, 

poškození perfuze peritubulárními kapilárami a ke zvýšení endoteliální permeability 

(Bonventre et al., 1996). Zvýšená adheze vede dále ke vzniku volných kyslíkových 

radikálů a infiltraci tkáně aktivovanými leukocyty. Konečným výsledkem složité souhry 

mezi reaktivními kyslíkovými radikály, chemokiny a cytokiny, faktory komplementu, 

adhezními receptory a leukocyty je zánětlivý proces, který poškodí epitelové buňky 

ledvin, zejména proximálního tubulu.  
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Obrázek 2. Schématické znázornění migrace leukocytů, aktivace endoteliálních 

buněk a tvorby zánětlivých a vazoaktivních mediátorů, které spouštějí poškození 

tkáně po reperfuzi štěpu. Pozn.: ROS, reaktivní kyslikové radikály; GSH, glutation; 

TxA2, tromboxan A2; ET, endotelin; PGI2, prostacyklin. Přerušovaná čára znázorňuje 

inhibici.  Přebráno z Perico et al, Lancet, 2004. (Perico et al., 2004) 

 

2.4.4 Endoteliální dysfunkce a vazospasmus 

Ischemická ledvina po reperfuzi vykazuje různé stupně buněčného a funkčního 

poškození. To vede ke zvýšené renovaskulární rezistenci, zvýšené rezistenci aferentních 

arteriol a k významnému snížení rychlosti glomerulární filtrace, která je převážně 

důsledkem snížení glomerulárního transkapilárního hydraulického tlakového gradientu 

(obr. 2). Pomocí termodifuzních sond vložených do ledvinné kůry 30 pacientů po 

transplantaci ledvin byla zaznamenána nižší renální mikroperfuze u pacientů s 

opožděným nástupem funkce štěpu v porovnání se štěpy s okamžitým rozvojem funkce 

(Angelescu et al., 2003). Na vzniku vaskulární rezistence se podílí těžké poškození 

proximálních tubulů, které vede ke zpětnému transtubulárnímu prosaku filtrátu a 
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zhoršení proximální reabsorpce sodíku. K této vazomotorické nefropatii přispívá zpětný 

tlak z tubulů obturovaných buněčnou debris. Poškozený cévní endotel narušuje 

rovnováhu metabolismu eikosanoidů, což způsobuje vazokonstrikci z nadbytku 

tromboxanu a nedostatku prostacyklinu. V peritubulární kapilární síti ledvin 

vystavených ischémii dojde ke zvýšení exprese mRNA a proteinu pro endotelin, který 

zprostředkovává vasomotorické ischemicko/reperfuzní poškození. Ukázalo se, že 

pacienti s opožděným nástupem funkce štěpu mají vysokou koncentraci endotelinu-1 

v séru (Schilling et al., 1996). Úloha endotelinu ve zprostředkování cévních spasmů, 

které mohou udržovat potransplantační poškození ledvin je podporována 

experimentálním zjištěním, že selektivní a neselektivní antagoniste endotelinového 

receptoru zmírní ischemicko/reperfuzní poškození a časnou renální dysfunkci 

v experimentálním modelu. V tomto prostředí vazokonstrikce pomáha NO udržovat 

relaxaci cév a okysličení dřeně a je důležitým faktorem pro překonání poischemické 

vazokonstrikce (Huang et al., 2002).  

  

 2.5 Kvalita dárcovského orgánu 

Dlouhodobý výsledek transplantace ledviny závisí od stupně kumulativního poškození.  

Ten je výsledkem imunitních a neimunitních mechanismů jakými jsou smrt mozku 

dárce, věk dárce, ischemicko/reperfuzní poškození, ztráta nefronů, infekce nebo 

alloimunitní odpověď. To vše vede k zánětu a k následné intersticiální fibróze a 

tubulární atrofii (Famulski et al., 2007, Halloran et al., 1997, Jevnikar et al., 2008). 

K predikci dlouhodobé funkce je důležité stanovit kvalitu dárcovského orgánu, tj. počet 

přežívajících nefronů, schopnost orgánu čelit poškození a regenerovat (Bunnag et al., 

2009, Famulski et al., 2007, Nijboer et al., 2004). Vztah kvality orgánů k výsledku 

transplantace je doložen řadou důkazů: 

 

- štěpy od žijících dárců mají lepší 5- leté (80%) i 10- leté (55%) přežití 

v porovnání se štěpy od kadaverózních dárců (68%, 45%) (Cecka2005). 

- kvalita kadaverózního orgánu určuje 35-45% variability časné funkce štěpu (Suri 

et al., 1999). 

- opožděný rozvoj funkce štěpu jako následek peritransplantačního poškození je  



22 

 

ve srovnání s okamžitým rozvojem funkce spojen s horší dlouhodobou funkcí 

štěpu (Cosio et al., 1997, Suri et al., 1999) 

- transplantace ledvin od žijících dárců bez HLA shody dosahují lepších výsledků 

než transplantace ledvin od kadaverózních dárců s HLA shodou (Terasaki et al., 

1995). 

- věk dárce je nejsilnějším prediktorem dlouhodobých výsledků transplantací 

(Koppelstaetter et al., 2008) 

 

Při rozhodování o akceptování orgánu k transplantaci je důležité správně zhodnotit 

kvalitu orgánu v čase odběru. Počet tzv. marginálních dárců narůstá a lékaři často z 

opatrnosti odmítají potencionálně využitelné orgány (Sung et al., 2008, Womer et al., 

2009). V roce 2005 byla v USA odmítnuta každá 7. ledvina převažně z důvodu horší 

kvality určené z histologického vyšetření i přesto, že je známo, že histologie jen 

omezeně koreluje s výsledkem transplantace a morfologický obraz disociuje s funkcí 

ledviny (www.ustransplant.org) (Mengel et al., 2008, Nickeleit2009). Přesnější 

hodnocení kvality orgánu v kombinaci s klinickou charakteristikou dárce a příjemce by 

mohlo pomoct zvýšit množství využitých orgánů, umožnit lepší alokaci a individualizaci 

péče o dárce a příjemce (Halloran et al., 2001, Ojo et al., 1997). 

 

2.6 Predikce DGF 

2.6.1 Histopatologické skórovací systémy  

K přesnému posouzení kvality orgánu a predikci výsledku transplantace nepostačují 

informace o dárci a příjemci. Predikci by mohly zlepšit histopatologické nálezy 

v předimplantační nebo poreperfuzní biopsii. Biopsie definuje strukturální integritu 

ledviny (Randhawa et al., 2001), poskytuje základní anatomické informace, znalost 

preexistujícího onemocnění dárce, umožňuje sledování změn v čase. Tzv. biopsie v čase 

0 (tedy před transplantací) je nezbytná pro práci s marginálními dárci a v mnohých 

centrech patří mezi standardy péče. Tabulka č. 2 shrnuje dostupná data ze studií 

zabývajících se predikcí opožděného rozvoje funkce štěpu založené na 

histopatologickém skóre. 

http://www.ustransplant.org/


23 

 

Na spojitost glomerulosklerózy (GS) s výsledkem transplantace jako první 

poukázal Gaber, když zjistil vyšší výskyt DGF, vyšší sérový kreatinin v 1. roce a vyšší 

ztrátu štěpu u ledvin s výskytem více než 20% glomerulosklerózy v dárcovské biopsii. 

Toto pozorování vedlo k širokému uplatňování empirického pravidla, že ledviny s touto 

mírou glomerulosklerózy by neměly být k transplantaci použity (Gaber et al., 1995, 

Randhawa et al., 2001). Mnoho jiných studií tyto nálezy podpořilo (Anglicheau et al., 

2008, Chapman et al., 2005, Nankivell et al., 2001), zatímco jiné je vyvrátily (Bosmans 

et al., 2000, Edwards et al., 2004, Munivenkatappa et al., 2008). S krátkodobými i 

dlouhodobými výsledky transplantací byly spojovány i cévní změny, zejména 

fibrointimální ztluštění a arterioskleróza, stejně jako změny tubulointersticia, zejména 

tubulární atrofie a intersticiální fibróza (Bosmans et al., 2000, Cosio et al., 2005, 

Chapman2005, Nankivell et al., 2001, Nankivell et al., 2004). Nankivell ozřejmil, že 

štěpy s podobnými histologickými nálezy se mohou lišit v jejich osudu po transplantaci 

(Nankivell et al., 2001, Nankivell et al., 2004). S cílem zvýšit použití a prediktivní 

hodnotu biopsií v čase 0 rostl zájem o vytvoření tzv. kompozitního prognostického 

skóre (Nickeleit2009). Anglicheau ukázal, že kompozitní klinicko-patologické skóre 

založené na kreatininu dárce, anamnéze hypertenze a procentu glomerulosklerózy 

v biopsiích v čase 0, je dobrým prediktorem osudu štěpu a výrazně zvyšuje hodnotu 

biopsie při rozhodování o akceptování orgánu k transplantaci v porovnání se 

skórovacími systémy, které používají jen klinickou charakteristiku (Anglicheau et al., 

2008, Nyberg et al., 2001). 

Ačkoliv se kompozitní skórovací systémy, které kombinují klinicko-patologické 

nálezy, jevily jako slibné, nebyly zatím implementovány do každodenní klinické praxe. 

Je potřebná další validace na nezávislých kohortách pacientů, zavést jednotný 

systematický přístup k implantačním biopsiím, sjednotit čas provádění biopsie (před 

implantací štěpu nebo po reperfuzi), techniku biopsie (klínovitá excise vs. punkční 

biopsie), techniku skladování (zmražením nebo formalínem) a domluvit se na 

standardizovaném vyhodnocování v rámci Banffské klasifikace (El-Husseini et al., 2007, 

Nickeleit2009). Struktury, které jsou klíčové při progresi renálního poškození, jako 

např. denzita peritubulární vaskulatury, integrita vasa recta, nebo stupeň zánětu 

nejsou zatím rutinně v histologických nálezech popisovány (Eardley et al., 2008).  
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2.6.2 Klinické skórovací systémy  

Četné observační studie hodnotily využitelnost klinických parametrů pro posuzování 

kvality orgánu určených k transplantaci ledvin, jako i pro predikci krátkodobých a 

dlouhodobých výsledků či DGF (tabulka č. 3). Přesnou predikcí DGF bychom mohli lépe 

vybrat správného příjemce, lépe definovat péči o dárce i příjemce, zmírnit následky 

poškození orgánu a tak zlepšit dlouhodobé výsledky transplantací. Problémem 

klinických studií zabývajících se DGF je již výše uvedená nejednotná definice DGF a 

absence spolehlivých biologických ukazatelů, což přispívá k nedostatku terapeutických 

možností a k pozdní terapeutické intervenci.  

