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Nové biomarkery dysfunkce 
transplantované ledviny

Quintana LF, Gonzales AS, Kalko SG, Bañon-Maneus E, Sole M, Diekman F, 
Gutierrez-Dalma A, Abian J, Campistol JM. Urine proteomics to detect biomar­
kers for chronic allograft dysfunction. J Am Soc Nephrol 2009;20:428–435.

Transplantace ledviny představuje metodu volby léčby při 
nezvratném selhání ledvin. I když bylo dosaženo mnoha 

úspěchů, u velké části nemocných se vyvine progresivní dysfunk­
ce štěpu nehledě na dostatečnou imunosupresi. Návrat do dialy­
zační léčby přitom trojnásobně zvyšuje riziko úmrtí těchto nemoc­
ných. Pokles funkce štěpů spolu s hypertenzí a proteinurií byl 
v minulosti nazýván chronickou nefropatií alloštěpu (CAN). Ten­
to pojem již byl z Banffské klasifikace odstraněn, a  to proto, že 
představuje konglomerát rozličných procesů vedoucích k poško­
zení štěpů. Zatím neexistují možnosti, jak odhalit nemocné, u nichž 
se již vyvíjí strukturální změny, ale ještě se nevinula hypertenze, 
proteinurie a dysfunkce štěpu. 

Proteomické metody představují možnost, jak detekovat nové 
biomarkery předpovídající vznik různých onemocnění včetně 
dysfunkce štěpu. Hmotnostní spektrometrie umožňuje najednou 
detekovat velké množství proteinů v  tělesných tekutinách nebo 
tkáních. Metoda MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ioni­
sation time of flight mass spectrometry) umožňuje detekovat stovky 
peaků signálu, které jako celek odpovídají složení těla. V součas­
nosti se tato metoda používá pro detekci nádorových buněk. 
Vyšetření moči se zdá být ideální metodou, jak popsat změny při 
různých renálních onemocněních. Cílem této studie bylo zjistit, 
zda lze predikovat nespecifické poškození typu IF/TA, chronické 
aktivní rejekce zprostředkované protilátkami ve dvou kontrolních 
skupinách – u zdravých jedinců a u nemocných se stabilní funkcí 
transplantované ledviny.

Vyšetřeno bylo 50 nemocných, 32 s  dysfunkcí štěpu a  18 
v  kontrolní skupině (10 zdravých jedinců a  osm nemocných 
se stabilní funkcí transplantované ledviny). Celkem 14 nemoc­
ných mělo nespecifickou intersticiální fibrózu/tubulární atrofii 
(IF/TA); nejdříve bylo vyšetřeno osm nemocných, dalších šest 
ve validačním souboru. Podobně 18 nemocných bylo vyšetřeno 
s  chronickou aktivní rejekcí zprostředkovanou protilátkami, 
10 nemocných bylo vyšetřeno při úvodní analýze a osm ve vali­
dačním souboru. Všichni nemocní měli zjištěno C4d pozitivní 
barvení v biopsii štěpu a u všech byly zjištěny protilátky proti 
antigenům dárce. 

Autoři zjistili rozdíly mezi kontrolní skupinou a pacienty s dys­
funkcí štěpu. Nemocní s dysfunkcí štěpů (IF/TA a  chronická 
humorální rejekce) měli vysoké peaky clusterů ve třech oblastech 
hmotnostní spektrometrie, kdežto u obou kontrolních skupin 
nebyly tyto peaky prokázány. Metoda hierarchického clusterování 
2 000 proteinů ukázala rozdělení pacientů do čtyř skupin podle 
odlišného biologického chování, které odpovídalo původnímu 
rozdělení nemocných do skupin. V několika případech však došlo 
k překrytu mezi nemocnými s IF/TA a humorální rejekcí a mezi 
oběma kontrolními skupinami. 

