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vyvolávají data z experimentů. Již dlouho jsou známy experimen­
ty na hlodavcích, které prokazují, že zvířata bez lymfocytů B (tj. bez 
možnosti tvorby protilátek a humorální rejekce) nejsou schopna 
vyvinout rozšíření intimy arterií, i když ničí štěp klasickou rejekcí 
zprostředkovanou lymfocyty T. Navíc po podání protilátek začnou 
intimální proliferaci tvořit. To je svým způsobem alarmující zjiš­
tění, které volá po dalším experimentálním i klinicky orientovaném 
výzkumu, abychom dokázali jednoznačně rozhodnout, zda jde 
skutečně o dva různé mechanismy, nebo zda je vždy přítomna 
humorální rejekční složka, kterou nyní nedokážeme z  různých 
důvodů detekovat. Možností, proč v současnosti nejsme schopni 
humorální rejekční složku vždy odhalit, je několik. Jednou z nich 
je fakt, že v diagnostice detekujeme pouze protilátky, které fixují 
komplement, a  tím startují klasickou komplementovou kaskádu 
s depozicí C4d. Existují i protilátky, které poškozují endotel a komp­
lement nefixují (biopsie budou C4d negativní). Další známou 
příčinou může být, že koncentrace protilátek v séru je pro dnešní 
detekce příliš nízká a protilátky jsou deponované v tkáni. Je známo, 
že až ze 70 % biopsií s diagnózou akutní rejekce lze získat protilát­
ky proti antigenům dárce a že jen 30 % z nich má současně proti­
látky detekovatelné v séru. Navíc koncentrace protilátek i detekce 
C4d v  tkáni mají svoji dynamiku a mohou v  čase kolísat. Část 
pacientů s průkazem pozitivních C4d, která nemá v séru identifi­
kovatelné protilátky, může mít protilátky proti jiným než HLA nebo 
AB0 antigenům dárce. 

V  současném klasifikačním systému nejvíce diagnostických 
problémů představuje kategorie Intersticiální fibróza a  tubulární 
atrofie bez průkazu jiné specifické etiologie (IF/TA). Definice této 
kategorie představuje snahu o vyčlenění pokud možno všech příčin 
morfologických změn závislých na aloantigenech do jiných kate­
gorií tak, aby zde zůstaly pouze „nespecifické“ (spíše morfologicky 
necharakteristické) změny. Interpretace fibrotických změn je stej­
ně komplikovaná jako důvody vzniku fibrózy. IF/TA je jizva 
a představuje reziduum po předcházejících atakách jakékoli etio­
logie (epizoda léčené rejekce stejně jako infarkt), a pokud původ­
ní příčina nepokračuje, nelze podle našich současných znalostí 
identifikovat původ jizvy. IF/TA může být výsledkem jednorázo­
vého poškození (ataka pyelonefritidy), stejně tak jako přetrvávají­
cí afekce (např. stenózy lumin arterií nebo arteriol). Poškozené 
nefrony nemohou být nahrazeny a přesáhne-li poškození/úbytek 
nefronů kompenzatorní možnosti tkáně, dochází k akcelerované­
mu zániku. Ve většině případů (mimo infekce, obstrukci, lymfo­
proliferaci apod.) o funkci štěpu v dlouhodobém horizontu roz­
hoduje stav arterií a arteriol. Na poškození arteriol se významnou 
měrou podílejí hlavně léková toxicita (toxicita kalcineurinových 
inhibitorů) a hypertenze. V morfologii je diagnóza cévní toxicity 

diagnózou per exclusionem, protože nemá žádné jednoznačně 
specifické charakteristiky a např. od morfologie těžších hypertenz­
ních změn je neodlišitelná. Na vývoji fibrózy ve štěpu se běžně 
podílejí nejrůznější kombinace příčin, např. rejekce štěpu u pa­
cienta s hypertenzí a hyperplazií prostaty léčeného imunosupresí 
s kalcineurinovými inhibitory. Nutno podotknout, že stejně jako 
nejde IF/TA (jizvu) léčit, stejně tak většinou nelze diagnostikovat, 
co k jejímu vývoji vedlo. 

