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Souhrn: Cil: Primarnim cilem této studie bylo zjisténi prevalence subklinickych akutnich rejekci a hrani¢nich zmén v protokolarnich biop-
sifch ve 3 mésicich po transplantaci a zhodnoceni mozné korelace s nékterymi klinickymi a laboratornimi parametry. Materidl a metody:
Biopsie byly provedeny u souboru 194 nemocnych se stabilizovanou funkci $tépu. Pacienti byli [é¢eni imunosupresivnim rezimem s cyklo-
sporinem A (n = 34), takrolimem (n = 152) nebo sirolimem/everolimem (n = 10). Bioptické vzorky byly zpracovédny standardni parafinovou
technikou a barveny podle protokolu laboratote. Ve viech vzorcich byla provedena detekce C4d jako priikaz spoluti¢asti rejekce protildtkové
povahy imunofluorescenéni technikou nebo imunohistochemicky. Vysledky: Ze 192 hodnotitelnych vzorkd byly zjistény subklinické akutni
rejekce spole¢né s hrani¢nimi zménami ve 24 p¥ipadech (12,5%). U pacientl s timto nédlezem byla primérna hodnota sérového kreati-
ninu statisticky vyznamné vy33i (185,2 + 2,2 pmol/l) oproti hodnoté u pacientd s normalnim bioptickym nélezem (128,2 + 28,3 pmol/I)
(p <0,001). Za pouziti ROC analyzy bylo zjisténo, Ze délici hranici pro odliseni normalnich nalezi od mozné subklinické rejekce je hodnota
sérového kreatininu 170 pmol/l. Byla zjiSténa téZ vyznamna zdvislost mezi akutnimi rejekcemi v dobé pred protokolarni biopsii a sub-
klinickymi akutnimi rejekcemi spole¢né s hrani¢nimi zménami v protokoldrni biopsii. Pozitivita C4d byla diagnostikovana v 6 pfipadech.
Typ imunosupresivn{ |é¢by (cyklosporin vs takrolimus) nemél na vyskyt subklinickych akutnich rejekei a hrani¢nich zmén zadny vliv. Zdvér:
Hlavnim zavérem této préce je zjisténi, Ze akutni rejekce ¢asné po transplantaci a hodnota sérového kreatininu = 170 pmol/l ve 3 mésicich
po transplantaci jsou rizikovymi faktory pro vznik subklinické akutnf rejekce, a to i humoralniho typu a hrani¢nich zmén.
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Subclinical acute rejections in protocol biopsies at 3 months after kidney transplantation

Summary: Aim: The primary aim of the study was detection of subclinical acute rejection and borderline changes in protocol biopsies
at 3 months after transplantation, and assessment of possible clinical and laboratory associations. Methods: Biopsy was carried out in
194 patients with stabilized graft function. Patients were treated with immunosuppressive regimen based on cyclosporine A (n = 34),
tacrolimus (n = 152), or sirolimus/everolimus (n = 10). Samples were processed by standard paraffine technique, and stained according
to laboratory protocol. All samples were tested by immunofluorescence or immunohistochemical procedures for C4d presence as a sign
of humoral rejection. Results: Of 192 representative samples, subclinical acute rejection and borderline changes were found in 24 samples
(12.5%). In patients with this finding, the mean serum creatinine was significantly higher (185.2 + 2.2 pmol/L), than in patients with nor-
mal finding (128.2 + 28.3 pmol/L) p < 0.001. Using the ROC curve analysis of serum creatinine, the cut-off point 170 pmol/L was found
to discriminate normal findings from subclinical rejection and borderline changes. A significant correlation between acute rejections
before protocol biopsy and subclinical acute rejections together with borderline changes in protocol biopsy was found. C4d positivity
was found in 6 samples. Immunosuppressive therapy (cyclosporine versus tacrolimus) did not have any impact on subclinical acute
rejections and borderline changes prevalence. Conclusions: The main conclusion of this study is a finding, that acute rejection early after
renal transplantation and serum creatinine = 170 pmol/| at three months after transplantation are risks for development of subclinical
acute rejection, even of humoral type, or borderline changes.
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Uvod

V bézné klinické praxi se stav trans-
plantovanych ledvin posuzuje pfe-
vazné nepfimymi metodami hodnoti-
cimi jejich funkci. Zlatym standardem
je v tomto sméru sérovy kreatinin jako
nejjednodussi metoda pro opakovana
vySetieni pfi dlouhodobém sledovani.
U pacientl se stabilizovanou funkef je
pak protokolarni biopsie (PB) jedinou
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moznosti k rozpoznani pochodi ode-
hravajicich se ve Stépu.