Tyto výsledky tak odhalily odlišný proteom v moči mezi skupi­
nami normálními a s dysfunkcí transplantované ledviny. Dalším 
cílem bylo odlišit nemocné s  IF/TA od pacientů s  chronickou 
humorální rejekcí. Autoři nalezli celkem 366 peaků, které byly 
významně zvýšeny u nemocných s humorální rejekcí. Autoři 
vyšetřili další nemocné ve validačním souboru a opět pozorovali 
rozdíly mezi skupinami. Z těchto 366 proteinů pak statistickými 

metodami identifikovali šest, které se stoprocentní jistotou odliší 
IF/TA od chronické humorální rejekce.

Komentář 
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Cílem klinického výzkumu v  transplantologii je – podobně jako 
v jiných oborech – identifikovat jednotlivé patologické stavy pomo­
cí neinvazivních biomarkerů. V případě transplantací ledvin máme 
zatím k dispozici pouze z histologie vycházející metody, které s vět­
ší či menší přesností odliší příčiny dysfunkce štěpů. Vždy je ale 
nutná biopsie transplantované ledviny. Biopsie je sice výkon rutin­
ní, nicméně představuje pro pacienta zjevné nepohodlí a je zatíže­
na malým, ale přesto existujícím rizikem krvácení. Vyšetření 
periferní krve je metodou jednodušší, stejně jako vyšetření moči, 
které asi nejlépe reflektuje procesy, k nimž dochází v  ledvinách 
a v močových cestách. Vedle metod funkční genomiky (microarray, 
RT-PCR) představují proteomické metody (hmotnostní spektro­
metrie) a metabolomické metody (MR spektroskopie) nové mož­
nosti, jak poznat lépe patogenezi jednotlivých onemocnění. Zcela 
zásadní pro správnou interpretaci výsledků je použití adekvátních 
statistických metod. V případě vyšetření tisíců různých markerů, 
ať již míry exprese jednotlivých genů nebo přítomnosti jednotlivých 
proteinů je jasné, že běžná statistika používaná před patnácti lety 
nestačí. Metody hierarchického clusterování umožní posoudit vzá­
jemné vztahy biomarkerů mezi sebou a setřídí rovněž biologické 
chování těchto markerů do skupin. V případě této komentované 
práce autoři identifikovali v moči šest proteinů, které odliší dva 
zcela odlišné patologické procesy: nespecificky vzniklou intersticiál­
ní fibrózu/tubulární atrofii od chronické rejekce zprostředkované 
protilátkami s komplexní patogenezí. Identifikace těchto proteinů 
a popsání jejich funkce pak v budoucnosti může přispět k vytvoře­
ní jednoduchých kitů, založených např. na papírkových proužcích. 
Ty by mohl mít nemocný doma a v případě pozitivního nálezu by 
mohl ošetřující tým včas terapeuticky zasáhnout do jinak nepříz­
nivého vývoje. I když se může zdát tento přístup futuristický, cílem 
bylo čtenářům Postgraduální nefrologie ozřejmit i na první pohled 
poněkud odtažitou část z obsahu JASN, která však představuje 
základnu pro budoucí klinický výzkum. 
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Krátkodobé přežívání ledvinových štěpů se rok od roku 
významně zlepšuje, dlouhodobé výsledky transplantací však 

tyto pozitivní krátkodobé trendy nenásledují. Za jednu z hlavních 
příčin je považována chronická nefropatie štěpu (CAN), která 
progresivně v  čase narůstá a  je způsobena nesourodým vlivem 
imunitních i neimunitních pochodů, toxicitu kalcineurinových 
inhibitorů (CNI) nevyjímaje. Minimalizace dávek CNI, nebo 
dokonce jejich úplné odstranění z imunosupresivních režimů je 
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proto velkou výzvou transplantační medicíny. V celé řadě klinic­
kých studií byly proto dávky CNI významně sníženy, anebo byly 
cyklosporin či tacrolimus z imunosupresivního režimu odstraněny 
a suprese imunitního systému byla zajištěna antimetabolity (nej­
častěji mykofenolovou kyselinou) nebo inhibitory mTOR. 