Irish vyvinul nomogram, pomocí kterého byl na základě 16 nezávislých 

rizikových faktorů dárce a příjemce schopen vypočítat pravděpodobnost DGF pro 

jednotlivého pacienta (Irish et al., 2003, Irish et al., 2010). Prospektivní validace 

nomogramu neprokázala výhody využití tohoto nástroje při rozhodování o alokaci 

orgánu či individualizaci imunosuprese k minimalizace DGF (Grossberg et al., 2006).  

Nyberg a Schold vyvinuli skóre, kterým identifikovali vztah mezi klinickými parametry 

dárce (věk a sérový kreatinin) kvalitou orgánu a krátkodobými i dluhodobými výsledky 

transplantace. Nybergovo DD (Deceased Donor) skóre zahrnuje informace o dárci (věk, 

anamnéza hypertenze, clearance kreatininu odhadnutou pomoci rovnice Cockcroft- 

Gault, příčinu smrti a shodu v HLA) (Nyberg et al., 2003). Scholdovo DRS skóre 

kombinuje věk dárce, CMV status, etnicitu, délku studené ischémie, shodu v HLA, 

příčinu úmrtí dárce, anamnézu hypertenze a diabetes mellitus (Schold et al., 2005). 

Raovo KDRI skóre (Kidney Donor Risk Index) zahrnuje 15 faktorů dárce a příjemce, 

které by v čase transplantace mohli pomoci při rozhodování o akceptování orgánu (Rao 

et al., 2009). Plata-Munoz potvrdil, že Nybergovo DD skóre je u marginálních ledvin 

schopné predikovat výskyt DGF a výši sérového kreatininu do 1. roku po transplantaci 

ledviny (Plata-Munoz et al., 2010). Snanoudj ukázal, že na základě samotné odhadnuté 

glomerulární filtrace dárce (eGFR) je možné rozhodnout o alokaci ledvin od tzv. ECD 

dárců k duální nebo jedné transplantaci ledviny (Snanoudj et al., 2009). 

Navzdory všem observačním studiím není žádný ze skórovacích systémů rutinně 

používaný v klinické praxi. Ačkoliv se tyto predikční skórovací systémy uplatňují na 

velkých souborech, nenašly místo v klinické praxi. Zahrnutí komplementárních 
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informací o histologii a genové expresi dárcovské ledviny by mohlo pomoci 

individualizovat a zlepšit výsledky predikce DGF. 

 

2.6.3 Molekulární profil dárcovské ledviny 

Protetomika, transkriptomika a metabolomika  patří mezi tzv. „omics“ technologie, 

které by mohly pomoci lépe porozumět patofyziologickým mechanismům, najít cílové 

dráhy a geny pro rozvoj nových léčiv a zlepšit výsledky transplantační medicíny. 

Banffské pracovní skupiny se již jistou dobu snaží zkombinovat histopatologii s 

molekulárnímí parametry. Vyšetření změn transkriptomu v dárcovském orgánu je 

atraktivní způsob jak spolu s klinickým a histopatologickým vyšetřením určit jeho 

kvalitu. Molekulární profilování přesahuje hranice histopatologie. Je známo, že akutní 

poškození ledvin, ke kterému dochází v průběhu každé transplantace, je 

charakterizované disociací mezi patologií a fyziologií (Rosen et al., 2008). Kromě toho 

je měření genové exprese objektivní, kvantitativní a vhodné k precizní analýze. 

První transkriptomové studie využívaly buď PCR k měření malého počtu 

vybraných genů (Avihingsanon et al., 2005), nebo měřily celogenomové profily genové 

exprese (Hauser et al., 2004, Kurian et al., 2005). 

Microarray analýzy ukázaly, že na rozdíl od morfologického vyšetření je 

zánětlivý transkriptom schopen odlišit ledviny od žijících a kadaverózních dárců 

(Hauser et al., 2004). Hauser a Naesens poukázali na vztah mezi komplementem a 

nárůstem inflamace ve štěpech od kadaverózních dárců (Hauser et al., 2004, Naesens 

et al., 2009). Kromě aktivace komplementové kaskády byl u kadaverózních ledvin 

popsán signifikantní nárůst transkriptů asociovaných s odpovědí akutní fáze a 

signifikantní pokles v transkriptech genů asociovaných s metabolismem. Kurian 

poukázal na vysokou sensitivitu při detekci jemných klinických a histologických 

zánětlivých změn, když byl schopen u pacientů rok po dárcovské nefrektomii ve zbylé 

ledvině s normálním histologickým nálezem detekovat zánětlivou odpověď při 

vyšetření trasnkriptomu (Kurian et al., 2005). Další analýzy identifikovaly 

v předimplantační biopsii soubor genů spojených s DGF (Mas et al., 2008) a prokázaly 

lepší prediktivní hodnotu v porovnání s klinickými a histologickými skórovacímí 

systémy (Mueller et al., 2008).  
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Možnost zachytit jemné zánětlivé změny, ischemicko/reperfuzní poškození a 

imunitní aktivaci transkriptů je také podpořena studiemi založenými na vyšetření 

biopsie v čase 0 metodou PCR. Hoffman analyzoval dynamiku ischemicko/reperfuzního 

poškození (Hoffmann et al., 2002). Stav okamžitě po reperfuzi byl charakterizován 

zvýšenou hladinou transkriptů celulární adheze, chemotaxe, apoptózy a aktivace 

monocytů, traskriptů T lymfocytů a kostimulace. Avihingsanon použil PCR měření 15 

předem vybraných genů v reperfuzních biopsiích a zjistil, že adheze indukovaná 

zánětem, aktivace imunity a apoptóza byly spojeny s DGF, akutní rejekcí a horší funkcí 

štěpu v 6. měsíci po transplantaci (Avihingsanon et al., 2005). Celkově tyto nálezy 

poukazují na to, že změny v expresi genů jsou citlivější než morfologické poškození. 

Přesto je obtížné identifikovat genové dráhy a transkripty, které by predikovaly 

dlouhodobou funkci štěpu. Perco popsal 80 genů exprimovaných u ledvin 

s histologickým poškozením (Perco et al., 2009). Tyto geny byly zapojeny do imunity a 

obrany, buněčné struktury a adheze, buněčného cyklu a komunikace.  Zajímavé je, že 

zatímco klinické a histologické ukazatele byly schopny vysvětlit pouze 14% variability 

sérového kreatininu v 1. roce, kombinace pouhých tří genů (NLRP2, IGJ, IGLA) vysvětlila 

28% variability. K podobným závěrům dospěly i jiné studie založené na PCR. Bodonyi-

Kovacs ukázal, že klinické ukazatele v kombinaci s intrarenální expresí lépe predikují 

výsledek transplantace (Bodonyi-Kovacs et al., 2010). Cravedi potvrdil, že ledviny od 

starších dárců s vyšší expresí ITGB2 měly horší jednoroční funkci, proteinurii a vyšší 

výskyt transplantační glomerulopatie (Cravedi et al., 2010). Všechny tyto nálezy 

podporují představy o vlivu ischemicko/reperfuzního poškození na funkci štěpu v 1. 

roce.  

V současné době se zkoumá mnoho potencionálních biologických ukazatelů. 

Velký potenciál se připisuje ukazatelům akutního poškození ledvin: KIM-1 (HAVCR1), 

NGAL (LCN2), IL18, nebo ukazatelům stárnutí: PGP, CDKN1A (p21), CDKN2A. Lze 

předpokládat, že spíš než jednotlivé biologické ukazatele, budou v identifikaci subjektů 

ohrožených ischemicko/reperfuzním poškozením, opožděným rozvojem funkce štěpu 

či nižší dlouhodobou funkcí přínosnější skupiny ukazatelů. 

Vyšetřením molekulárního profilu jsme schopni detekovat změny, které nejsou 

zachytitelné morfologickým či klinickým vyšetřením. Vyšetření zároveň poskytuje 
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kvantitativní měření zánětu a detekuje aktivaci biologických tříd a cest jako např. 

zvýšenou hladinu transkriptů imunitní odpovědi, obrany, oxidačního stresu a paralelní 

snížení transkripce genů asociovaných s metabolismem, transportem a vázaním iontů, 

čímž zachází za hranice histopatologického a klinického vyšetření. Často má normální 

histologický obraz vysoce abnormální molekulární profil (Mas et al., 2010, Mueller et 

al., 2007).  

Při vyšetření transkriptomu není cílem deskriptivně popsat molekulární profil, 

ale rozluštit odpověď genetického profilu. Například zánětlivá odpověď asociovaná 

s ischemicko/reperfuzním poškozením nebo opožděným rozvojem funkce štěpu sama 

o sobě nepredikuje výsledek, ale naznačuje, že zánětlivá odpověď může odrážet 

poškození tkáně a zárověň být nevyhnutelná pro reparaci tkáně. Mnoho studií na 

nezávislých kohortách ukázalo, že při  ischemicko/reperfuzním poškození a opožděném 

rozvoji funkce štěpu dochází k aktivaci stejných genových drah, které jsou spojeny s  

omezenou dlouhodobou funkcí a rejekcí, přičemž rozdíl je jen  kvantitativní. 

 

2.6.4 Úskalí “omics“ technologií 

Rozdíl mezi microarray a PCR přístupem spočívá v obecně nižší sensitivitě microarray 

technologie. K analýze dat genových expresí je potřebná jistá dávka statistické 

přísnosti. Často se identifikují rozdílně exprimované geny, které jsou pak validovány 

klastrovou analýzou na stejné kohortě pacientů a dosahují falešně nadhodnocených 

výsledků. Toto jen podtrhuje potřebu nezávislé validace. Dále je potřebné zvolit 

dostatečně vysokou hranici v rozdílech genové exprese, kterou budeme považovat za 

významnou. Opak vede k falešně pozitivním výsledkům. Je potřebné používat korekci 

na opakované měření. Na druhé straně toto příliš přísné nastavení může vést ke ztrátě 

biologicky významných rozdílů a k vyřazení vhodných ukazatelů (Allanach et al., 2008).  