Na rozdil od diagnostické biopsie
indikované p¥i zhorsenf funkce trans-
plantované ledviny, PB se provddé
podle pfedem stanoveného ¢asového
planu v rliznych ¢asovych obdobich.
Prvni protokolarni biopsii maze byt
perioperaéni biopsie darce nebo bio-
psie nulté hodiny (po reperfuzi $tépu),

kterd ma vypovédni hodnotu pre-
devdim pro zhodnoceni preexistujici
fibrézy a cévnich zmén. V potransplan-
taénim prabéhu jsou kli¢ovym obdo-
bim prvni 3 mésice po transplantaci,
kdy PB odhaluji hlavné subklinické
akutni rejekce (SAR). Vyznam téchto
nélezd spociva v tom, Ze podle nékte-
rych studii [27] existuje vztah mezi
SAR a rozvojem chronické transplan-
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soubor nemocnych

muzi/Zeny

pramérny vék (roky)

pficiny rendlniho selhani
glomerulonefritida
tubulointersticidlni nefritida
polycystické ledviny
nefroskleréza
diabetickd nefropatie
jiné

pramérny pocet dni PB po transplantaci
I. transplantace
II. transplantace
IIl. transplantace

Ny

transplantace ze Zijiciho darce
panel reaktivni protilatky PRA = 50 %
pacienti s rejekci pfed PB

imunosupresivni rezim s
CSA
TAC
SIR/EVE

PB - protokoldrni biopsie

Tab. 1. Demografie souboru nemocnych.

n %

194 100
119/75 61/39

50,6 +12,2

69 35,6

42 21,6

22 11,3

27 13,9

10 52

24 12,3

94,8+9)9
146 75,2
23 12

3 1,5

22 11,3

15 7,6

67 34,5

34 17,5
150 77,3

10 52

tacni nefropatie. Véasnd lé¢ba SAR tak
mze takovyto nepfiznivy vyvoj ovliv-
nit. Pozdni PB, provddéné nejcastéji
v 6, 12 a 24 mésicich po transplantaci,
sleduji pFevdzné intersticidlni a cévnf
zmény. Rizny stupeni fibrézy/sklerézy
v intersticiu a v glomerulech se semi-
kvantitativnim hodnocenim ma pro-
gnosticky vyznam pro daldi osud 3tépu
[14,21,22]. PB také umozn{ ¢asné roz-
poznani nefrotoxicity kalcineurinovych
inhibitor&l nebo diagnézu polyoma vi-
rové infekce Stépu dfive, nez se projevf
zhor$enou funkef $tépu.

SAR se definuje jako histomorfo-
logicky nalez akutni rejekce bez do-
provodného zhor3eni funkce 3tépu
[16]. Tyto nédlezy mohou mit rdznou
miru postizeni podle banffské klasifi-
kace [19], od hrani¢nich zmén (HZ)
po rGzné, nejcastéji vsak nizsf stupné
akutnf rejekce; predevsim intersticidlnf
celularni rejekei, bez nebo s humoraln{
rejekéni slozkou.

Prvni PB byly provedeny jiz poc¢atkem
80. let minulého stoleti [1] s vymeze-
nym cilem zjistit do té doby neznamy
morfologicky obraz u $tépd s normélnf
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funkci. Siréi zdjem o né se obnovil a2
v poloviné 90. let 20. stoleti [20], kdy
se objevuje pojem subklinické rejekce.
PB mély i své odpurce [17], ale v po-
slednich letech se staly akceptovanou
metodou na vétsiné pracovist. Neexis-
tuje viak jednotné rutinni schéma je-
jich provadéni.

Cilem této préce bylo zjistit strati-
fikaci morfologickych néalezd a preva-
lenci SAR u pacientti 3 mésice po trans-
plantaci a zhodnotit vztahy klinickych
faktord ke vzniku SAR.

Soubor nemocnych a metodika

Do souboru bylo zafazeno 194 nemoc-
nych, ktefi méli pti poslednich 3 am-
bulantnich kontroldch stabilizovanou
funkci transplantované ledviny a ktef
podepsali informovany souhlas s biop-
sii. Biopsie byly provedeny 3 mésice po
transplantaci. Demografickd charak-
teristika souboru je v tab. 1. Nemocnf
byli 1é¢eni imunosupresivnim rezimem
na bazi cyklosporinu A (CSA, n = 34)
nebo takrolimu (TAC, n = 152) v kom-
binacis prednisonem a mykofenoldtem
mofetilem a na bézi sirolimu nebo eve-
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rolimu (SIR/EVE, n = 10) v kombinaci
s prednisonem a takrolimem. Pacienti
s ndlezem SAR byli [é¢eni metylpred-
nisolonem dle schématu pouzivanym
u akutnich rejeket.