Úloha patologa při posuzování morfologických změn v biopsiích 
ledvinných štěpů v delším časovém období od transplantace spo­
čívá především v diagnostice chronických (tj. cévních) rejekčních 
změn (chronická aktivní rejekce zprostředkovaná protilátkami 
a chronická aktivní rejekce zprostředkovaná lymfocyty T) a samo­
zřejmě také v odlišení jiných příčin dysfunkce štěpu, jako jsou 
infekce (polyoma virová nefropatie), hypertenzní změny nebo 
rekurence základních onemocnění. 

Cílem je zabránit vzniku IF/TA a udržet co nejdéle fungující štěp. 
Dnes v době poklesu epizod akutních rejekcí se zájem všech za­
interesovaných v transplantační medicíně soustředí na zabránění 
chronických cévních změn. Ovlivnit se více či méně daří změny 
nerejekční (hypertenze, diabetes mellitus, toxicita kalcineurinových 
inhibitorů), v případě chronických rejekčních změn (chronická 
aktivní rejekce zprostředkovaná lymfocyty T i chronické aktivní 
rejekce zprostředkované protilátkami) je situace komplikovanější 
a léčba chronické humorální rejekce není dosud definována. 

V diagnostice se otevírají další možnosti s novými stále dostup­
nějšími technikami (analýzy genových expresí), které stojí na 
biologických základech a dokáží rozpoznat mnohem citlivěji než 
histologie např. „zlé a hodné“ lymfocyty. A také velmi pravděpo­
dobně umožní zjistit změny, na které se bude terapeuticky reagovat 
mnohem dříve, než jsou rozpoznány v histologii. Začlenění těchto 
metod bude v budoucnosti velmi pravděpodobně významným 
způsobem doplňovat histologické vyšetření a možná ho i v někte­
rých typických případech dokáže nahradit. 
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Detekce anti-HLA protilátek 
pomocí metody Luminex® 
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Lymfocytotoxický cross-match (komplement-dependentní 
CDC) je běžně používanou metodou pro detekci dárcovských 

specifických anti-HLA protilátek po transplantacích. Přítomnost 
těchto protilátek před transplantací vede ke vzniku hyperakutní 
rejekce s následnou ztrátou štěpu. V současnosti jsou již používá­

ny i citlivější metody než CDC cross-match. Luminex® je metoda 
využívající navázané HLA glykoproteiny na pevnou matrix a vaz­
ba protilátek je prokázána průtokovou cytometrií s dvojitým 
laserem. Luminex® má větší specificitu než CDC cross-match a není 
ovlivněn přítomností non-HLA protilátek, autoreaktivních proti­
látek nebo lymfocytotoxických protilátek (například ATG).

Pozitivní T lymfocytární CDC cross-match (TXM) prokazuje 
protilátky proti antigenům HLA I. třídy a představuje kontraindi­
kaci provedení transplantace. Na druhou stranu pozitivní B lym­
focytární cross-match (BXM) je odrazem přítomnosti protilátek 
proti antigenům HLA II. třídy nebo nízkých koncentrací protilátek 
proti antigenům HLA I. třídy. Negativní CDC cross-match snižu­
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je významně riziko hyperakutní rejekce, ale i pokud je negativní, 
může se vyvinout časná akutní rejekce zprostředkovaná proti­
látkami, takže je možné, že CDC cross-match není schopen 
zachytit přítomnost nízkých koncentrací anti-HLA protilátek. 
Klinický význam T– B+ CDC cross-match tak zatím není jasná. 
Cílem této komentované práce bylo pomocí metody Luminex® 
vyšetřit původ anti-HLA protilátek a osudy štěpů v případě, kdy 
nemocní podstoupili transplantaci ledviny při negativním TXM, 
ale pozitivním BXM. 