Přístupy založené na PCR, které testují hypotézu s malým počtem genů, mají sice 

statistickou výhodu v tom, že se nemusí korigovat na tak vysoké množství opakovaných 

měření, ale nesou s sebou tíhu tzv. bias při selekci genů (Archer et al., 2009, Bustin et 

al., 2002). Identifikaci silných genových prediktorů ztěžuje nejednotná definice a 

standardy péče u různých potransplantačních událostí. 100% přesnost jakéhokoliv 

prediktora je vždy podezřelá (Schold et al., 2010). 
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Pomocí microarray či PCR je často analyzován bioptický materiál z tkáňové 

směsi a může obsahovat různé zavádějící struktury jako např. infiltrující buňky. 80% 

kortikální tkáně ledvin představuje tubulointersticiální kompartment. Tím pádem jsou 

v tranksripčním profilu celého genomu nedostatečně zastoupeny cévní a glomerulární 

struktury. Podobně se v transkriptomu pravděpodobně neprojeví věk ledviny jako i její 

funkce a rezervní kapacita, tj. počet nefronů, nesoulad mezi velikostí dárce a příjemce, 

stupeň glomerulosklerózy, onemocnění dárce (diabetes nebo hypertenze). K optimální 

interpretaci dat je vhodné doplnit klinické a histopatologické vyšetření. 

 

2.6.5 Integrace genomicko-klinicko-histopatologického přístupu  

Události po transplantaci jsou obtížně předvídatelné. Je proto otázné, zdali bude vůbec 

někdy možné predikovat dlouhodobé výsledky transplantací. K přesnější predikci je 

potřebný integrovaný přístup a validace na velkém počtu pacientů. Zatím neexistuje 

molekulární profil nebo individuální biologický ukazatel pro predikci osudu štěpu po 

transplantaci. Histomorfologické (např. stupeň glomerulosklerózy, periglomerulární 

fibróza, arterioskleróza, arteriolární hyalinóza), jako i klinické informace o dárci (věk, 

onemocnění, glomerulární filtrace), se navíc nemusí při vyšetření transkriptomu 

projevit (Mengel et al., 2008, Nickeleit et al., 2009). 

Proto je k vývoji individualizovaného skóre pro krátkodobou a dlouhodobou 

predikci výsledků transplantace potřebný systémový biologický přístup. Integrace 

molekulárních, klinických a anatomických dat by mohly být tím správným přístupem 

(Bromberg et al., 2010).  

Téměř všechny skórovací systémy zahrnují věk a kreatinin dárce. Nicméně, 

samotný věk dárce v kombinaci s histolopatologickým nálezem nestačí při určování 

výsledku transplantace a rozhodování o akceptaci orgánu (Foss et al., 2009). Ke 

komplexnějšímu chápaní situace a přesnějšímu odhadu kvality a osudu orgánu může 

přispět vyšetření molekulárního profilu. Je potřebné lépe porozumět 

peritransplantačnímu ischemicko/reperfuznímu poškození, reparačním schopnostem, 

perzistenci zánětlivé odpovědi, uremické paměti a dlouhodobým následkům akutního 

poškození ledvin. Toto by mohlo pomoci vyvinout cílenou terapii i sekundární prevenci 

akutního poškození ledvin nejen v transplantační, ale i obecné nefrologii  (Peeters et 
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al., 2008). Morbidita a mortalita akutního poškození ledvin v posledních desetiletích 

přetrvává i přes pokroky medicíny. Výzkum v transplantologii, v lidském „modelu“ 

ischemicko/reperfuzního poškození by mohl mít proto mnohem širší význam.  
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3. Hypotéza 

 

Ke zlepšení dlouhodobých výsledků transplantací ledvin je potřebné identifikovat 

pacienty v riziku opožděného rozvoje funkce štěpu a rejekce, kteří by profitovali 

z individualizace imunosupresivního režimu a peritransplantační péče. Je známo, že 

ischemicko/reperfuzní poškození hraje významnou roli v opožděném rozvoji funkce a 

ovlivňuje dlouhodobé přežití. Domnívame se, že vyšetření transkripčního profilu 

dokáže citlivě detekovat změny, které nejsou rozpoznatelné při histologickém 

vyšetření a pomůže poznat mechanismy poškození a možnosti jeho prevence. 

Předpokládame, že integrovaným genomicko-klinicko-histopatologickým přístupem 

dokážeme lépe zhodnotit kvalitu orgánu, předpovědět rozvoj funkce a osud štěpu 

v době transplantace. 
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4. Cíl práce 

1. Pomocí molekulárně biologických metod - analýzy expresního profilu vybraných 

genů ve 3 následných biopsiích v průběhu jednotlivých fází 

ischemicko/reperfuzního poškození (dárcovská, předimplantační, 

poimplantační biopsie) prokázat, že ischemicko/reperfuzní poškození štěpu 

ledviny se projeví změnou vybraného expresního profilu. 

 

2. Analýzou expresního profilu vzorku ledviny získané v době odběru orgánu 

k transplantaci identifikovat genové prediktory opožděného rozvoje funkce 

štěpu. 

 

3. Integrovaným přístupem, použitím histologického vyšetření ledviny od dárců s 

rozšířenými kritérii a klinické charakteristiky dárce a příjemce predikovat riziko 

opožděného rozvoje funkce štěpu. 

 

4. Analyzovat transkriptom transplantované ledviny po indukční léčbě rozdílnými 

antithymocytárními globuliny a zhodnotit vliv opožděného rozvoje funkce štěpu 

na molekulární profil.  

 

5. Vyšetřením exprese genů asociovaných s operační toleranci v periferní krvi 

predikovat rozvoj akutní rejekce po transplantaci ledviny. 
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5. Metodika 

Použité metody a soubory pacientů jsou podrobně popsány v přiložených publikacích. 

 

Populace 

K analýzám jsme použili renální tkáň a periferní krev pacientů, kteří podstoupili 

transplantaci ledviny v transplantačním centru IKEM v jednotlivých časových obdobích.  

 

Biopsie štěpu ledviny 

Protokolární biopsie byla provedena ve 3. měsíci po transplantaci ledviny, indikační 

biopsie štěpu při vzestupu Cr o víc než 10%, progresi proteinurie či přetrvávající afunkci 

štěpu. Dárcovskou biopsii jsme provedli při odběru ledviny k transplantaci. Při samotné 

transplantaci byla provedena předimplantační (před reperfuzí, na konci ischémie) a 

poimplantační biopsie (20 min po uvolnění cévních svorek, v období reperfuze).  

Histologické vyšetření bylo provedeno v souladu s Banffskou klasifikací 2005. Malá část 

(2mm) z kortikální oblasti bioptického vzorku byla okamžitě uskladněna 

ve stabilizačním roztoku (RNA later) a skladováná při teplotě -80°C do extrakce RNA. 

 

RNA extrakce a komplementární syntéza DNA 

Po homogenizaci renální tkáně jsme izolaci RNA provedli s použitím RNA blue agent. 

Izolovanou RNA jsme zředili v 30 µL vody očištěné od RNázy. Čistotu a koncentraci 

jsme ověřili spektrofotometrem (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). K další analýze 

jsme použili jen vysoce kvalitní RNA s číslem RNA integrity 8-10. 2 µg RNA jsme použili 

k přepisu do komplementární DNA s použitím Superscript reversní transkriptázy 

(Nitrogen, CA). RNA byla ošetřena DNázou. Jen komplementární vzorky DNA bez 

kontaminace genomickou DNA byly použity k analýze metodou real-time RT-PCR 

pomocí TaqMan low-density array (TLDA). 

 

Real-Time RT-PCR analýza s použitím TaqMan low-density array (TLDA) 

Vyšetření genového expresního profilu bylo provedeno použitím kvantitativní eseje 

real-time RT-PCR založené na technologii Taqman low-density array (TLDA). TLDA je 

mikrofludiní karta přizpůsobená potřebám konkrétního projektu, která obsahuje sondy 
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pro  kandidátní geny vybrané z katalogu firmy Applied Biosystems. Data jsme 

kvantifikovali pomocí SDS 2.4 softvéru (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

 

Analýza dat pro genovou expresi 

Hodnoty relativní genové exprese jsme získali z TLDA analýzy použitím 2-∆∆Ct metody 

pro relativní kvantifikaci (RQ, z angl. relative quantity), která je implementováná v 

Applied Biosystems RQ Manager Software v1.2.1 (Applied Biosystems). K výpočtu 

relativní kvantity jsme porovnali genovou expresi zkoumaného vzorku s kontrolním 

vzorkem. Data jsou prezentována jako násobek genové exprese zkoumaného vzorku 

vztažené k endogennímu referenčnímu genu a poměřená k relativní kvantitě 

kontrolního vzorku vztažené k endogennímu referenčnímu genu.  

 

Ke statistické analýze dat jsme použili statistický program SPSS verze 16 (Chicago, IL, 

USA). Použité statistické metody jsou podrobně popsány v jednotlivých publikacích.
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6. Vlastní výsledky výzkumné práce 

 

6.1 Molekulární profil ischemicko/reperfuzního poškození a identifikace prediktorů 

opožděného rozvoje funkce štěpu 

 

Úvod 

Ischemicko/reperfuzní poškození vede často k opožděnému rozvoji funkce a negativně 

ovlivňuje přežití transplantované ledviny. Tato prospektivní studie měla za cíl popsat 

intrarenální transkriptom v průběhu ischemicko/reperfuzního poškození a identifikovat 

geny asociované s opožděným rozvojem funkce štěpu.  

 

Metodika  

Intrarenální transkripční profil ischemicko/reperfuzního poškození jsme vyšetřovali ve 

třech sekvenčních biopsiích štěpu ledviny, a to při odběru ledviny (dárcovská biopsie) a 

v průběhu transplantace (předimplantační a poimplantační biopsie, obr. 3). Pomocí 

metody kvantitativní real-time RT-PCR (2-∆∆Ct) jsme měřili expresi 92 kandidátních genů 

ve štěpech ledviny s okamžitým (n=26) a opožděným (n=9) rozvojem funkce štěpu.  

 

 

 

Obr. 3. Časové provedení sekvenčních biopsií v průběhu odběru orgánu 

k transplantaci a samotné transplantace. 
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Výsledky  

Zatímco studená ischémie nevedla k významným změnám v expresním profilu 

kandidátních genů, došlo v průběhu reperfuze ke zvýšené expresi 16 genů 

asociovaných s aktivací přirozené a adaptivní imunitní odpovědi a apoptózy. Pomocí 

metody multivariantní logistické regrese jsme prokázali, že vyšší skóre pro tubulární 

atrofii (ct) ve spojení s nízkou expresí genu pro Netrin-1 může pomoci předpovědět 

opožděný rozvoj funkce štěpu (ROC AUC=0.89 pro testovací sadu, ROC AUC=0.81 pro 

validační sadu, obr. 4). 

