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Jaký je význam tohoto pozorování pro pacienty s  mnohem 
častějším chronickým onemocněním ledvin? Postupný vývoj 
chronického selhání ledvin u  pacientů s  dlouhodobou mírnou 
poruchou syntézy reninu ukazuje, že příliš výrazná inhibice sy‑
stému renin‑angiotensin‑aldosteron nemusí být výhodná, a může 
být dokonce nebezpečná.

Jednoznačný přínos inhibice systému renin‑angiotensin‑al‑
dosteron u pacientů, u nichž je tento systém aktivován, např. 
u pacientů s diabetickou nefropatií (Brenner et al., 2001) nebo 
u pacientů s proteinurickou chronickou nediabetickou nefropa‑
tií (GISEN Group, 1997), nebyl přesvědčivě dokumentován 
u pacientů s vysokým kardiovaskulárním rizikem, ale bez pro‑
teinurie a pokročilé renální insuficience, kdy podávání telmi‑
sartanu samotného (Mann et al., 2009, sekundární analýza 
studie TRANSCEND) nebo kombinace telmisartanu a ramipri‑
lu (Mann et al., 2008, sekundární analýza studie ONTARGET) 
byly spojeny s  větší rychlostí ztráty glomerulární filtrace než 
podávání placeba (studie TRANSCEND), resp. monoterapie 
ramiprilem či telmisartanem (studie ONTARGET). Podobně, 
zatímco u hypertenzních pacientů s diabetem 2. typu bylo mož‑
no léčbou trandolaprilem snížit riziko mikroalbuminurie (Rug‑
genenti et al., 2004, studie BENEDICT), u normotenzních pa‑
cientů s diabetem 1. typu losartan riziko vývoje mikroalbumin‑
urie zvýšil (Mauer et al., 2009). 

Vývoj renální insuficience u pacientů s mutací genu pro renin 
a sníženou syntézou reninu tedy ve shodě s výsledky nedávných 
studií (Mann et al., 2008 a 2009 a Mauer et al., 2009) jedno‑
značně ukazuje, že systém renin‑angiotensin‑aldosteron má 
být inhibován jenom tam, kde je aktivován, jeho bazální funk‑
ce je pro zachování normální renální funkce nezbytná. Příliš 
výrazná dlouhodobá inhibice systému renin‑angiotensin‑al‑
dosteron u  normotenzních normoalbuminurických pacientů 
může tedy zřejmě nikoli snižovat, ale zvyšovat riziko vývoje 
chronické renální insuficience. Tato zásadní změna pohledu 
na inhibici systému renin‑angiotensin‑aldosteron jistě význam‑
ným způsobem ovlivní terapeutická doporučení i uspořádání 
dalších studií s  kombinací více látek inhibujících systém re‑
nin‑angiotensin‑aldosteron zejména u pacientů s nízkým re‑
nálním rizikem. 
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Embryonální kmenové buňky se 
množí a diferencují v ledvinách 
zbavených vlastních buněk – 
cesta k získání imunologicky 
shodných štěpů pro transplantaci 
ledviny?

Ross EA, Williams MJ, Hamazaki T, et al. Embryonic stem cells proliferate 
and differentiate when seeded into kidney scaffolds. J Am Soc Nephrol 2009, 
doi:10.1681/ASN.2008111196.

Trvalý nedostatek kadaverózních štěpů a přetrvávající problémy 
s  inkompatibilitou a  infekčními riziky xenotransplantace 

vzbudily v poslední době velký zájem o možnost stimulace renál‑
ních kmenových buněk nebo podání kmenových buněk z kostní 
dřeně (eventuálně mesenchymálních kmenových buněk) nejen 
k  dosažení lepší reparace poškozené ledviny, ale (nepochybně 
v  podstatně delší časové perspektivě) i  k  potenciální regeneraci 
renálního parenchymu in vitro. 