Největší z těchto studií (počtem pacientů i dobou sledování) je 
studie CONVERT. Jejím cílem bylo zhodnotit, jestli lze v pozdějším 
období po transplantaci ledviny převést nemocné z léčby CNI na 
sirolimus. Původní imunosupresivní trojkombinace obsahovala 
ještě azathioprin / MMF a steroidy. Šlo o prospektivní, randomizo­
vanou, otevřenou studii, do které byli zařazeni nemocní 6–120 
měsíců po transplantaci ledviny. Podmínkou zařazení byla glome­
rulární filtrace ≥ 20 ml/min (vypočtená dle Nankivelova vzorce, 
eGF). Nemocní byli randomizováni do dvou větví. V první skupi­
ně (n = 555) bylo podávání CNI přerušeno a nahrazeno sirolimem, 
nemocní druhé – kontrolní skupiny (n = 275) pokračovali v původ­
ním inunosupresivním režimu obsahujícím CNI. Podle vstupní 
eGF byli nemocní rozděleni do dvou dalších podkupin: s nižší eGF 
(20–40 ml/min) nebo s vyšší eGF (> 40 ml/min). Věk nemocných 
mohl být v  intervalu 13–65 let. U všech nemocných musela být 
provedena předrandomizační biopsie štěpu, která byla „odečtena“ 
v centrální laboratoři. První pacienti byli do sledování zařazeni již 
v únoru 2002 a nábor byl ukončen v březnu 2004. Celková doba 
sledování činila 24 měsíců.

Za primární hodnoticí kritérium („end-point“) byla zvolena 
vypočtená glomerální filtrace (eGF podle Nankivela), a to odděle­
ně pro obě podskupiny. Hodnoceni byli jak všichni zařazení 
nemocní („intent-to-treat“ population, ITT), tak i nemocní, kteří 
zůstali na léčbě, do které byli na začátku studie zařazeni („on 
treatment population“). Za klinicky významnou byla považována 
změna eGF ± 0,5 ml/min v porovnání se vstupními hodnotami. 
Sekundárními hodnoticími kritérii byly incidence a  závažnost 
biopticky potvrzených akutních rejekcí, ztráty štěpů a úmrtí pří­
jemce 12 měsíců po konverzi.

Převod z CNI na sirolimus byl zahájen jednorázovým podáním 
nárazové dávky sirolimu 12–20 mg 4–24 hodin po poslední dávce 
CNI. Druhý den „převodu“ dostali 4–8 mg sirolimu. Později byl 
sirolimus dávkován tak, aby se jeho koncentrace v plné krvi pohybo­
valy v  rozmezí 8–20 ng/ml. Cílové koncentrace CNI činily pro 
cyklosporin 25–250 ng/ml a pro tacrolimus 4–10 ng/ml. Do studie 
bylo zařazeno celkem 830 nemocných ze 111 transplantačních 
center Asie, Evropy, Středního Východu, Severní a Jižní Ameriky. 

Základní charakteristiky nemocných obou léčebných skupin 
(i podskupin s různou vstupní úrovní eGF) byly srovnatelné. Bazální 
biopsie štěpu byly získány v průměru 3,2 roky po transplantaci led­
viny a vykazovaly velmi široké spektrum různých nálezů! 

Do podskupiny nemocných s GF > 40 ml/min bylo zařazeno 
celkem 743 nemocných (89,5 %). Při analýze celé populace (ITT) 
nebyl u této skupiny ve 12. ani ve 24. měsíci zjištěn rozdíl v eGF. 
Průměrná eGF u  sirolimové skupiny činila 59 ml/min, kdežto 
u kontrolní skupiny to bylo 57,7 ml/min. Statisticky významné 
rozdíly v eGF byly zjištěny při analýze nemocných, kteří zůstali na 
původní léčbě („on therapy“). Při analýze nebyl zjištěn rozdíl 
v incidenci akutních rejekcí, ztrátách štěpů ani úmrtí. Po konverzi 
významně stoupl v sirolimové skupině poměr Upr/cr.

Při podrobnější analýze jednotlivých podskupin bylo zjištěno, 
že z konverze na sirolimus nejvíce profitovali nemocní se vstupní 
eGF > 40 ml/min bez proteinurie (vstupní hodnoty Upr/cr < 0,11). 
Nutno poznamenat, že proteinurie byla v průměru významně 
vyšší v sirolimové skupině než ve skupině kontrolní (CNI) ve všech 
časových intervalech do 24 měsíců po transplantaci ledviny.