 

 

Obr. 4 ROC křivka modelu logistické regrese pro predikci opožděného rozvoje funkce 

štěpu použitím kombinace genové exprese pro Netrin-1 a tubulární atrofii (ct) 

v dárcovské biopsii ledviny. 

Přerušováná čára reprezentuje trénovací sadu (ROC AUC 0.89). Plná čára zobrazuje 

validaci použitím metódy „leave-one-out“, 35x (průměrná ROC AUC 0.81). Tečkovaná 

čára zobrazuje ROC křivku pro samostatné prediktory- drobné tečky pro Netrin1 (ROC 

AUC 0.785) a velké tečky pro skóre pro tubulární atrofii (ROC AUC 0.637). 
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Diskuse  

Tato studie popsala histologické a molekulární změny ve třech po sobě jdoucích 

biopsiích provedených při odběru orgánu a v průběhu samotné transplantace. I přes 

absenci histologických abnormalit jsme pozorovali změněnou expresi genů ve vztahu k 

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

enormním změnám transkriptomu, ke zvýšené aktivaci přirozené a adaptivní imunitní 

odpovědi a apoptózy a k významné heterogenitě transkripčního profilu v 

poimplantačních biopsiích. Možným vysvětlením molekulárního ticha během ischémie 

je potlačení metabolismu jako základního fyziologického mechanismu. Naše data 

naznačili, že molekulární profilování přesahuje hranice histopatologie. Použitím 

“molekulárního mikrosokopu” jsme schopni odhalit i diskrétní změny, ke kterým 

dochází v průběhu ischemicko/reperfuzního poškození. 

Primárním cílem této studie bylo identifikovat potencionální rizikové faktory 

DGF. Ledviny, u kterých došlo k opožděnému rozvoji funkce, vykazovaly vyšší skóre pro 

tubulární atrofii a nízkou expresi genou pro Netrin-1. Toto poukazuje na důležitou roli 

kvality tubulů v časném potransplantačním průběhu. Preexistující tubulární atrofie 

v dárcovské ledvině je obrazem ztráty tubulárních buněk následkem chronického 

poškození. I/RI spouští apoptózu, která preferenčně poškozuje tubulární buňky a vede 

k akutní tubulární nekróze. Apoptóza není jen příčinou buněčné smrti po I/RI ale 

přispívá i k zotavení z I/RI a tím zabezpečuje rovnováhu při excesivní proliferaci 

tubulárních buněk při regeneraci a nastolení tubulární integrity. Výkonná cesta 

apoptózy je potlačována tzv. faktory přežití.  Jejich nedostatek spouští apoptózu, 

zatímco jejich dostupnost usnadňuje zotavení z I/RI. Mezi tzv. faktory přežití patří i 

Netrin-1, který napomáha regeneraci tím, že stimuluje proliferaci přežívajících 

renálních tubulárních buněk a inhibuje apoptózu. Za normálních okolností je Netrin-1 

ve zdravých tubulárních buňkách exprimovaný  jen v minimálním množství. Jeho 

exprese v tubulárních buňkách narůstá při akutním poškození ledvin, 

ischemicko/reperfuzní poškození nevyjímaje. V naši práci jsme popsali sníženou expresi 

genu pro Netrin-1 ve štěpech s opožděným rozvojem funkce štěpu.  
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Domnívame se, že vyšetření exprese pro Netrin-1 by mohlo pomoci lépe 

porozumět vulnerabilitě dárcovské ledviny vůči I/RI, zvlášťě u ledvin od dárců 

s rozšířenými kritérii s již  preexistujícím poškozením. 

 

 Závěr 

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

kvalita tubulárních buněk definována jako vyšší míra 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. 

Na rozdíl od ischémie, byla reperfuze i přes minimální výskyt  

histopatologických abnormalit spojena se zvýšenou aktivací přirozené a adaptivní 

imunity a apoptózy. Lze tedy soudit, že kombinace konvenčních histopatologických 

metod s technikami molekulární patologie by mohla představovat účinný nástroj 

k identifikaci dárcovských ledvin v riziku opožděného rozvoje funkce.  

 

 

 

 

 

 

Článek byl publikován v časopise Transplantation. 

Tubular atrophy and low netrin-1 gene expression are associated with delayed kidney 

allograft function. Transplantation. 2014 Jan 27;97(2):176-83. 

 

Kompletní znění článku je přiloženo v anglickém jazyce. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24092381


38 

 

 



39 

 

 



40 

 

 



41 

 

 



42 

 

 



43 

 



44 

 

 



45 

 

 



46 

 

6.2 Identifikace ledvin od dárců s rozšířenými kritérii v riziku opožděného rozvoje 

funkce štěpu 

 

Úvod  

Nedostatek orgánů vede ke zvýšenému využití ledvin od dárců s rozšířenými kritérii, 

tzv. ECD dárců, což přispívá k vyššímu riziku opožděné funkce štěpu. Cílem této práce 

bylo identifikovat ledviny v riziku DGF. 

 

Metodika  

K predikci rizika DGF po transplantaci ledviny jsme použili histologické hodnocení 

dárcovské renální biopsie a klinickou charakteristiku dárce a příjemce. Souhrnné 

Banffské skóre spočívalo v součtu skóre pro intersticiální fibrózu (CI), tubulární atrofii 

(CT), hyalinní ztluštění arteriol (AH), fibrózní ztluštění intimy (CV) a procentuální 

zastoupení sklerotizovaných glomerulů (GS). 

 

Výsledky  

K opožděnému rozvoji funkce štěpu po transplantaci ledviny došlo ve sledovaném 

období u 126 pacientů z 344. U těchto pacientů jsme nalezli vyšší histologické skóre 

pro intersticiální fibrózu (CI), tubulární atrofii (CT), fibrózní ztluštění intimy (CV) a 

souhrnné Banffské skóre, přičemž jako nezávislé prediktory DGF se jevily jen CI a CV. 

Součtem CI + CV jsme vytvořili nové CIV skóre, které lépe predikuje DGF (OR 2.68; 95% 

confidence interval, 1.55-4.66; P<0.001), než sourhnné Banffské (OR, 1.48; 95% 

confidence interval 0.85-2.55; P=NS). Kombinace CIV skóre s klinickými parametry 

dárce (věk + příčina úmrtí) zlepšila predikci DGF (podrobnosti viz obr. 5). U ledvin s CIV 

skóre ≥ 1 od dárce staršího 51 let a s anoxickým poškozením mozku bylo riziko DGF 

nejvyšší. Naopak, ECD dárci s CIV skóre < 1 představovali podskupinu dárců v nejnižším 

riziku DGF, které bylo porovnatelné s rizikem DGF u ledvin od dárců se standardními 

kritérii (SCD, z angl. standard criteria donor) (29.3% vs. 28.4%). 
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Obr. 5  ROC analýza predikce opožděného rozvoje funkce štěpu pomocí souhrnného 

Banffského skóre, CIV skóre a kombinace CIV skóre s věkem dárce a příčinou úmrtí. 

Pozorovali jsme hraniční rozdíl v síle predikce  DGF mezi souhrnným Banffským skóre 

(ROC AUC 0.626) a CIV skóre (ROC AUC 0.659, p=0.051). Přidáním charakteristiky dárce 

(věk + příčina úmrtí) jsme zvýšili prediktivní sílu modelu (ROC AUC 0.694, CIV AUC vs. 

AUC CIV+ věk dárce+ příčina úmrtí p= 0.027) 

 

Diskuse  

Použití ledvin od dárců s rozšířenými kritérii (ECD) je spojeno s vyšším rizikem 

opožděného rozvoje funkce štěpu. Řada provedených studií se zaměřila na predikci 

DGF. Bylo vytvořeno mnoho skórovacích systémů k lepší identifikaci ledvin v riziku. 

Nicméně, většina skórovacích systémů hodnotila pouze klinickou charakteristiku dárce 

a přijemce a nezahrnovala histologické hodnocení dárcovského orgánu. Právě 

histologický nález by mohl být užitečný při zhodnocení kvality ledvinného štěpu a k 

predikci výsledku transplantace. Přesto, v mnoha centrech jsou dárcovské biopsie 

prováděné pouze za účelem posouzení orgánu od marginálních, tzv. ECD dárců. Kromě 

toho se ECD klasifikace bez histologického vyšetření často používá jako rozhodovací 

nástroj pro přijetí či odmítnutí ledvinného štěpu.  
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Cílem této studie 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. 

Po zhodnocení velkého množství dárcovských biopsií jsme vytvořili vlastní kompozitní, 

tzv. CIV skóre, které nezávisle predikovalo DGF. Toto inovativní CIV skóre mělo lepší 

prediktivní hodnotu než tradiční souhrnné Banffské skóre. Příjemci ledvin s CIV skóre ≥ 

1, od dárce staršího 51 let a po anoxickém poškození mozku byli ve vysokém riziku 

opožděného rozvoje funkce štěpu.  

Několik studií prokázalo vztah mezi histopatologickým nálezem a výsledkem 

transplantace. Nicméně, většina studií zkoumala asociaci se skóre pro jednotlivé 

kompartmenty ledviny. Pouze jedna studie hodnotila kompozitní skóre, tzv. souhrnné 

Banffské skóre, které spočívalo v součtu skóre pro intersticiální fibrózu (CI), tubulární 

atrofii (CT), hyalinní ztluštění arteriol (AH), fibrózní ztluštění intimy (CV) a procentuální 

zastoupení sklerotizovaných glomerulů (GS) (Snoeijs et al., 2008). Tato konkrétní studie 

však nezkoumala nezávislost jednotlivých komponentů skóre s výsledkem 

transplantace. Naše studie je první, která poukázala na to, že jen CI a CV, a ne všechny 

komponenty souhrného Baffského skóre jsou nezávislými rizikovými prediktory DGF. 

Nejen, že jsme prokázali, že kompozitní CIV skóre je při predikci DGF lepší než 

souhrnné Banffské skóre, ale také umožňuje identifikovat podskupinu ledvin od ECD 

dárců, které jsou v porovnatelném riziku DGF jako ledviny od SCD dárců. Prediktivní síla 

kompozitního CIV skóre byla srovnatelná u ECD i SCD dárců. 