Studie s využitím kmenových buněk pro regeneraci ledvin jsou 
ale v samém počátku a stále není jasné, zda se kmenové buňky 
z  kostní dřeně mohou diferencovat do  různých typů renálních 
buněk (např. tubulárních buněk v  modelech ischemické akutní 
tubulární nekrózy), nebo zda, jak ukazuje většina studií, tyto extra
renální kmenové buňky mají na reparaci ledvin jen relativně malý 
vliv a působí spíše uvolňováním solubilních faktorů, které mohou 
stimulovat proliferaci či diferenciaci renálních buněk (Romagnani 
a  Kalluri, 2009). Větší pozornost je proto věnována identifikaci 
renálních kmenových buněk (Romagnani, 2009). Zatímco existen‑
ce kmenových buněk v oblasti Bowmanova pouzdra, jež se zřejmě 
mohou diferencovat nejen do  parietálních epitelií, a  dokonce 
i podocytů, ale i buněk proximálního tubulu, se zdá být již poměr‑
ně dobře prokázána, přítomnost renálních kmenových buněk 
ve dřeni ledvin (se schopností proliferovat do tubulárních buněk 
distálního nefronu) se sice předpokládá, nebyla však dosud pře‑
svědčivě dokumentována (Little a Bertram, 2009). 

V komentované práci využili autoři poprvé zcela nový způsob 
možného ex vivo vytvoření „vlastních“ ledvin s využitím autolog‑
ních kmenových buněk. Odebrané ledviny potkana byly postupně 
perfundovány neiontovými (Triton X‑100) a iontovými detergen‑
ty (kalcium chloridem a magnesium sulfátem – aktivují endogen‑
ní nukleázy s  následným natrávením jaderného materiálu), hy‑
perosmolárním roztokem chloridu sodného s  cílem osmoticky 
rozrušit jaderné membrány, deionizovanou vodou s cílem dále 
osmoticky poškodit přítomné buňky a vypláchnout podané deter‑
genty a deoxyribonukleázou (k enzymatické degradaci jaderného 
materiálu). Ke všem použitým roztokům byl použit azid sodný jako 
antimikrobiální agens. Tímto způsobem byly vytvořeny bezbuněč‑
né houbovité kostry zachovávající při histologickém vyšetřením 
(vzhledem k  nepoškozené extracelulární matrix a  buněčným 
membránám) tvar původních ledvin a mikroskopicky struktury 
glomerulů i tubulů. Do této bezbuněčné ledvinové „kostry“ (leše‑
ní – „scaffold“) bylo poté intraarteriálně podáno 2 × 106 myších 
embryonálních kmenových buněk. Jejich lokalizace v bezbuněčné 
ledvinové kostře byla kontrolována fluorescenčním mikroskopem 
(buňky byla značeny zeleným fluorescenčním proteinem) a celý 
tento preparát byl kultivován při teplotě 37 °C v mediu obsahujícím 
5% CO2 bez růstových faktorů a proces proliferace a diferenciace 
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podaných kmenových buněk v  acelulární ledvinové kostře byl 
v  pravidelných intervalech sledován mikroskopicky. Kultivace 
delší než 48 hodin ale vyžadovala pro další kultivaci vytvoření 
tkáňových řezů. V další fázi experimentů byla ledvinová kostra 
po podání embryonálních kmenových buněk promývána automa‑
tickým perfuzním systémem s  kolísajícím perfuzním tlakem 
a kontrolou teploty a obsahu krevních plynů. Získané tkáňové řezy 
pak byly vyšetřovány mikroskopicky se současným studiem pro‑
teinů aktivovaných při diferenciaci (Pax‑2 a Ksp‑cadherinu), epi‑
telizaci (cytokeratinu) a proliferaci (Ki‑67).