Významně vyšší podíl nemocných sirolimové skupiny, v porov­
nání se skupinou s CNI, přerušil léčbu (15,7 % vs. 9,5 %, p = 0,013). 
Výskyt potransplantačních malignit byl významně nižší u sirolimo­
vé skupiny než ve skupině s CNI. Systolický ani diastolický krevní 
tlak nebyl na konci sledování v porovnávaných skupinách statisticky 
významně rozdílný. Přežívání štěpů a přežívání nemocných se v obou 
porovnávaných větvích statisticky významně nelišilo.

Komentář 
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U nemocných po transplantaci ledviny jsme několik let po sobě 
svědky stagnace dlouhodobých výsledků. Za hlavní příčinu toho­
to stavu je považována tzv. chronická nefropatie štěpu (CAN), 
způsobená nesourodým konglomerátem imunitních i neimunit­
ních faktorů, které se progresivně kumulují. Představuje hlavní 
překážku zlepšení přežívání štěpu. Jednou z významných příčin, 
které k rozvoji CAN přispívají, je nefrotoxicita CNI. Proto bylo 
navrženo a v klinických studiích prověřeno několik imunosupre­
sivních schémat, které buď obsahovaly nižší dávky CNI (minima­
lizace) nebo CNI neobsahovaly vůbec (eliminace CNI). Za nejví­
ce nadějnou se donedávna považovala náhrada CNI některým 
z inhibitorů mTOR.

Diskutovaná studie CONVERT je největší prospektivní rando­
mizovanou klinickou studií, ve které byla u nemocných po trans­
plantaci ledviny zhodnocena výměna cyklosporinu/tacrolimu za 
sirolimus. Autoři studie referují o  24měsíčních výsledcích pro­
spektivního sledování nemocných, u nichž byly CNI zaměněny 
za sirolimus. Co tato studie skutečně říká o významu této výmě­
ny? Předně, při analýze všech randomizovaných nemocných 
(intent-to treat, ITT) nebyly zjištěny statisticky významné rozdíly 
v dosažené eGF u nemocných se vstupní hodnotou eGF > 40 ml/min. 
Hodnota eGF byla rozdílná jen tehdy, když byli do analýzy zahr­
nuti nemocní, kteří byli od začátku léčeni sirolimem (tzv. on 
therapy). Nebyly zjištěny rozdíly v incidenci akutních rejekcí, ztrátě 
štěpů ani úmrtí. Výskyt proteinurie se ve skupině léčené sirolimem 
zvýšil. Při dalších analýzách různých léčených podskupin byly 
zjištěny významné rozdíly u nemocných, kteří měli vstupní hod­
noty GF > 40 ml/min a kteří byli téměř bez proteinurie. Je důležité 
připomenout, že větev se skupinou nemocných s eGF v rozmezí 
20–40 ml/min musela být předčasně zastavena. 

Studie CONVERT nepochybně přináší velmi důležité informace, 
má však i některé nedostatky. Snad největší slabinou je její uspořá­
dání. Nemocní s různým stupněm chronického poškození štěpu 
(jak krátce po transplantaci, tak s předpokladem velmi těžké chro­
nické změny dlouho po transplantaci) byli intervenováni stejným 
způsobem: náhradou CNI za sirolimus. Výsledky ovlivnil i vyso­
ký počet participujících center (111), protože kromě zkušených 
lékařů se na studii podíleli i kolegové s minimálními zkušenostmi 
s léčbou sirolimem. Tyto faktory vedly k velké variabilitě výsledků. 
Proto není překvapením, že při analýze všech zařazených nemoc­
ných (ITT) nebyly u skupiny s bazální GF > 40 ml/min zjištěny 
významné rozdíly v  renální funkci. Při analýze podskupiny 
nemocných, kteří zůstali na léčbě sirolimem, bylo zjištěno, že jejich 
eGF se statisticky významně zlepšila, nicméně zlepšení mělo 
spíše statistický než skutečně evidentní klinický význam.