Autoři analyzovali soubor 471 nemocných po transplantaci 
ledviny z let 1987–2005 v malém transplantačním centru v jiho­
australském Adelaide. Studovaný soubor tvořili nemocní, kte­
ří měli T– B+ CDC cross-match, kontrolní soubor pak pacienti 
s T– B– CDC cross-match.

Z uvedených 471 nemocných bylo 85 transplantováno přes 
T– B+ CDC cross-match, jak bylo zjištěno vyšetřením aktuálních 
sér nemocných. Z těchto nemocných mělo 59 % (n = 50) vyšší 
frekvenci protilátek proti panelu (PRA > 10 %). Podobně skupi­
na T– B+ měla vyšší frekvence protilátek proti panelu oproti 
kontrolní skupině a rovněž v ní bylo zastoupeno více původních 
domorodých obyvatel Austrálie.

V  této práci nebyli vyšetřováni nemocní s humorální rejekcí, 
protože tyto metody byly k dispozici v centru v Adelaide až v roce 
2005. Výskyt akutních rejekcí v souboru byl 36 % v kontrolní sku­
pině a 42 % ve sledované skupině. Autoři pozorovali vyšší výskyt 
vaskulárních rejekcí ve skupině T– B+ CDC cross-match. Pomocí 
metody Luminex® bylo zjištěno, že nemocní ve skupině T– B+ cross-
-match měli protilátky bez přítomnost IgG anti-HLA (n = 30), 
s protilátkami IgG bez dárcovské specificity (n = 21) a konečně 
s dárcovsky specifickými anti-HLA protilátkami (n = 27). První 
dvě skupiny měly stejný výskyt rejekcí jako v kontrolní skupině, 
nemocní s dárcovsky specifickými protilátkami měli rejekce čas­
tější (41 % vs. 36 %). Dárcovsky specifické protilátky byly také 
rizikem pro vznik vaskulární rejekce. Autoři nepozorovali žádné 
rozdíly ve funkci transplantované ledviny ve skupině sledované 
a kontrolní. Celkové přežití štěpů bylo 88 % v prvním roce, 80 % 
ve třetím roce a 70 % v pátém roce po transplantaci ledviny. Přeži­
tí štěpů ve skupině kontrolní a sledované (T– B+) bylo podobné. 
Rozdíly ale byly pozorovány mezi skupinami podle specificity 
protilátek uvnitř sledovaného souboru. Nemocní s dárcovsky 
specifickými protilátkami měli významně vyšší výskyt ztrát štěpů 
oproti kontrolní skupině (44 % vs. 27 %), jednoroční přežití štěpů 
bylo pouze 80 % a 58 % v pátém roce. Relativní riziko ztráty štěpu 
do pěti let bylo v této skupině 1,8 oproti kontrolní skupině. Dále 
autoři zjistili, že pozitivní prediktivní hodnota B+ cross-match na 
ztráty štěpu byla 34 % a negativní prediktivní hodnota byla 69 %. 

Tato studie prokázala, že protilátky odpovědné za B+ cross-match 
jsou heterogenní. Pouze jedna třetina z B+ cross-match byla způ­
sobena dárcovsky specifickými protilátkami a tato podskupina byla 
spojena s horšími výsledky. Daleko lepší interpretaci významu 
B+ cross-match poskytuje vyšetření specificity protilátek pomocí 
metody Luminex®.

Komentář 
Doc. MUDr. Ondřej Viklický, CSc.