Výše popsanou metodou se autorům podařilo opakovaně vytvo‑
řit acelulární ledviny (houbovité, komprimovatelné, ale opět se 
vracející do původního tvaru), které si ale zachovaly díky přítom‑
nosti bazálních membrán a extracelulární matrix základní archi‑
tekturu normálních ledvin, včetně acelulárních glomerulů, tubulů 
a vaskulárních struktur. Acelulární ledviny neobsahovaly ani buň‑
ky, ani jejich drť, naproti tomu v nich bylo možno imunohisto
chemicky prokázat v normální lokalizaci základní proteiny bazál‑
ních membrán kolagen IV a  laminin. V  původně acelulárních 
ledvinách zůstalo retinováno 95,1% intraarteriálně podaných 
embryonálních kmenových buněk (značených zeleným fluoresce‑
inem), a to ve vaskulárních strukturách a glomerulech. Postupně 
bylo možno pozorovat migraci podaných buněk i do peritubulár‑
ních cévních sítí, lepší výsledek poskytovaly acelulární ledviny 
promývané automatickým perfuzním systémem. V  tkáňových 
řezech bylo možno prokázat nejen migraci, ale i proliferaci injikova
ných embryonálních kmenových buněk. Do deseti dnů vyplnily 
migrující a proliferující embryonální kmenové buňky téměř kom‑
pletně glomeruly i peritubulární kapiláry, jejich dělení bylo možno 
prokázat barvením na proliferační marker Ki‑67. 

Intraarteriálně podané kmenové buňky ale až na vzácné výjim‑
ky nepronikaly do  tubulárních struktur. K  buněčné repopulaci 
distálního nefronu (počínaje kortikálním sběrným kanálkem) bylo 
třeba podat embryonální kmenové buňky cestou ureteru. Podání 
embryonálních kmenových buněk do kalichů acelulární ledviny 
vedlo k jejich postupné migraci do sběrných kanálků. Na rozdíl 
od velmi efektivní retence po arteriálním podání se ale při intra
ureterálním podání udrželo v acelulární ledvině jen asi 50 % po‑
daných buněk a migrace do sběrných kanálků byla poněkud ne‑
homogenní, což ale (dle autorů) může být způsobeno odlišnostmi 
v papilární struktuře mezi hlodavci a vyššími savci, jako jsou pra‑
sata nebo člověk, kde by teoreticky intraureterální podání embryo‑
nálních buněk mohlo být z hlediska retence účinnější. 

Embryonální kmenové buňky se ve vaskulárních strukturách 
diferencovaly do typických endotelových buněk a také do tubulár‑
ních struktur, v obou případech s apoptózou centrálně lokalizova‑
ných buněk a  vytvářením dutých vaskulárních a  tubulárních 
struktur. Diferenciaci embryonálních buněk bylo možno prokázat 
i imunohistochemicky, např. objevením cytokeratinu v oblastech, 
kde docházelo k reepitelizaci, Pax‑2 v buňkách adherujících jak 
k  tubulárním, tak vaskulárním bazálním membránám, nebo 
KsP‑cadherinu (markeru diferenciace buněk distálního nefronu) 
v tubulárních buňkách. 

Komentář ■■

Prof. MUDr. Vladimír Tesař, DrSc.

Nepostradatelnost extracelulární matrix jak pro reparaci (in vivo), 
tak pro regeneraci orgánu (ex vivo) je dobře známa. První poku‑
sy s využitím extracelulární matrix ukázaly její možné použití 
pro překrytí hernií, ale v experimentu také pro rekonstrukci ten‑
kého střeva, a dokonce i srdce (Ott et al., 2008). 