Biopsie byly provadény pti krét-
kodobé hospitalizaci po sonografic-
kém zaméreni z konvexity $tépu jehlou
o sile 14 Gauge. Nésledujici den byla
provedena sonografickd kontrola p#i-
padnych komplikaci biopsie. Bioptické
vzorky byly zpracovany standardni pa-
rafinovou technikou a barveny podle
protokolu bioptické laboratore. Ve
v8ech vzorcich byl proveden prikaz
C4d imunofluorescen¢ni technikou
nebo imunohistochemicky.

Histomorfologické zmény byly hod-
noceny podle kritérii banffské klasifi-
kace [15]. Tato diagnostickd klasifikace
histopatologickych zmén v transplan-
tované ledviné byla poprvé ustanovena
na konferenci v Banffu v Kanadé v roce
1991 a od té doby opakované upra-
vovdna a rozSifovdna. Je pouZzivdna
na vétdiné transplantaénich pracovist
a umoZiuje srovnatelné posuzovan{
nalezG. Hodnoti kvantitativné akutn{
rejekce podle pfitomnosti zdnétlivého
infiltrdtu v intersticiu, tubulech a cé-
vach. Podle klasifikace zroku 1997 [15]
byly v tomto souboru diagnostikovany
HZ nebo SAR od stupné IA.

Krevn{ vzorky pro biochemicka vyset-
feni byly odebirdny v den biopsie. Glo-
merularni filtrace (GF) byla kalkulo-
vdna z hodnoty sérového kreatininu,
urey a albuminu podle metody MDRD
[18].

Vysledky byly statisticky hodnoceny
metodami: t-test, ev. Mann-Whitney
test, x* kontingenéni tabulky a analyza
ROC.

Vysledky

Z celkového poctu 194 biopsii byly
2 vzorky nehodnotitelné. Ze 192 hod-
notitelnych vzorkl byly zjistény SAR
spole¢né s HZ ve 24 ptipadech (12,5 %).
Normélni nélez byl ve vice nez poloviné
vzorkt (107, 55,7%). Ve 21 (10,7 %)
bioptickych vzorcich byly morfologické
znaky chronické transplantaéni nefro-
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patie, tj. fibréza $tépu mirného stupné,
obvykle spolu s cévnimi zménami a ku-
latobunéénou zanétlivou celulizacf p¥i-
tomnou pouze ve fibréze. Dalsi ddaje
jsou uvedeny v tab. 2. V 6 pfipadech
(3% vzorktr) byla diagnostikovana po-
zitivita C4d v peritubuldrnich kapild-
rach jako zndmka spolutcasti rejekce
protildtkové povahy. Z toho ve 3 ptipa-
dech doprovézela slabsf pozitivita C4d
chronickou transplantaéni nefropatii,
v 1 pfipadé byla rezidua po ptedchozi
[écené akutni humordlni rejekci, ale
u zbyvajicich 2 pacientd byla splnéna
kritéria humoralnf rejekce.

V souvislosti s protokoldrni biopsii
nevznikly zadné vaznéjsi komplikace,
které by vyzadovaly invazivni inter-
venci nebo prodlouZily hospitalizaci.
Mensi komplikace byly p¥i sonografic-
kych kontroldch zjistény u 20 pacientd
(10,1%), z toho byly perirenalni hema-
tomy u 2 pacient( (1%), arteriovenézni
pistéle u 14 (7,1%) a soucasny ndlez
hematomu a arteriovendzni pistéle
u4(2%).

Celkem 67 (34,5%) pacientd mélo
1 nebo 2 akutnf rejekce v 3mési¢nim
obdobfi po transplantaci pred proto-
koldrni biopsii. U pacientd s histomor-
fologickym nélezem SAR + HZ byl pra-

Tab. 2. Histomorfologické nalezy.

Nalez

nereprezentativni vzorek

normalni nélez

subklinicka akutnf rejekce SAR
hrani¢ni zmény HZ

chronickd transplantaéni nefropatie
kalcineurinova toxicita

jiné

n %
2 1
107 55,7
14 7.3
10 5,1
21 10,7
13 6,7
27 14

mérny pocet rejekci po transplantaci
vysoce vyznamné vyssi nez u pacientd
s normalnim ndlezem v protokolarnf
biopsii (graf 1).

