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Zavedeni histoscanningu pro rutinni hodnoceni biopsii nativnich a
transplantovanych ledvin

Abstrakt
Cil: Imunofluorescence se vyuziva k diagnostice nativnich 1 transplantovanych ledvin,

ackoliv mé fadu limitd: kratka doba expirace, obtiznad manipulace a zasilani.

Material a metody: 168 piipadi bylo zpracovano a hodnoceno klasickou metodou,
nasledné scannovano pomoci Panoramic Scan Midi ve formatu 3D a opét posouzeno

jako virtualni preparaty.

Vysledky: Primarni sada 20 pfipadt byla znovu hodnocena. Na zakladé vysledka byla
modifikovana technologie (medium, kryci skla a systém scannningu). 148 novych
ptipadl bylo zpracovano modifikovang, hodnoceno na skute¢nych i virtudlnich sklech.

Rozdily ve vysledcich obou technik byly piijatelné a systém byl uveden do praxe.

Zavér: Virtualni mikroskopie je pouZzitelnd i pro imunofluorescencni techniku a je v nasi
instituci  pouzivana  rutinné.  Soucasné se scannovanim  zakladnich a
imunohistochemickych skel je pouzivdna pro tzv. telepatologii. Nejvétsi vyhodou je

jednoduchy a rychly ptistup z velké vzdalenosti.

Kli¢ova slova: ledviny; nativni; translplantované; imunofluorescence; telepatologie;

virtualni mikroskopie



Introduction of the Histoscanning for Routine Evaluation of the Biopsy
of the Native and Transplanted Kidneys

Abstract

Aim: Immunofluorescence used as part of diagnostic algorithm for native and
transplanted kidney, however it has several limitations: short expiration, difficult
handling and shipment. We compared quality of real slides versus scanned digital

(virtual) slides.

Material and methods: 168 cases were stained and diagnosed using classic technology
and microscope. All cases were scanned using Panoramic Scan Midi 3D and evaluated

again as virtual slides.

Results: 20 primary evaluated slides (real and virtual) were reevaluated. Based on
results, changes of technology were introduced (medium, coverslips, scanning
parameters). 148 new cases were examined using classic technology and subsequently
using virtual microscopy. Results and minor differences in quality were acceptable and

modified technology was introduced into the routine practice.

Conclusions: Virtual microscopy is applicable also to immunofluorescence techniques
and it is routinely used in our institution now. Altogether with histoscanning of standard
histochemical and immunohistochemical stainings is also used for so-called
telepathology. Main advantage is easy and fast access of consultant pathologist to

examined material even from oversea distance.

Keywords: Kkidney; native; transplant; immunofluorescence; telepathology; virtuaul

microscopy
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Uvod

Piedkladana prace seznamuje s novou metodikou, tzv. histoscanning, ktera je
soucasti telepatologie, vyuzivanou pro hodnoceni nativnich vzorkl autolognich a
transplantovanych ledvin ve FN Plzen. Prace dale pfedstavuje zpracovani punkéniho
vzorku nativni autologni ledviny a punk¢éniho vzorku ledvinného S$tépu pro rutinni
diagnostické ucely. Vzorky se zpracovavaji metodami klasické histologie a histochemie,
dale jsou vyuzivany imunohistochemické a imunofluorescencni metody, v neposledni
rad¢ elektronova mikroskopie.

Metoda histoscanningu umozituje scannovani vSech typt preparati, klasickych
histologickych  vytvofenych  z parafinového tkanového bloku a  preparati
imunofluorescenc¢nich, které jsou zhotoveny ze zmrazenych tezi.

Hodnoceni imunofluorescenc¢nich preparati biopsii ledvin je velmi slozita
problematika a cilem této prace je prokazani, ze odecitani virtudlnich preparati a
preparati pro optickou mikroskopii je mozné ve stejné kvalité¢ a nasledného vyuzivani

histoscanningu pro rutinni hodnoceni biopsii.



1. Ledvina

Ledvina (ren, nefros) je parova exkre¢ni zlaza a je soucasti mo¢ového Ustroji.
Ledvina se postupné vyvijela ve tfech vyvojovych fazich: pronefros — ptedledvina,
mesonephros — prvoledvina, metanephros — ledvina. Ma charakteristicky tvar
fazolového bobu. Ledviny jsou ulozeny retroperitonealné, podél patete mezi dvanactym
hrudnim a tfetim bedernim obratlem, kdy prava ledvina je nize. U dospélého Clovéka je
ledvina dlouhda 10 -12 cm, Siroka 5 -7 cm a 3,5 — 4 c¢m silna. Ledvina dospélého muze
ma hmotnost 125 — 170 gramd, u Zzen byva hmotnost v priméru o 15 gramt méné

(Cihak, 2002).