Regenerace acelulárních orgánů ex vivo vyžaduje podání 
kmenových buněk, které musejí být (zejména u  komplexních 
orgánů, jako jsou ledviny) dostatečně pluripotentní, aby byly 
schopny diferenciace do  všech buněčných subtypů nezbytných 
pro normální strukturu a funkci orgánu. V tomto směru mohou 
být zejména v začátečních fázích výzkumu výhodnější embryo‑
nální kmenové buňky, i když je jasné, že pokud by měla být re‑
populace acelulárních orgánů cestou k náhradě orgánů u  lidí, 
bylo by i z etických důvodů podstatně výhodnější používat kme‑
nové buňky získané od  dospělých jedinců (optimálně přímo 
od příjemců připravovaných orgánů). Nedávné první úspěchy 
s přeprogramováním fibroblastů do pluripotentních embryonál‑
ních kmenových buněk (Wernig et al., 2007) dávají naděje, že to 
v budoucnu bude možné. 

Tkáňové (a orgánové) inženýrství bude v případě ledvin prav‑
děpodobně narážet vzhledem ke komplexnosti orgánu na ještě 
větší potíže než např. u  střeva či srdce. Regenerace ledvin je 
komplikovanější i vzhledem ke vzniku ledvin jednak z metanef‑
rického blastému, jednak z ureterálního pupenu (zejména struk‑
tury distálního nefronu a papil). Jak bylo demonstrováno i v této 
práci, pro efektivní repopulaci acelulárních ledvin bude navíc asi 
potřeba volit kombinaci intraarteriálního a  intraureterálního 
podání kmenových buněk. Velkou pozornost bude nepochybně 
nutno ještě věnovat i optimálním metodám decelularizace ledvin. 
Nedokonalé odstranění buněk či celulární debris by výrazně 
zvýšilo riziko imunitní reakce na  ex vivo připravené orgány. 
I když nelze vyloučit ani reakci proti acelulárním xenotransplan‑
tátům, zdá se, že by acelulární xenotransplantáty mohly být 
imunologicky tolerovány a neaktivují buněčnou imunitu (Allman 
et al., 2001). 

Komentovaná práce je první prací ukazující možnost efektivní 
repopulace acelulární ledviny potkana. Autoři demonstrovali 
nejen vysokou (po intraarteriálním podání, resp. relativně vysokou 
po  intraureterálním podání) retenci podaných embryonálních 
kmenových buněk v acelulární ledvině, ale také migraci kmeno‑
vých buněk do vaskulárních, glomerulárních i tubulárních struk‑
tur a jejich diferenciaci do endotelových i tubulárních buněk. 

Další kroky navazující na tuto první studii budou nepochybně 
muset řešit otázku optimální perfuze acelulární ledviny s dosta‑
tečnou dodávkou kyslíku i nezbytných živin a rovněž podání řady 
diferenciačních faktorů v optimálním pořadí a čase. Diferenciace 
embryonálních kmenových buněk do renálních epitelových buněk 
bylo možno dosáhnout podáním kombinace kyseliny retinové, 
aktivinu‑A a BMP‑7 (Kim et al., 2005), eventuálně kombinací 
BMP‑4, BMP‑2 a BMP‑7 (Bruce et al., 2007). Vývoj tubulů může 
být podpořen podáním kyseliny hyaluronové a vývoj cév podáním 
vaskulárního endotelového růstového faktoru (vascular endothe‑
lial growth factor, VEGF – Badylak, 2005). 

Podání embryonálních kmenových buněk má jistě i závažná 
potenciální rizika, např. vznik teratomu, tomu však pravděpo‑
dobně bude u  acelulárních ledvin účinně bránit zachovaná 
struktura extracelulární matrix a bazálních membrán. Důležitým 
problémem může být přenos virových infekcí z  dárce orgánu, 
i  když příprava acelulárního orgánu (s  využitím detergentu 
a nukleáz) by jistě měla toto riziko výrazně snížit.

Použití acelulárních xenotransplantátů osídlených vlastními 
kmenovými buňkami připravených ex vivo k náhradě funkce 
ledvin u dialyzovaných pacientů s terminálním selháním ledvin 
představuje velmi atraktivní perspektivu, i když eventuální kli‑
nické využití takto ex vivo připravených transplantátů si lze jistě 
představit jen v poměrně vzdálené budoucnosti. 
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Tekutinová bilance a akutní 
poškození ledvin:  
důvod k zamyšlení

Bouchard J, Soroko SB, Chertow GM, Himmelfarb J, Ikizler TA, Paganini EP, 
Mehta RL; Program to Improve Care in Acute Renal Disease (PICARD) Study 
Group. Fluid accumulation, survival and recovery of kidney function in criti‑
cally ill patients with acute kidney injury. Kidney Int 2009;76:422–427.