Přes všechny snahy najít ideální způsob hodnocení kvality orgánu zůstává 

biopsie dárce spolu s klinickou charakteristikou dárce a příjemce nejlepším 

prognostickým nástrojem. Anglicheau et al. (Anglicheau et al., 2008) poukázal na to, že 

kompozitní klinicko-patologické skóre založené na kreatininu dárce, anamnéze 

hypertenze, % glomerulosklerózy v předimplantačních biopsiích lépe predikovalo osud 

transplantované ledviny než skórovací systémy založené jen na klinické charakteristice. 

Naše výsledky podporují roli tradičních rizikových faktorů DGF (např. věk dárce, hladina 

sérového kreatininu, anoxické poškození mozku dárce), ale zároveň poukazují na 

význam intersticiální fibrózy (CI) a fibrointimálního ztluštění (CV) v histologickém 

hodnocení dárcovské ledviny. Kromě toho naše studie zdůrazňuje význam 
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histologického vyšetření u všech dárcovských ledvin včetně SCD dárců, protože bylo 

prokázano, že SCD ledviny s CIV  skóre > 1 jsou ve srovnatelném riziku DGF jako ledviny 

od ECD dárců (40% vs 48%, p = NS). Navíc, skupina ECD ledvin představuje poměrně 

heterogenní kohortu s různou mírou rizika DGF dle CIV skóre. Výsledky naší studie 

podporují provádění biopsií dárcovských ledvin u všech bez ohledu na příslušnost dle 

ECD klasifikace. 

 

Závěr  

Inovativní kompozitní histologické CIV skóre spolu s klinickou charakteristikou dárce 

lépe predikuje riziko DGF než tradiční souhrnné Banffské skóre. Pomocí CIV skóre bylo 

možné identifikovat ledviny od ECD dárců, které jsou v nízkém riziku DGF. To by mohlo 

ulehčit alokaci orgánů či výběr imunosupresivního režimu. Použití v klinické praxi je 

potřebné ověřit na nezávislých kohortách.  

 

Článek byl publikován v časopise Transplantation. 

 

Identification of Expanded Criteria Donor Kidney Grafts at Lower Risk of Delayed Graft 

Function. Transplantation, 2013, 15;96(7):633-8.  

 

Kompletní znění článku je přiloženo v anglickém jazyce. 
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6.3 Intrarenální exprese genů po indukční léčbě antithymocytárním globulinem a vliv 

opožděného rozvoje funkce štěpu  

 

Úvod 

Indukční terapie je spojena s výbornými jednoročními výsledky transplantací ledvin. 

Cílem této studie bylo vyhodnotit rozdíly v trankripčním profilu vybraných genů 

v biopsii štěpu ledviny po úspěšné indukční terapii králičím antithymocytárním 

globulinem (polyklonální depleční protilátkou) a zhodnotit vliv opožděného rozvoje 

funkce štěpu na rozdíly v expresním profilu. 

 

Metodika  

Pomocí techniky real-time RT-PCR jsme v biopsii štěpu 3 měsíce po transplantaci 

kvantitativně určili expresi 376 kandidátních genů pro toleranci, zánět, T-a B-buněčnou 

imunitní odpověď a apoptózu. Zkoumali jsme vzorky z protokolární biopsie ledvin s 

nerejekčním histologickým nálezem po indukci Thymoglobulinem nebo ATG-Fresenius 

(ATG-F) a v kontrolní skupině bez indukční léčby.  

 

Výsledky  

Profil exprese genů ve štěpu ledviny po indukci Thymoglobulinem byl odlišný od profilu 

po indukci ATG-F, rozdíly byly v expresi 18 genů z 376 měřených. Po indukci 

Thymoglobulinem jsme pozorovali sníženou expresi genů zapojených do dráhy pro NF-

κB (TLR4, MyD88, CD209), kostimulaci (CD8, CTLA4), apoptózu (NLRP1), chemotaxi 

(CCR10) a funkci dendritických buněk (CLEC4C).  Při hierarchické klastrové analýze se 

transkripční profil po indukci Thymoglobulinem zřetelně odlišoval od ATG-F a byl 

podobný kontrolní skupině (obr. 6). 

 

Diskuse  

Předchozí klinické studie poukázaly na rozdíly v účinnosti a bezpečnosti léčby králičími 

antithymocytárními thymoglobuliny (rATG). V této studii jsme zjistili, že indukce 

Thymoglobulinem byla spojena s potlačením signální dráhy pro NF-κB, funkci 
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dendritických buněk, chemoatrakci, apoptózu a kostimulaci, tj. mechanismů, které se 

účastní jak přirozené, tak adaptivní imunitní odpovědi.  

Předpokládá se, že transplantované ledviny s normálním histologickým nálezem 

a stabilní renální funkcí vykazují heterogenní molekulární fenotyp, což vysvětluje 

následnou klinickou variabilitu v potransplantačním průběhu. Molekulární 

heterogenita štěpů je pravděpodobně důsledkem rozdílné imunosuprese. 

 

 

 

Obr. 6. Nekontrolovaná hierarchická klastrová analýza použitím 18 rozdílně 

exprimovaných genů. Expresní profil po indukci ATG-F se jasně odlišuje od vzorků bez 

indukce či po indukci Thymoglobulinem. Červená barva označuje zvýšenou expresi, 

zelená barva sníženou expresi genů (hodnoceno jako relativní kvantita vztažena ke 

kalibrátoru a tzv. endogennímu housekeeping genu)- podrobnosti viz metody a 

přiložená pdf verze originálního článku). 

 

V naší studii jsme prokázali, že indukční terapie Thymoglobulinem navozuje u 

imunologicky vysoce rizikových pacientů transkripční profil podobný nízkorizikovým 

pacientům bez indukční léčby, a že tento profil je odlišný od pacientů léčených ATG-F. 
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Podobnost genového expresního profilu u pacientů po indukční léčbě 

Thymoglobulinem a u pacientů bez indukce naznačuje podobnou úroveň aktivace 

imunitní odpovědi ve štěpu i přes zjevné rozdíly v imunologickém riziku. Toto 

pozorování posilňuje tvrzení předchozích studíí, které ukázaly, že Thymoglobulin je 

bezpečná a účinná indukční léčba u senzitizovaných pacientů k HLA antigenům 

k prevenci rejekce po transplantaci ledviny (Eckardt et al., 2009).  

V minulosti byl prokázán odlišný immunomodulační potenciál ATG-F a 

Thymoglobulinu a spekulovalo se o silnějším antirejekčním účinku u Thymoglobulinu 

(Muller et al., 1999). Segregace ATG-F od skupiny s Thymoglobulinem 

v nekontrolovaném hierarchickém klastrování naznačuje, že na  regulaci alogenní 

odpovědi po indukci rozdílnými rATG se podílejí různé mechanismy. Ukázali jsme, že u 

ATG-F dochází i přes aktivaci signální cesty pro NF-κB a genů podílející se na funkci 

dendritických buněk ke zvýšení aktivity přirozené imunity, která je dle recentních 

zjištění součastí akutní rejekce (Obhrai et al., 2006). 

Dendritické buňky, nejsilnější antigen prezentující buňky, jsou považovány za 

potencionální cíle pro potlačení alloreaktivity a navození tolerance. Bylo prokázano, že 

rATG interferují s diferenciací, zráním a imunitní funkcí dendritických buněk a to právě 

přes aktivaci NF-κB (De Creus et al., 2005). NF-κB reguluje expresi genů zapojených do 

ischemicko/reperfuzního poškození, rejekce štěpu a transplantační tolerance. 

K aktivaci NF-κB dochází také u akutního poškození ledvin v míře závislé na stupni 

inflamace (Rangan et al., 1999). Inhibitory a antagonisté aktivace NF-κB měly příznivý 

efekt v experimentálním modelu poškození ledvin (Sanz et al., 2010). Výše uvedené 

naznačuje, že aktivace NF-κB hraje kritickou roli při zánětlivém poškození ledviny. 

V naší studii jsme prokázali nižší expresi genů pro aktivaci signální dráhy NF-κB v 

transplantované ledvině po indukční léčbě Thymoglobulinem. Dále jsme pozorovali 

upregulaci AK3L1, potencionálního tolerančního ukazatele, jehož genové fragmenty 

byly identifikovány v séru myššího modelu tolerance (Sawitzki et al., 2007). Na rozdíl 

od jiných pracovních skupin (Feng et al., 2008, Lopez et al., 2006) jsme nenašli rozdíly 

v genové expresi tolerantního  FoxP3. Tyto výsledky jsou v souladu s pozorováním, 

které nepotvrdilo zvýšenou upregulaci FoxP3 mRNA transkriptů 2 roky po transplantaci 

(Louis et al., 2007). Vysvětlením je, že k optimální tvorbě T regs dochází při podstatně 
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nižší koncentraci rATG než je sérová koncentrace dosažená standardním dávkováním 

rATG po transplantaci ledviny (AbouZahr et al., 2007). 

Ačkoliv je v současnoti použití indukční léčby značně rozšířené, málo se ví, co 

udržuje tzv. imunitní ticho krátce po transplantaci. Proto jsme se rozhodli analyzovat 

tříměsiční protokolární biopsie a prozkoumat probíhající molekulární procesy 

v transplantované ledvině se stabilní renální funkcí, bez anamnézy rejekce a po indukci 

rATG. Limitací této studie byl nízký počet pacientů a popisný charakter studie. Na 

straně druhé, jednalo se o první studii, která zkoumala tuto specifickou situaci a 

poskytla nové informace jak dva různé králičí antithymocytární globuliny kontrolují 

imunitní odpověď in vivo.  

 Vzhledem k vyšší incidenci opožděného rozvoje funkce štěpu po indukci ATG-F 

nás zajímalo, jestli pozorovaný  rozdíl v transkripčním profilu není důsledkem DGF. 

Doplňující experiment neprokázal rozdílnou expresi kandidátních genů mezi štěpy 

s opožděným a okamžitým rozvojem funkce štěpu, což podporuje teorii, že pozorované 

rozdíly jsou důsledkem rozdílné indukční IS léčby.  

 

Závěr 

I přes normální morfologický nález v třiměsíční protokolární biopsii a stabilní renální 

funkci je intrarenální trankriptom u pacientů léčených různou indukční terapií 

(Thymoglobulin vs. ATG-F) odlišný. U vysoce rizikových pacientů po indukci 

Thymoglobulinem byl transkriptom podobný nízkorizikové skupině bez indukce.  

Domnívame se, že potlačení signální dráhy pro NF-κB  po indukci Thymoglobulinem 

může svědčit pro účinnější alloimunitní regulaci a vysvětlovat úspěch této biologické 

léčby v klinické praxi.  