Překvapením byla stabilizace eGF v kontrolní skupině nemoc­
ných, tj. těch, kteří pokračovali v  léčbě CNI. Autoři vysvětlují 
tento fenomén pečlivější monitorací nemocných v rámci klinické 
studie než v běžné klinické praxi. Nutno podotknout, že obdobný 
fenomén popsal již Dudley ve své „creeping creatinine study“, na 
které participovala i některá česká centra. Jejím cílem bylo zjistit 
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Serruys PW, Morice M-C, Kappetein AP, et al., for the SYNTAX 
Investigators. Percutaneous coronary intervention versus corona-
ry-artery bypass grafting for severe coronary artery disease. 
N Engl J Med 2009;360:961–972.
Celkem 1 800 nemocných s nemocí tří tepen nebo se stenózou levé 
hlavní koronární arterie bylo randomizováno v poměru 1 : 1 k léčbě 
revaskularizací pomocí CABG nebo perkutánní koronární interven­
cí. Primárním sledovaným ukazatelem studie byly hlavní kardiální 
nebo cerebrovaskulární komplikace (úmrtí z jakýchkoli příčin, iktus, 
infarkt myokardu anebo opakovaná revaskularizace během 12 měsí­
ců po úvodní revaskularizaci). Obě skupiny nemocných byly podob­
né v předoperačních parametrech. Hlavní kardiální anebo cerebro­
vaskulární komplikace do 12 měsíců byly vyšší ve skupině s PCI 
(17,8 % vs. 12,4 %; p = 0,002), zvláště pro vyšší výskyt opakovaných 
revaskularizací (13,5 % vs. 5,9 %; p < 0,001). Výskyt úmrtí a infarktů 
myokardu byl stejný, ve skupině léčené CABG byl vyšší výskyt iktů 
(2,2 %, vs. 0,6 % u PCI; p = 0,003). Autoři uzavírají, že nemoc tří tepen 
nebo stenóza levé hlavní koronární arterie má být nadále léčena 
chirurgickou revaskularizací.

Guan N, Fan Q, Ding J, et al. Melamine-contaminated powdered 
formula and urolithiasis in young children. N Engl J Med 
2009;360:1067–1074.
Kontaminace dětských výrobků melaminem v Číně byla spojena se 
vznikem urolitiázy. Vyšetřeno bylo 421 nemocných dětí do 36 měsíců 
věku, které požily kontaminované přípravky. Rodiče dětí vyplnili 
dotazník a u dětí byla vyšetřena moč, funkce ledvin a jater, poměr 
kalcia ke kreatininu a bylo provedeno ultrazvukové vyšetření ledvin. 
Kontaminované mléčné výrobky byly rozděleny na ty s vysokým 
obsahem melaminu (> 500 ppm), středním (< 150 ppm) nebo žádným 
obsahem melaminu. Žádný přípravek neobsahoval 150–500 ppm 
melaminu, a proto tato skupina hodnocena nebyla.

U 50 dětí se vyskytla urolitiáza, u 112 dětí bylo vysloveno pode­
zření na urolitiázu. Mezi dětmi s urolitiázou mělo 5,9 % hematurii 
a 2,9 % leukocyturii; tyto nálezy se nelišily od nálezů u dětí, u nichž 
byla urolitiáza pouze suspektní anebo se litiáza u nich nevyskytla. 
Abnormální renální funkce mělo 9,8 % dětí s litiázou, tubulární léze 
nebyla zjištěna. Děti, které požily přípravky s vysokým obsahem 
melaminu, měly oproti ostatním dětem sedmkrát vyšší riziko vzniku 
urolitiázy.

Předčasně narozené děti měly 4,5násobně vyšší riziko vzniku 
litiázy oproti dětem narozeným v termínu. Klinické projevy urolitiá­
zy nebyly typické a onemocnění probíhalo většinou asymptomaticky. 
Pouze u  třech nemocných se litiáza manifestovala oligurií. Autoři 
doporučují dlouhodobé sledování dětí, které požily melaminem 
kontaminované mléčné produkty.