Navzdory zvyšující se kvalitě intenzivní péče zůstává mor‑
talita kriticky nemocných s  akutním poškozením ledvin 

(acute kidney injury, AKI) vysoká (40–65 %). Stále chybí kon‑
sensus k řadě rutinních léčebných opatření, která mohou osud 
těchto nemocných ovlivnit. Patří mezi ně taktika náhrady funk‑
ce ledvin (načasování, dávka, modalita), podávání diuretik, 
volba a  cíle léčby vasopresory či strategie vedení tekutinové 
léčby. Právě posledně zmíněný aspekt se v poslední době dostá‑
vá do popředí zájmu. Důvodem jsou výsledky studií, které pou‑
kazují na vztah mezi kumulativní bilancí tekutin a mortalitou 
u  kriticky nemocných (Sakr et al., 2005; Payen et al., 2008). 
Významné periodikum Kidney International nyní přináší výsled‑
ky observační studie 618 kriticky nemocných pacientů s AKI, 
kteří jsou dlouhodobě prospektivně sledováni v pěti akademic‑
kých centrech v Severní Americe v  rámci programu PICARD 
(Program to Improve Care in Acute Renal Disease) (Mehta et 
al., 2004). V komentované studii autoři tohoto programu testo‑
vali hypotézu, zda je tekutinové přetížení spojeno s mortalitou 
a  zhoršenou reparací renálních funkcí u  kriticky nemocných 
s AKI. Akutní poškození ledvin bylo definováno jako vzestup 
sérové koncentrace kreatininu ≥ 44 μmol/l, pokud vstupní hod‑
nota kreatininu nebyla vyšší než 133 μmol/l, nebo jako vzestup 
koncentrace kreatininu ≥ 88 μmol/l, pokud vstupní hodnota byla 
v rozmezí 133–442 μmol/l. Tekutinové přetížení bylo definová‑
no jako vzestup tělesné hmotnosti nad 10 % výchozí hodnoty 
v době přijetí. 

Po přihlédnutí k závažnosti onemocnění byla mortalita pacien‑
tů s  dokumentovaným tekutinovým přetížením signifikantně 
vyšší 30. den (p = 0,02) i 60. den (p = 0,006) od zařazení do studie. 
Přeživší pacienti, kteří vyžadovali náhradu funkce ledvin, měli 
významně nižší kumulativní bilanci tekutin než nepřeživší v době 
zahájení dialýzy. Relativní riziko úmrtí (tj. pravděpodobnost, 
kolikrát častěji zemřou nemocní s  tekutinovým přetížením než 
pacienti bez přetížení) v  době zahájení dialýzy a  po  adjustaci 
na závažnost onemocnění a modalitu náhrady funkce ledvin bylo 
2,07. Podobně u nedialyzovaných nemocných byla míra tekutino‑
vé kumulace v  době dosažené vrcholové sérové koncentrace 

kreatininu nižší u přeživších. Tekutinové přetížení registrované 
u pacientů s AKI v době nejvyšší dosažené sérové koncentrace 
kreatininu bylo rovněž spojeno s menší pravděpodobností zota‑
vení renálních funkcí. Navíc, čím více dní byli nemocní s AKI 
v  tekutinovém přetížení a  čím závažnější byla jeho míra, tím 
horší byla jejich mortalita. Pacienti léčení kontinuálními metoda‑
mi snáze dosáhli redukce kumulativní pozitivní bilance než ne‑
mocní léčení intermitentními metodami. Autoři dospěli k závěru, 
že tekutinové přetížení, jeho trvání i  závažnost jsou nezávisle 
spojeny s mortalitou kriticky nemocných s AKI. Zda je tekutino‑
vé přetížení výsledkem závažnějšího renálního selhání, nebo zda 
samo o sobě přispívá k jeho příčině, vyžaduje dle autorů klinickou 
studii, která bude úlohu kumulativní tekutinové bilance přímo 
testovat. 