 

Článek byl publikován v časopise Transplantation. 

Differential regulation of the nuclear factor-κB pathway by rabbit antithymocyte 

globulins in kidney transplantation. Transplantation. 2012 Mar 27;93(6):589-96.  

 

Kompletní znění článku je přiloženo v anglickém jazyce. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22334040
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6.4 Predikce akutní rejekce po transplantaci ledviny vyšetřením exprese tolerantních 

genů v periferní krvi  

 

Úvod 

Nedávno byl identifikován molekulární profil pacientů s operační tolerancí 

po transplantaci ledviny s dlouhodobě funkčním štěpem bez imunosuprese. Exprese 

genů asociovaných s tolerancí v periferní krvi pacientů užívajících imunosupresi nebyla 

zatím podrobně objasněna. 

 

Metodika  

V této prospektivní studii jsme měřili expresi 8 vybraných genů popsáných u 

nemocných s operační  tolerancí (MS4A1,CD79B, TCL1A, TMEM176B, FOXP3, TOAG-1, 

MAN1A1, a TLR5). Vyšetřili jsme vzorky periferní krve u 67 pacientů v době 

transplantace ledviny a dále 7., 14., 21., 28. den a 2., 3., 6., 9., 12. měsíc po výkonu. 

Současně byla vyšetřena intrarenální genová exprese v biopsiích štěpu. Použitím 

průtokové cytometrie jsme stanovili počet B lymfocytů (CD45+CD19+CD3-). Porovnali 

jsme expresní profily pacientů s akutní rejekcíi, hraničními změnami a bez rejekce. 

K analýze longitudinálních dat jsme použili generalizovaný lineární smíšený model 

s gamma distribucí pro opakované měření, adjustovaný na indukční léčbu. 

 

Výsledky 

U pacientů bez rejekce, případně s hraničními změnami jsme pozorovali signifikantně 

vyšší počet periferních B-lymfocytů v porovnání s pacienty s akutní rejekcí (obr. 7). Ve 

skupině pacientů s nerejekčním nálezem jsme zjistili signifikantně vyšší expresi genů 

pro MS4A1 (CD20), TCL1A, CD79B, TOAG-1, and FOXP3 v porovnání s pacienty s rejekcí. 

Nejvyšší rozdíly jsme pozorovali v průběhu prvních třech měsíců. Naopak, gen pro 

TMEM176B (TORID) byl upregulován u pacientů s rejekcí. Podobný trend jsme 

zaznamenali i při porovnání pacientů s hraničními změnami.  
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Obr. 7. Absolutní počet periferních B lymfocytů v periferní krvi pacientů s akutní 

rejekcí, hraničními změnami a u pacientů bez rejekce v 1. roce po transplantaci 

ledviny. Vyšší počet B lymfocytů jsme pozorovali u pacientů bez akutní rejekce.  

  

Diskuse  

Úspěšné dlouhodobé přežití štěpů je spojeno se slabou aloimunitní odpovědí. U těchto 

pacientů není nutná potentní imunosupresivní léčba, která může mít četné vedlejší 

účinky. Spolehlivý test by pomohl identifikovat pacienty vhodné k minimalizaci léčby. 

Některé imunitní buňky mají schopnost regulovat a udržet alloimunitní ticho. 

V minulosti se pozornost soustředila na T lymfocyty. Málo se vědělo o roli B lymfocytů 

při navození a udržení transplantační tolerance. Myslelo se, že B lymfocyty jsou v první 

řadě asociované se vznikem akutní protilátkami zprostředkované rejekce a spojené 

s horší prognózou (Zarkhin et al., 2008). V rozporu s tím, byl nedávno popsán vztah 

mezi zvýšenou expresí genů pro B-lymfocyty a lepším výsledkem léčby akutní rejekce  

(Scheepstra et al., 2008) (Viklicky et al., 2010).  

U tolerantních pacientů se stabilní renální funkcí bez imunosupresivní léčby byl 

popsán zajímavý transkripční profil. Nejvýznamnější byl vztah mezi tolerancí a 

zvýšenou expresí B lymfocytárních transkriptů jako i zvýšeným počtem B lymfocytů 
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v periferní krvi v porovnání s pacienty s chronickou rejekcí (Louis et al., 2006, Newell et 

al., 2010). Málo se ví o B-lymfocytární expresi u pacientů se stabilní renální funkcí na 

imunosupresivní léčbě. Proto jsme provedli 12ti měsíční prospektivní observační studii 

s monitorací známých ukazatelů opeační tolerance. Cílem této práce bylo na základě 

vyšetření exprese kandidátních genů identifikovat pacienty se slabou aloimunitní 

odpovědí, kteří by mohli profitovat z minimalizace imunosuprese.  

U pacientů bez rejekce jsme pozorovali zvýšení transkriptů asociovaných 

s toleranci jak v periferní krvi, tak i v renální tkáni v prvním roce po transplantaci 

ledviny Nejvýraznější rozdíl byl v expresi genů asociovaných s funkcí B lymfocytů 

v prvních 3 měsících po transplantaci. 

V regulaci imunitní odpovědi hrají zásadní roli regulační T lymfocyty (Treg). Bylo 

prokázano, že FoxP3, hlavní transkripční faktor asociovaný s Treg je downregulovaný 

v krvi, moči a renální tkáni pacientů s akutní rejekcí a upregulovaný u pacientů bez 

rejekce (Bestard et al., 2008). Exprese genů asociovaných s tolerancí (TOAG-1 a alpha-

1,2-mannosidáza) byla snížená v periferní krvi a renální tkáni pacientů před rejekcí. To 

by mohlo mít význam v klinické praxi při monitoraci pacientů po transplantaci (Sawitzki 

et al., 2007). V naší studii jsme zaznamenali vyšší expresi FoxP3 a TOAG-1 v periferní 

krvi pacientů bez rejekce, zatímco intrarenální exprese TOAG-1 byla u štěpů s akutní 

rejekcí snížená. 

Při rozhodování o osudu štěpu je důležité složení populace B lymfocytů. Naivní 

a přechodné B lymfocyty jsou spojeny s dlouhodobým přežitím štěpu a tolerancí, 

zatímco paměťové B lymfocyty s omezeným přežitím štěpu a rejekci (Kirk et al., 2010). 

Naše studie potvrdila klinický význam nedávno popsaných ukazatelů tolerance 

asociovaných s B lymfocyty. Exprese těchto genů byla potlačená v periferní krvi 

pacientů s časnou akutní rejekcí. 

Mnoho studií analyzovalo tolerantní pacienty s dlouhodobou funkcí štěpu. Naše 

studie poskytla odlišný pohled, když se zabývala ukazately operační tolerance ve 

včasném potransplantačním průběhu u pacientů s vysokými dávkami imunosuprese 

v průběhu akutní rejekce. Ukazatele asociované s naivními a zralými B lymfocyty byly 

upregulované v periferní krvi pacientů bez rejekce ve včasných měsících po 
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transplantaci. To by mohlo značit expanzi B lymfocytů při nízké alloimunitní odpovědi 

Na konci sledovaného období se tyto rozdíly smazaly.  

V této studii jsme analyzovali pacienty s hraničními změnami jakou 

samostatnou skupinu. Přesto, že Banffská klasifikace nepovažuje hraniční změny za 

rejekci, mnoho center podává pulzy steroidů k léčbě. Ukázalo se, že pacienti s 

hraničními změnami reprezentují nehomogenní kohortu s odlišným molekulárním 

profilem v porovnání s akutní T buňkami zprostředkovanou rejekcí (de Freitas et al., 

2012). Zajímavostí je, že v naši studii byla exprese tolerantních transkriptů v periferní 

krvi a renální tkání ve skupině s hraničními změnami podobná skupině s nerejekčním 

nálezem. Tato prospektivní observační studie je první studie, která ověřila vztah a 

protektivní roli tolerantních transkriptů asociovaných s B lymfocyty u pacientů po 

transplantaci ledviny na imunosupresivní léčbě.  

 

Závěr 

Pozorovali jsme zvýšenou expresi genů pro B lymfocyty u pacientů bez rejekce 

podobně jako u pacientů s operační tolerancí bez imunosupresivní léčby. 

 

 

 

Článek byl publikován v časopise Transplantation. 

B-cell-related biomarkers of tolerance are up-regulated in rejection-free kidney 

transplant recipients. Transplantation. 2013 Jan 15;95(1):148-54. 

 

 

Kompletní znění článku je přiloženo v anglickém jazyce. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23222918
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7.  DISKUSE 

 

Výsledky předkládané disertační práce jsou in extenso diskutovány v přiložených a 

recenzovaných článcích; zde uvádím jejich souhrn.  

 

V prvním tématickém okruhu této práce jsme se věnovali analýze expresního 

profilu vybraných genů ve 3 následných biopsiích v průběhu jednotlivých fází 

ischemicko/reperfuzního poškození. První biopsie byla provedena v čase odběru 

ledviny k transplantaci (dárcovská biopsie), další v průběhu samotné transplantace a to 

na konci ischémie (předimplantační biopsie) a 30 minut po reperfuzi orgánu 

(poimplantační biopsie). I přes absenci histologických abnormalit jsme pozorovali 

změněnou expresi genů ve vztahu k poškození štěpu. Ve srovnání s “molekulárním 

tichem” studené ischémie, vedla reperfuze k enormním změnám transkriptomu, ke 

zvýšené expresii 16 genů asociovaných s aktivací přirozené a adaptivní imunitní 

odpovědi a apoptózy a k významné heterogenitě transkripčního profilu v 

poimplantačních biopsiích. Možným vysvětlením molekulárního ticha během ischémie 

je potlačení metabolismu jako základního fyziologického mechanismu. Naše data 

naznačila, že molekulární profilování přesahuje hranice histopatologie. Použitím 

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

dochází v průběhu ischemicko/reperfuzního poškození. 

Podařilo se nám identifikovat potencionální rizikové faktory opožděného 

rozvoje funkce štěpu. Ledviny, u kterých došlo k opožděnému rozvoji funkce, 

vykazovaly vyšší skóre pro tubulární atrofii a nízkou expresi genu pro Netrin-1. Toto 

poukazuje na důležitou roli kvality tubulů v časném potransplantačném průběhu. 

Netrin-1 patří mezi tzv. faktory přežití, které napomáhají regeneraci tím, že stimulují 

proliferaci přežívajících renálních tubulárních buněk, inhibují apoptózu a zmírňují 

následky ischemicko/reperfuzního poškození. V naši práci jsme popsali sníženou 

expresi genu pro Netrin-1 ve štěpech s opožděným rozvojem funkce štěpu.  