Primérnad hodnota sérového kreati-
ninu (S-kr) byla ve skupiné SAR + HZ
185,2 + 96,1 pmol/l a hodnota GF
(MDRD) 0,69 £ 0,25ml/s. Tyto hod-
noty byly vyznamné vy3si (p < 0,001)
oproti hodnotdm u pacientl s nor-
malnim nélezem (128,2 + 28,3 pymol/I,
resp. 0,85 £+ 0,18 ml/s). Pomoci ROC
analyzy byla hodnota S-kr 170 pmol/I
uréena jako délici hranice (cut off
point) pro riziko SAR + HZ (graf2). Ne-
mocni se S-kr 2 170 pmol/l méli 20na-
sobné vyssi riziko SAR + HZ (OR 20,2;
Cl =[61-67,3]). Pro tuto hodnotu ma
pouzitd statistickd metoda specificitu
95,3 % a senzitivitu 50%. Je tak mozno

odvodit pro S-kr < 170 pmol/l nega-
tivni prediktivni hodnotu, tj. pravdé-
podobnost normalniho nélezu 89,3 %
a pro S-kr = 170 pmol/l pozitivni pre-
diktivni hodnotu, tj. pravdépodobnost
nélezu SAR + HZ 70,6 %.

Ve skupiné pacientt lé¢enych imuno-
supresivnim rezimem s CSA byla pre-
valence SAR + HZ 11,7% a primérna
hodnota S-kr 144,7 + 51,4 pmol/l.
Hodnoty téchto parametr(i ve sku-
piné pacient( lé¢enych imunosupre-
sivnim rezimem s TAC (12,5%, resp.
144,1 + 50,6 pmol/l) byly bez statis-
ticky vyznamného rozdilu.

Diskuze

Se zavedenim novych imunosupre-
sivnich protokold vyznamné pokles|
pocet rejekénich epizod. Z dlouhodo-

N SAR+HZ

Graf 1. Primérné pocty akutnich re-
jekei po transplantaci u nemocnych
s normélnim nélezem (N) a zménami
SAR + HZ (p < 0,001).
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S-kr (pmol/I1)

normalni nélez

SAR + HZ

Graf 2. Hodnoty S-kr u nemocnych s normalnim histomorfologickym nélezem

a zménami SAR + HZ.
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bého pohledu viak zlstalo prezivan(
$tépl prakticky nezménéno.

Vyskyt SAR a HZ je nejvy3si ¢asné po
transplantaci, v dalsim pribéhu klesa
[16]. Tento jev miZeme potvrdit, po-
rovndme-li soucasny vyskyt 12,5%
SAR + HZ v této studii s 6,6% v nasi
predchozi studii, ve které byly pro-
tokolarni biopsie provadény v 1 roce
po transplantaci [11]. Ve 3 mésicich
po transplantaci se v 7 publikovanych
souborech [5,8,10,14,21,24,26] s cel-
kovym poétem 627 pacientd pohybo-
vala prevalence SAR + HZ ve velmi $i-
rokém rozmezi od 10 do 90%. Vétsina
soubort méla pocet ¢lend nizsi nez
100, pouze jeden soubor [24] byl véts(
(282 pacientil) nez n4s soubor. Jednou
z pticin velkého rozptylu hodnot tak
mohla byt chyba malych ¢isel. Nejvy3si
vyskyt (90 %) byl u nejmensiho souboru
[10]. Tato studie byla navic atypicka
tim, Ze byla retrospektivnf a také v pod-
skupiné HLA identickych pffjemct
Stépl ze Zijicich darch byly HZ prekva-
pivé nalezeny v 8/10 pt¥ipadl. V po-
¢etné nejvétsim souboru byly SAR + HZ
zjistény v 18 %, tj. hodnota srovnatelna
s nasim nélezem 12,5%. Soubory byly
publikovany v rozmez( 10 let a nejnizsf
prevalence byla v souborech z posledn(
doby [5,8], takze nelze vyloucit jako
dalsf pFi¢inu rozptylu hodnot i celko-
vou miru imunosupresivn{ |é¢by [15].
Niz8i vyskyt SAR se popisuje u rezimd
s takrolimem [4,13] nebo po ptidani
mykofenolatu mofetilu [2]. Sami jsme
v8ak v nasem souboru zadny rozdil
mezi imunosupresivnim rezimem s cyk-
losporinem a takrolimem ve vyskytu
SAR + HZ nezaznamenali.