Komentář  ■■

Prof. MUDr. Martin Matějovič, Ph.D.

Ještě před diskusí o vlastních výsledcích komentované studie je 
zcela nezbytné odlišit problematiku pozitivní kumulativní teku‑
tinové bilance od významu akutní hemodynamické resuscitace 
hypovolemických kriticky nemocných. Včasná a  na  konkrétní 
fyziologické cíle orientovaná úvodní tekutinová léčba vedená 
k  obnově cirkulujícího krevního objemu a  tkáňové perfuze je 
opatřením, které i  podle přísného měřítka medicíny založené 
na důkazech zlepšuje mortalitu kriticky nemocných (Rivers et al., 
2001; Lin et al., 2006). Jakmile je však dosaženo euvolémie a he‑
modynamické stabilizace, je více než žádoucí zaměřit pozornost 
na  denní vyhodnocení bilance tekutinové léčby. Komentovaná 
studie je dalším významným signálem, který tuto strategii pod‑
poruje. Její výsledky dokumentují nejen vztah tekutinového pře‑
tížení k  mortalitě kriticky nemocných s  AKI, ale poukazují 
i na skutečnost, že kumulace tekutin a výsledná pozitivní tekuti‑
nová bilance je velmi častým fenoménem u této populace pacien‑
tů, který může mj. přispívat i  k  horšímu zotavení renálních 
funkcí při akutním poškození ledvin. Pravděpodobnost, že pacient 
vyžadující náhradu funkce ledvin zemře, byla ve studii vyšší u těch 
nemocných, u nichž pokračovala denní pozitivní bilance tekutin, 
a čím byla tato bilance výraznější, tím horší byla prognóza. Na‑
opak mortalita byla nižší, pokud se dialýzou podařilo bilanci 
korigovat. Zda toto pozorování odráží terapeutický účinek ultra‑
filtrace či příznivější vývoj pacientů, kteří ultrafiltraci jednoduše 
tolerují, nelze na podkladě studie určit. Výsledky komentované 
studie vyvolávají i další důležité otázky. Je tekutinové přetížení 
ukazatelem závažnosti akutního onemocnění či AKI, nebo sku‑
tečným kauzálním „mediátorem“ nepříznivého klinického výsled‑
ku? Povede časnější intervence u pacientů s tekutinovým přetí
žením ke zlepšení jejich prognózy? Observační charakter komen‑
tované studie vylučuje na tyto otázky odpovědět. Přestože autoři 
prokázali spojitost mezi kumulativní bilancí a mortalitou i po ad‑
justaci na závažnost onemocnění (ve studii APACHE III), nelze 
vyloučit vliv jiných nepodchycených proměnných. Nicméně stá‑
vající studie je svými výsledky zcela v souladu s dalšími studiemi, 
které poukazují na nepříznivý vliv pozitivní kumulativní bilance 
tekutin u dalších skupin kriticky nemocných. ARDS (Acute Re‑
spiratory Distress Syndrome Clinical Trial) Network uspořádal 
velkou randomizovanou multicentrickou kontrolovanou studii 
srovnávající konzervativní a  liberální tekutinový management 
u pacientů s akutním plicním postižením (2006). Konzervativní 
přístup, spojený s  vyrovnanou tekutinovou bilancí (–0,13 l vs. 
6,99 l v liberální skupině, p < 0,0001) zlepšil výměnu plynů, zkrá‑
til dny na umělé plicní ventilaci s trendem k menší potřebě ná‑