Domníváme se, že vyšetření exprese pro Netrin-1 by mohlo pomoci lépe porozumět 

vulnerabilitě dárcovské ledviny vůči I/RI., zvlášťě u ledvin od dárců s rozšířenými kritérii 

s již  preexistujícím poškozením. Kombinace konvenčních histopatologických metod 
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s technikami molekulární patologie by mohla představovat účinný nástroj k identifikaci 

dárcovských ledvin v riziku opožděného rozvoje funkce.  

V další části jsme se věnovali predikci rizika opožděného rozvoje funkce štěpu. 

Integrovaným přístupem, použitím histopatologického skóre dárcovské biopsie a 

klinické charakteristiky dárce a příjemce jsme se pokusili identifikovat faktory, které by 

mohly pomoci lépe předpovědět opožděný rozvoj funkce štěpu, zvlášť u ECD dárců. Po 

zhodnocení velkého množství dárcovských biopsií (n=344) jsme vytvořili vlastní 

kompozitní skóre, tzv. CIV skóre, které nezávisle predikovalo DGF ve 126 případech. 

Toto inovativní kompozitní CIV skóre mělo dohromady s klinickou charakteristikou 

dárce lepší prediktivní hodnotu než tradiční souhrné Banffské skóre s klinickou 

charakteristikou dárce. Příjemci ledvin s CIV skóre ≥ 1 od dárce staršího 51 let a po 

anoxickém poškození mozku byli ve vysokém riziku opožděného rozvoje funkce štěpu. 

Naše výsledky podporují roli tradičních rizikových faktorů DGF (např. věk dárce, hladina 

sérového kreatininu, anoxické poškození mozku dárce), ale zároveň poukazují na 

význam intersticiální fibrózy (CI) a fibrointimálního ztluštění (CV) v histologickém 

hodnocení dárcovské ledviny. Kromě toho naše studie zdůrazňuje význam 

histologického vyšetření u všech dárcovských ledvin včetně SCD dárců, protože bylo 

prokázáno, že SCD ledviny s CIV skóre > 1 jsou ve srovnatelném riziku DGF jako ledviny 

od ECD dárců. Podobně i skupina ECD ledvin představuje poměrně heterogenní 

kohortu s různou mírou rizika DGF dle CIV skóre.  

Dále jsme v naši práci srovnávali transkripční profil imunologicky vysoce 

rizikových pacientů po indukci dvěma druhy antithymocytárních globulinů a hodnotili 

vliv opožděného rozvoje funkce štěpu na molekulární profil. Ukázali jsme, že i přes 

normální morfologický nález v tříměsíční protokolární biopsii a stabilní renální funkci je 

intrarenální trankriptom u pacientů léčených různou indukční terapií (Thymoglobulin 

vs. ATG-F) odlišný. Transkriptom vysoce rizikových pacientů po indukci 

Thymoglobulinem byl podobný nízkorizikové skupině bez indukce.  

Indukce Thymoglobulinem byla spojena s potlačením exprese genů signální 

dráhy pro NF-κB, asociovaných s funkcí dendritických buněk, chemoatrakcí, apoptózou 

a kostimulací, tj. s potlačením aktivity mechanismů, které se účastní jak přirozené, tak 

adaptivní imunitní odpovědi. V naší studii jsme prokázali, že indukční terapie 
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Thymoglobulinem navozuje u imunologicky vysoce rizikových pacientů transkripční 

profil podobný nízkorizikovým pacientům bez indukční léčby a že tento profil je odlišný 

od pacientů léčených ATG-F. Homogenita genového expresního profilu u pacientů po 

indukční léčbě Thymoglobulinem a u pacientů bez indukce naznačuje podobnou 

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

riziku. Vzhledem k vyšší incidenci opožděného rozvoje funkce štěpu po indukci ATG-F 

nás zajímalo, jestli pozorovaný  rozdíl v transkripčním profilu není důsledkem DGF. 

Doplňujícíí experiment neprokázal rozdílnou expresi kandidátních genů mezi štěpy 

s opožděným a okamžitým rozvojem funkce štěpu, což podpořilo teorii, že pozorované 

rozdíly jsou důsledkem rozdílné indukční IS léčby. Domníváme se, že potlačení aktivity 

signální dráhy pro NF-κB po indukci Thymoglobulinem by mohla svědčit pro účinnější 

alloimunitní regulaci a vysvětlovat úspěch této biologické léčby v klinické praxi. 

V poslední části naší práce jsme se zabývali vyšetřením exprese genů 

asociovaných s operační tolerancí v periferní krvi a ve štěpu u pacientů 

s imunosupresivní léčbou. Cílem této práce bylo na základě vyšetření exprese 

kandidátních genů identifikovat pacienty se slabou aloimunitní odpovědí, kteří by 

mohli profitovat z minimalizace imunosuprese.  

Zjistili jsme, že pacienti bez rejekce, příp. s hraničními změnami mají vyšší počet 

periferních B-lymfocytů a signifikantně vyšší expresi genů asociovaných s tolerancí 

(MS4A1, TCL1A, CD79B, TOAG-1, FOXP3). Naopak, v periferní krvi pacientů s akutní 

rejekcí došlo ke snížení exprese transkriptů tolerance asociovaných s B lymfocyty.  

V minulosti se myslelo, že T lymfocyty, resp. regulační T lymfocyty (Tregs), jsou důležité 

při navození a udržení transplantační tolerance  (Sakaguchi et al., 2006). B lymfocyty 

byly převažně spojovány se vznikem akutní protilátkami zprostředkované rejekce a 

 horší prognózou pro štěp (Zarkhin et al., 2008). V rozporu s tím byl nedávno popsán 

vztah mezi zvýšenou expresí genů pro B-lymfocyty a lepším výsledkem léčby akutní 

rejekce (Scheepstra et al., 2008, Viklicky et al., 2010). Naše práce potvrdila roli B 

lymfocytů při udržení slabé alloimunitní odpovědi, když u pacientů bez rejekce byla 

pozorována výrazně zvýšená aktivita ukazatelů tolerance asociovaných s B lymfocyty. 

Mnoho studií analyzovalo pacienty s operační toleranci s dlouhodobou funkcí štěpu 

bez imunosupresivní léčby. Naše studie poskytla odlišný pohled, když ověřila vztah a 
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protektivní roli tolerantních transkriptů asociovaných s B lymfocyty u pacientů po 

transplantaci ledviny na imunosupresivní léčbě.  

 

Naše a jiné práce poukazují na důležitost vývoje nových prediktorů k identifikaci 

pacientů v riziku opožděného rozvoje funkce a rejekce, kteří by profitovali 

z individualizace imunosupresivního režimu a zlepšení dlouhodobých výsledků 

transplantace.  
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8. Závěry 

 

1. Analýzou dárců ledvin jsme zjistili, že nízká kvalita tubulárních buněk a nízká exprese 

genu pro Netrin-1 souvisí s opožděným rozvojem funkce štěpu. Netrin-1 je tzv. faktor 

přežití, který hraje protektivní roli při zotavení z ischemicko/reperfuzního poškození. 

V budoucnu by cílená terapeutická intervence mohla pomoci snížit výskyt DGF v 

orgánech citlivých k ischemicko/reperfuznímu poškození. Zatímco v průběhu 

reperfuzního poškození došlo ke vzniku jen minimálních histopatologických 

abnormalit, na molekulární úrovni jsme pozorovali výraznou aktivaci přirozené a 

adaptivní imunitní odpovědi a apoptózy. Ischémie byla charakterizována relativním 

molekulárním tichem. Kombinace konvenčního histologického přístupu a molekulární 

patologie by mohla představovat účinný nástroj k identifikaci ledvin v riziku 

opožděného rozvoje funkce štěpu. 

2. Nové kompozitní histologické skóre by mohlo spolu s klinickou charakteristikou dárce 

lépe předpovědět riziko opožděného rozvoje funkce po transplantaci ledviny než 

konvenční souhrnné Banffské skóre. Kromě toho by kompozitní CIV skóre mohlo 

pomoci identifikovat méně rizikovou podskupinu ECD-pozitivních dárců, jejichž orgány 

by nemusely být nezbytně určeny starším příjemcům a nevyžadovaly by individualizaci 

imunosupresivní léčby. Výsledky naše studie podporují provádění dárcovských biopsií 

ve všech ledvinách bez ohledu na příslušnost k ECD klasifikaci. 

3. I přes normální morfologický nález v třiměsíční protokolární biopsii a stabilní renální 

funkci je intrarenální trankriptom u pacientů léčených různou indukční terapií 

(Thymoglobulin vs. ATG-F) odlišný. U vysoce rizikových pacientů po indukci 

Thymoglobulinem byl transkriptom podobný nízkorizikové skupině bez indukce. 

Domnívame se, že potlačení aktivity signální dráhy pro NF-κB po indukci 

Thymoglobulinem by mohlo svědčit pro účinnější alloimunitní regulaci a vysvětlovat 

úspěch této biologické léčby v klinické praxi.  

4. V periferní krvi a renální tkáni pacientů bez rejekce užívajících standardní imunosupresi 

jsme prokázali zvýšenou expresi genů asociovaných s operační toleranci. Většina 

těchto zvýšeně exprimovaných genů byla spojena s funkcí B-lymfocytů. Největší rozdíl 

byl zaznamenán zejména během prvních 90 dní po transplantaci. Zda toto pozorování 
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povede k jednoduché a bezpečné minimalizaci, případně eliminaci imunosuprese, 

ukážou prospektivní intervenční studie založené na monitoraci biologických ukazatelů. 
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9. Conclusions 

 

1. Analysis of donor kidneys identified poor tubular cell quality and low Netrin-1 

expression levels to be associated with DGF. Netrin-1 is a survival factor that plays a 

protective role in recovery from ischemia/reperfusion injury. In the future, targeted 

therapeutic intervention might help to decrease the incidence of DGF in organs 

susceptible to ischemia/reperfusion injury. Despite minimal histopathological 

abnormalities occurring during reperfusion injury, reperfusion was associated with 

enhanced activation of innate and adaptive immune responses and apoptotic 

programs, contrary to relative molecular silence of ischemia. Taking together, the 

combination of both conventional histology and molecular pathology techniques 

during transplantation surgery may represent a more accurate tool to discriminate 

grafts at risk for DGF. 