Protilátková teorie rejekcí se v posledních třech letech stala ústřed-
ním tématem vědeckých diskusí transplantologů. I  když Patel 
a Terasaki předpovídali ústřední roli dárcovsky specifických pro-
tilátek na osud štěpu již před více než 40 lety (Patel et al., 1969), 
byla jimi vysvětlována tzv. hyperakutní rejekce. Buněčná teorie 
se následně stala ústředním dogmatem transplantační imunologie, 

■

a také imunosupresivní terapie bylo vždy cílena pouze na lymfo-
cyty T a  jejich produkty. Teprve poznání, že se dlouhodobé 
výsledky transplantací bez ohledu na výborné jednoroční výsled-
ky významně nezměnily, vedlo k intenzivnímu výzkumu chronic-
kých změn v  transplantované ledvině. Opuštění nespecifického 
pojmu chronická nefropatie štěpu a zavedení humorálních rejek-
cí (zprostředkovaných protilátkami) do Banffské klasifikace bylo 
vlastně připuštěním faktu, že kromě rejekcí zprostředkovaných 
lymfocyty T existují také rejekce zprostředkované protilátkami, 
a to jak akutní, tak chronické. Blíže se o změnách provedených 
v Banffské klasifikaci dočte čtenář v Perspektivách v úvodu toho-
to čísla. Tak jak pokračuje výzkum patogeneze a klinického 
významu humorálních rejekcí, věnuje se pozornost nejenom 
detekci humorální rejekce, ale rovněž detekci jednotlivých proti-
látek odpovědných za humorální rejekci. Banffská klasifikace 
definuje chronickou rejekci zprostředkovanou protilátkami jako 
přítomnost morfologických kritérií a zachycení dárcovsky speci-
fických protilátek spolu se známkami dysfunkce štěpu. V součas-
nosti se ukazuje, že protilátek, které mohou hrát roli v poškození 
štěpu, je celá řada, od protilátek proti endotelu po nespecifické 
anti-HLA protilátky až po dárcovsky specifické anti-HLA proti-
látky. 

Komentovaná práce ukázala, že jedině výskyt posledních z nich, 
a  to i v malém množství, které nelze zachytit klasickým cross-
-match před transplantací (T– cross-match a následně vyšetřený 
B+ cross-match), hraje svoji významnou roli pro přežití štěpů 
a výskyt závažných vaskulárních rejekcí. Tato práce nevyšetřova-
la přítomnost protilátek po transplantaci a  rovněž v ní autoři 
vůbec nevyšetřili bioptický materiál na přítomnost C4d, který 
odráží humorální rejekci. To je největší nedostatek této studie 
a bylo by jistě žádoucí ověřit, zda vaskulární rejekce byly ve sku-
tečnosti také C4d pozitivní. Stejně tak by bylo zajímavé vědět, 
jaký byl výskyt chronických změn v protokolárních biopsiích. 
Bohužel tato vyšetření provedena nebyla. 

Ale i tak je tato práce velmi přínosná. Ukazuje nám, že se nelze 
spokojit pouze s jednou metodou vyšetření klasického CDC cross-
-match, a rovněž ukazuje na klinickou nepoužitelnost výsledku 
B lymfocytárního cross-match. Jedině rychlé plošné zavedení 
nových technik, jakým je například Luminex®, do rutinní klinic-
ké praxe umožní vyjádřit se ke klinickému významu protilátek 
pomocí technik cross-match v době transplantace. 

Metoda Luminex® (Ozawa et al., 2007) může přispět k moni-
toraci výskytu dárcovsky specifických protilátek po transplantaci. 
To je velmi důležité před případnou nežádoucí redukcí imuno
suprese. Dnes víme, že se dárcovsky specifické protilátky mohou 
objevit kdykoli po transplantaci a  jsou vždy spojeny s  rizikem 
následné ztráty štěpu pro chronickou, protilátkami zprostředko-
vanou rejekci. 

Metody cross-match předpokládají archivaci lymfocytů dárce, 
což není metoda praktická pro dvacetileté sledování. Hlavním 
problémem je jako vždy cena vyšetření. Je ale možno soudit, že 
s odstupem bude možno vyšetřovat všechny nemocné s  rizikem 
rejekce zprostředkované protilátkami ve všech transplantačních 
centrech v České republice; koneckonců rozšiřující se povědomí 
o humorálních rejekcích nakonec vedlo i k zajištění vyšetření pří-
tomnosti C4d složky komplementu v biopsiích ve většině z nich. 
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