Komentář

V září 2008 byl v Číně objeven melamin v mléce, nejprve v sušeném 
mléce pro dětskou výživu. Počet dětí, které kvůli melaminem kontami­
novanému mléku měly zdravotní potíže, dosáhl 94 000; 47 000 dětí 
bylo hospitalizováno a čtyři děti zemřely. Více než 80 % nemocných 
bylo mladších než dva roky. Později byl melamin prokázán i v kon­
zumním mléce a dalších mléčných výrobcích celé řady výrobců.

Melamin je 2,4,6-triamino-1,3,5-triazin. Je to organická slouče­
nina, která se používá při výrobě umělých hmot a průmyslových 
hnojiv. Melamin se ve vodě rozpouští jen velmi málo. Obsahuje 66 % 
dusíku. Asi z  tohoto důvodu je někdy nezákonně přidáván do 
potravin, aby maskoval nedostatečný obsah bílkovin. V literatuře 
lze nalézt podobné otravy pouze ve veterinární medicíně, kde byly 
popsány žlutavé močové kameny u psů, kteří požili kontaminovanou 
potravu, rovněž dovezenou z Číny (1). Výše uvedená studie tak 
představuje pouze zlomek z celé tragédie. Cenná je ale v tom, že se 
autoři pokusili charakterizovat rizikové faktory a projevy litiázy 
u otrávených dětí. Kromě urolitiázy může vést otrava melaminem 
také k nádorovému bujení, a proto by měly být všechny otrávené 
děti dlouhodobě sledovány.
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Autoři popisují pozoruhodný řetěz deseti transplantací ledvin od ži­
jících dárců, které byly iniciovány v roce 2007 jediným altruistickým 
dárcem a které proběhly s pomocí dvou velkých registrů zkřížených 
transplantací. Na těchto transplantacích se podílelo celkem šest trans­
plantačních center v pěti státech USA. V pěti případech byly trans­
plantace uskutečněny simultánně. V ostatních případech byly trans­
plantace ledvin provedeny během dalších pěti měsíců vždy pomocí 
dárců, kteří byli využiti pro nově registrované příjemce, pro které nebyl 
v rodině nalezen kompatibilní dárce.

Komentář
Prof. Montgomery se svým týmem demonstroval v tomto sdělení nové 
možnosti, jak využít stávajících registrů čekatelů pro zkřížené trans­
plantace, které nemusejí nutně proběhnout najednou, ale tak, že se 
k  již existujícím žijícím dárcům přiřadí nově registrovaní příjemci. 
V ČR jsou dosud prováděny zkřížené transplantace simultánně v jed­
né době u dvou dvojic dárce-příjemce. Pro to, aby byl proveden výše 
popsaný řetěz transplantací, je potřeba nalézt altruistického dárce, 
který věnuje ledvinu komukoli a nemá svého příjemce. V IKEM byla 
transplantace od altruistického dárce provedena zatím pouze jednou.

■

■

změny kreatininémie u nemocných s progresivně se zhoršující 
funkcí štěpu po vysazení CsA a  jeho náhradě mykofenolovou 
kyselinou (MMF). Renální funkce se zlepšila až u 26 % nemocných 
kontrolní větve, u nichž žádná změna imunosuprese provedena 
nebyla (Dudley, 2005). 

Přes všechny kritické poznámky je nutno souhlasit se závěry 
autorů studie CONVERT, tj. že změna imunosuprese z CNI na si­
rolimus přináší největší užitek nemocným s bazální eGF > 40 ml/min, 
kteří jsou bez proteinurie. Tento „zisk“ sice není velký (vyjádřeno 
v ml/min eGF), nicméně i  „pouhá stabilizace“ funkce štěpu je 
z klinického hlediska velmi důležitá. Zda se to projeví i zlepšením 

přežívání štěpů, nelze z této studie ani odhadnout. V dalších stu­
diích bude nutné nemocné v úvodu sledování lépe charakterizovat 
podle stupně histopatologického postižení a sledovat je déle než 24 
měsíců. Zodpovězeny by měly být i některé otevřené otázky, na­
příklad jaká je skutečná „bezpečná“ hranice proteinurie pro kon­
verzi z CNI na inhibitory mTOR? Hodnota Upr/cr 0,11 totiž není 
pro většinu nemocných po transplantaci ledviny reálná.
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