 

2. We introduced a novel composite histologic score, which, along with clinical variables, 

may better predict the risk of DGF than conventional  total Banff score. Moreover, the 

composite CIV score might help to identify ECD-positive subjects at lower risk for DGF 

whose organs do not have to be necessarily allocated to older recipients. Supposedly, 

their acceptance would not require use of specific immunosuppressive protocol. Based 

on the study results, we suggest donor biopsies to be performed as a routine praxis in 

all kidneys irrespective of ECD classification. 

 

3. Thymoglobulin and ATG-F induction induce a different intrarenal transcript profile in 

patients 3 months posttransplantation despite normal morphology and stable kidney 

graft function. Moreover, induction therapy with Thymoglobulin in high-risk patients 

was shown to induce an identical transcriptome profile as in low-risk subjects who had 

not received induction therapy. The differential gene expression, which resulted in 

lower activity of NF-κB-dependent pathways, seems to favor better alloimmune 

regulation in Thymoglobulin induction.  
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4. The up-regulation of several operational tolerance-related genes in the peripheral 

blood and kidney graft tissues of rejection-free patients in kidney transplant patients 

still on standard immunosuppression were identified. Most differently regulated genes 

in the peripheral blood were associated with B-lymphocyte function, mainly  within the 

first 90 days after kidney transplantation. Whether this observation forms the ground 

for a more simplified and safer drug minimization or possibly drug elimination strategy 

can only be answered following prospective biomarker-based interventional studies. 
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Přílohy 

 
Tabulka 1. Rizikové faktory DGF 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dárce 

 Zvýšený S-Cr 

 Vyšší věk 

 Vyšší hmotnost 

 Anamnéza hypertenze, DM 

 Anoxická nebo cerebrovaskulární 
příčina smrti 

 Dárce s nebijícím srdcem 

 Inotropní podpora dárce 
Příjemce 

 Mužské pohlaví 

 Afroamerická rasa 

 Diabetes mellitus 

 Dlouhá doba na dialýze 

 Vyšší BMI 

 „Křehkost“ příjemce 

 Vyšší max. PRA 

 Retransplantace 

 Anamnéza transfuzí 

 Předtransplantační sérová hladina 
fosforu 

 Hypovolémie příjemce 

 HD s UF 24 hodin před Tx 

 Způsob dialýzy (HD vs. PD) 
Odběr orgánu 

 Dlouhá doba studené ischémie 

 Teplá ischémie 

 Prezervace orgánu (jednoduchá vs. 
pulzatilní) 

             Transplantace 

 CNI nefrotoxicita 

 Akutní rejekce 

 Chirurgické komplikace Tx (krvácení, 
trombóza, močový leak, stenóza 
močovodu, …) 
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Pozn.: BMI; body mass index; DGF, opožděný rozvoj funkce štěpu; HD, 
hemodialýza; PD, peritoneální dialýza; PRA, panel reaktivní protilátky; S-Cr, 
sérový kreatinin; UF, ultrafiltrace. 
Přebráno a adaptováno z Irish et al., Am J Transplant, 2010 (Irish et al., 2010). 
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Tabulka 2. Studie na predikci DGF a funkci štěpu založené na histopatologickém skóre 

v biopsii tzv. nulté hodiny 

Reference Sledování 
(měs.) 

Zjištění 

(Gaber et al., 1995) 2 GS souvisí s ↑ DGF, Cr, ztrátou štěpu 

(Wijnen et al., 1995) 36 GS nesouvisí s přežitím štěpu 

(Lee et al., 1998) 1 Bioptické nálezy souvisí s rejekcí 

(Kuypers et al., 1999) 3 Implantační biopsie úzce souvisí s 3měsíční biopsii 

(Karpinski et al., 

1999) 18 Cévní poškození je spojeno s ↑ DGF, rejekcí a Cr 

(Eapen et al., 2000)  Bioptické nálezy souvisí s ↑rejekcí 

(Bosmans et al., 

2000) 18 cv je spojen s výsledkem Tx, narozdíl od IF a GS 

(Lu et al., 2000) 24 GS není spojena s DGF a horším přežitím 

(Randhawa et al., 

2000) 12 GF a IF úzce souvisí s funkcí štěpu 

(Pokorna et al., 2000) 24 

Vék dárce na rozdíl od GS úzce souvisí 

s krátkodobou a dlouhodobou funkcí štěpu 

(Nankivell et al., 

2001) 12 IF a cévní poškození je spojeno s CAN 

(Nankivell et al., 

2003) 84 ATN je spojeno s ↑ CAN a cv 

(Escofet et al., 2003) 44 GS je spojená s ↓ funkcí 

(Howie et al., 2004) 168 Závažná GS je spojená s ↓↓ přežitím štěpu 

(Nankivell et al., 

2004) 84 GS a periglomerulární fibróza je spojena s ↓eGFR 

(Edwards et al., 2004) 24 

eGFR na rozdíl od GS souvisí s funkcí a přežitím 

štěpu v 1 roce 

(Cosio et al., 2005) 33 Pretransplantační poškození je spojeno s IF 
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(Cicciarelli et al., 

2005)  GS je spojena s ↓ funkcí štěpu a ↑ DGF 

(Verran et al., 2005)  GS nesouvisí s 1 ročním přežitím štěpu 

(Cosio et al., 2005) 33 IF je spojena s přežitím štěpu 

(Ugarte et al., 2005) 30 Bioptické nálezy souvisí s ↓eGFR 

(Chapman2005) 12 ↑ TI změny a GS souvisí s ↓eGFR 

(Remuzzi et al., 2006) 23 

Bioptické nálezy u starších pacientů souvisí 

s dlouhodobou funkcí štěpu 

(Bajwa et al., 2007) 12 GS nesouvisí s funkcí štěpu 

(Sung et al., 2008) 12 

Bioptické nálezy a GS jsou spojeny s odmítnutím 

orgánů, ale ne s výsledky Tx 

(Anglicheau et al., 

2008) 12 

Dárcovské kompozitní skóre (Cr, HT, GS) je 

spojeno s nízkou eGFR 

(Munivenkatappa et 

al., 2008) 38 

Kompozitní skóre MAPI je spojeno s 5 ročním 

přežitím štěpů 

(Kayler et al., 2008) 12 

GS a cévní poškození dárce je spojeno s přežitím 

štěpů 

 

Pozn.: CAN (chronic allograft nephropathy), chronická nefropatie štěpu - termín již 

nyní v Banffské klasifikaci nepoužíván; Cr, kreatinin; cv, fibrózní ztluštění intimy; DGF 

(delayed graft function), opožděný rozvoj funkce štěpu; eGFR, odhadnutá glomerulární 

filtrace; GS, glomeruloskleróza; IF, intersticiální fibróza; TI, tubulointersticiální; HT, 

hypertenze. 
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Tabulka 3. Studie na predikci DGF a funkci štěpu založené na klinických parametrech 

dárce a příjemce 

 

Reference Sledování (měs.) Zjištění 

(Ojo et al., 1997)  60 DGF je spojeno s ↓ přežitím štěpu 

(Shoskes et al., 1998) 36 DGF je spojeno s ↓ přežitím štěpu 

(Lechevallier et al., 

1998)  
40 

DGF je spojeno s ↑ váhou, věkem, CIT a ATS 

(Suri et al., 1999) 6 
Faktory dárce určují 35-40% časné hodnoty Cr 

příjemce 

(Karpinski et al., 

1999) 
12 

Dárcovský ClCr a cévní patologie korelují s 

výsledkem Tx 

(Nyberg et al., 2001) 1 
Příčina úmrtí dárce, HT, ClCr, věk, DM, CIT jsou 

spojené s krátkodobým přežíváním štěpu 

(Swanson et al., 

2002) 
22 

Dárce afroamerické rasy a poměr věku dárce a 

příjemce jsou spojeny se ztrátou štěpu 

(Port et al., 2002) 36 
Věk dárce, CMP, ↑ Cr, HT souvisí se ztrátou 

štěpu 

(Irish et al., 2003)  
Rizikové skóre založené na 16 faktorech dárce a 

příjemce predikuje DGF 

(Pessione et al., 

2003) 
25 

Faktory dárce (CMP, HT a ↑Cr) jsou spojené s 

přežitím štěpu 
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(Nyberg et al., 2003) 72 
Příčina úmrtí dárce, HT, ClCr, věk, jsou spojené 

s výsledkem Tx 

(Edwards et al., 2004) 12 
ClCr dárce ale ne GS jsou spojené s 1 ročním 

přežíváním a funkcí štěpu 

(Schold et al., 2005) 60 
Věk dárce, ↑ Cr, CIT jsou hlavné rizikové 

faktory 

(Johnston et al., 

2006) 
60 

Poměr poklesu Cr do 7. POD je spojené s funkcí 

štěpu 

(El-Husseini et al., 

2007) 
 

Rizikové skóre (Irish et al., 2003) není spojeno s 

DGF u individuálního pacienta 

(Schnuelle et al., 

2007) 
60 

Diuréza, Cr v 7. POD předpovídá 5-leté přežití 

štěpu 

(Akl et al., 2008) 

 
60 

Neurální síť založená na 11ti faktorech 

předpovídá 5-leté přežití štěpu 

(Kayler et al., 2009)  
↑Cr dárce je rizikový faktor pro odmítnutí 

orgánu k Tx ale ne pro dlouhodobý výsledek Tx 

(Moore et al., 2009) 44 
Rizikové skóre (Schold et al., 2005) je spojeno s 

časnou funkcí ale ne s Cr v 6. a 12. měsíci 

(Jeldres et al., 2009)  
Váha a PRA příjemce, věk dárce, CIT a neshoda 

v HLA-DR předpovídá DGF 

(Plata-Munoz et al., 

2010) 
12 

Rizikové skóre (Plata-Munoz et al., 2010) je 

spojeno s DGF, Cr ve 3. a 12. měsíci 
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(Snanoudj et al., 

2009) 
351 

eGFR dárce umožňuje vyšetření ECD ledvin 

(Tapiawala et al., 

2010) 
36 

DGF je spojeno s ↑ rizikem úmrtí 

  
  

Pozn.: ATS, ateroskleróza; CIT, studená ischémie, ClCr, clearance kreatininu; CMP, 

cévní mozková příhoda; Cr, kreatinin; DGF, opožděný rozvoj funkce štěpu; DM, 

diabetes mellitus; ECD, dárce s rozšířenýmí kritérií; HT, hypertenze; GS, 

glomeruloskleróza; POD, pooperační den; Tx, transplantace 

 