Normalni nélez byl v nasem souboru
pomérné casty (v 56 %), srovnatelny se
43 % v sestavé Seréna et al [24]. Preva-
lence chronické transplantaéni nefro-
patie i kalcineurinové toxicity byly spie
niz8i, coz by dohromady mohlo vést
k dvahdm o pouZité optimalni imuno-
supresi, aviak Zddné daldi doklady pro
takové tvrzeni nejsou.

Ve vyse uvedenych 7 souborech pro-
tokoldrnich biopsii ve 3 mésicich nenf
zminka o vySetfovani C4d pozitivity.
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Do banffské klasifikace byla protilat-
kou zprosttedkovana akutnf rejekce za-
fazena az v roce 2003 [18]. Prevalence
C4d je zndma jen v ¢asnych protoko-
larnich biopsiich 7 dnf po transplan-
taci [9,25], kde byla pomérné vysoka
(30% a 13%). Nejcastéji byla spojena
s akutni humordlni rejekci, coz od-
povida obvykle ¢asnému nédstupu hu-
moraln{ rejekce. V protokoldrnich bio-
psiich ve 3 mésicich by mél byt nélez
akutni humoralni rejekce spise vyjim-
kou. C4d pozitivita miZe pretrvdvat
po prodélané akutnf rejekci nebo byt
znamkou nastupujici chronické humo-
ralni rejekce tak, jak tomu je i v nasem
souboru.

U pacientll s ndlezem SAR + HZ
byl vysoce vyznamné vy3si pramérny
pocet akutnich rejekci po transplan-
taci oproti pacientdm s normdlnim
ndlezem. Mzeme tak potvrdit zavéry
nékterych studii [2,7,12,15], ze akutn(
rejekce jsou vyznamnym rizikovym fak-
torem pro existenci SAR a HZ. Naopak
SAR mze byt rizikovym faktorem pro
rozvoj chronické transplanta¢ni nefro-
patie. Proto budou pacienti s |é¢enou
SAR dlouhodobé sledovéni a vyvoj je-
jich $tépli bude porovndn se Stépy bez
SAR.

Vyznamné bylo zjisténi, Ze pacienti
s SAR a HZ méli vy3si primérné hod-
noty S-kr oproti pacientdim s normal-
nim histomorfologickym nélezem.
Toto zjistén{ by mohlo na prvnf po-
hled odporovat zdkladni definici SAR,
ale protokolarni biopsie byly prova-
dény jen u pacientl se stabilizova-
nymi hodnotami. Stabilizovand funkce
byla i u pacientli s nedostate¢nym roz-
vojem funkce $tépu a nejvy$simi hod-
notami S-kr, jak ukazuje graf 2. Ana-
lyza ROC ukdazala hodnotu S-kr nad
170 pmol/l spojenou s vysokym rizikem
pritomnosti SAR a HZ, ale prediktivn{
pozitivni hodnota tohoto nélezu byla
vzhledem k rozptylu hodnot nizs nez
negativni prediktivni hodnota, ktera
byla pomérné vysoka (89,3 %).

Komplikace po PB byly jen neza-
vazné, a potvrdila se tak bezpecnost
této metody. Arteriovendzni pistéle se

Subklinické akutni rejekce v protokolarnich biopsiich 3 mésice po transplantaci ledviny

zjistuji p¥i poutziti dopplerometrické ul-
trasonografie asi v 10% [3]. 7% pistélf
v nasem souboru je tak dobfe srovna-
telnych. Dal3i vyvoj fistuli se sleduje,
ale uvadi se, Ze vétsina fistuli spon-
tanné vymizi. Podrobnéjsi rozbor arte-
riovendznich fistuli byl proveden v olo-
mouckém transplantaénim centru
a publikovan v ¢asopise Vnitini |éka-
stvi [6].

Na zdkladé vech téchto poznatkd
povaZujeme za vhodné provddét pra-
videlné PB v ¢asném potransplantac-
nim obdobi, zejména pak u pacientd
s neuplné rozvinutou, i kdyZz stabilizo-
vanou funkci.

Zaver

V této studii byl prokdzan 12,5% vyskyt
subklinické akutnf rejekce a hrani¢nich
zmén ve 3 mésicich po transplantaci.
Zavazné bylo zjisténi protilatkové akti-
vity s pozitivitou C4d u 2/14 subklinic-
kych akutnich rejekci a u 3/21 nalezl
chronické transplantaéni nefropatie.
Akutnf rejekce pfed biopsii a hodnota
sérového kreatininu 2 170 pmol/l mo-
hou signalizovat zvySené riziko pro pti-
tomnost subklinické akutni rejekce
a hrani¢nich zmén.

Studie byla podpotena Internf grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvi CR,
grant NR 8897-4.
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