1.1. Stavba ledviny

Ledvina je pokryta vazivovym pouzdrem — capsula fibrosa, kdy spole¢né
s nadledvinou je jesté ulozena v tukovém pouzdie — capsula adiposa. U ledviny
rozeznavame cCasti: kuru ledviny — cortex renalis sjemné zrnitou strukturou podél
zevniho obvodu a dfen ledviny — medulla renalis s tmavsi zihanou strukturou. Zrnity
vzhled ledviny je dan obsahem ledvinovych télisek. Dienn je dale uspofaddna do
pyramid, kazda ledvina jich obsahuje 15 — 20. Béaze pyramid jsou orientovany
k povrchu ledviny a vrcholy pyramid sméfuji k hillu ledviny. Na vrcholech pyramid
jsou vyusténi odvodnych kanalki (Cihdk, 2002).

Zakladni jednotkou ledviny je nefron. Nefron je ledvinny kandlek, ktery se
sklada z mnoha ¢asti. Zacina jako Malphigiho (ledvinné) télisko — corpusculum renale,
pokracuje jako cévni klubicko — glomerulus a pouzdro cévniho klubicka — capsula
glomeruli, tzn. Bowmanovo pouzdro. Pouzdro ma dva listy. Vng&jsi list — parietdlni,
uzavira cely glomerulus a kapilary cévniho klubi¢ka pokryva vnitini list — viscerdlni.
Z prostoru mezi listy pouzdra vystupuje kanalek ledvinny, ktery mé na svém pribéhu
nekolik usekd. Prvni ¢asti je proximalni tubulus, ktery pokracuje v Henleovu klicku se
sestupnym a vzestupnym raménkem, dale navazuje distalni tubulus (Dylevsky, 2009).

Sbéraci kanalky — tubuli colligentes zaéinaji ve dfeni. V kazdém sbérném se

nachazi vyusténi 5-10 nefront. Sbérné kanalky se spojuji v Siroké papilarni vyvody —



ductus papillares, ty usti v renalnich papilach — foramina papillaria, odkud piechazi

mo¢ do ledvinovych kalichtl, tedy do vyvodnych cest mogovych (Cihak, 2002).

1.1.1. Stavba nefronu

Ledvinové télisko — corpusculum renale ( Malpighiho télisko) ma cast capsula
glomeruli, tedy konec renalniho tubulu, kde je vlozeny glomerulus.Capsula glomeruli
se sklada ze dvou listi, kdy vnéjsi list se sklada z vrstvy plochych epitelovych bunék
stenkou lamina basalis ( Jungerais, 2010). Epitelové buiky nasledné piechazeji
Vv buiiky stény kanalku ledvinného. Vnitini list naléha na kapilary glomerulu je slozeny
se specializovanych bunék — podocyti. Podocyty se rozvétvuji a na SirSich vétvich maji
vybézky — pedikly. Pedikly husté obemykaji stény kapilar. Pedikly ze sousednich vétvi
podocytl do sebe zapadaji a tim vznikaji submikroskopické Stérbiny, ve kterych je dale
vloZena ultratenkd membrana fibrilarn¢ usporadana ( Nanka et Eliskova, 2015).

Glomerulus je slozen asi ze 30 klicek kapilar, kdy se po vstupu arteriola
afferens do ledvinného téliska rozdélily a sbiraji se do arteriola efferens. Sténu kapilar
glomerulu tvoti endotelové bunky, mezi kterymi jsou jemné poéry. Povrch kapilar
pokryva bazalni membrana, kterd vznikla prolnutim bazalnich membran podocyti a
kapilar. Toto uspofadani umoziuje filtraci primitivni moce a ultratenkd membrana mezi
podocyty, kterda ma specialni strukturu vldken a je uspofddana do vrstev, zajiStuje
funkci selektivniho filtru. Takto je umoznén prichod vody a mensich molekul
rozpusténych latek a jiné latky jsou naopak zadrZzovany. Tento d¢j se nazyva
ultrafiltrace ( Cihak, 2002).

Mesangiové bunky maji kratké vybézky, schopné kontrakce a jsou
mesenchymového pivodu, ¢ast z nich ma schopnost fagocytézy. Nachazeji se okolo
arteriol, pfi vstupu a vystupu z glomerulu a v oblastech vétveni se a spojovani se kapilar
- asi tfetina vSech glomerularnich bunék. Ledvinné mesangium je tvofené z celého
souboru téchto bunék (Narka et Eliskova, 2015). Bunky mesangia maji mnoho funkci,
jako je produkce nékterych latek a mechanismus regulace pratoku glomerulem,
fagocytdza bunéénych zbytkl z glomerularniho filtru. Jsou soucasti opory a vyztuhy
kapilar. Ke zvétSeni a zvySeni poctu mesangiovych bunék dochdzi za patologickych
stavil, jako jsou diabetické a jiné nefropatie, chronické zanéty ( Cihak, 2002).

Proximalni tubulus tvofi jedna vrstva kubickych bunék s kartaCovym lemem

z vysokych mikroklkid ( Liillman-Rauch, 2012). Kubické bunky méni svou vysku dle



tlaku uvnitf tubulu, proto pii punkénim odbéru vzorku jsou tyto bunky wvyssi.
V proximalnim tubulu dochazi hlavné k transportu ionti a malych molekul, jak proti
koncentraénimu spadu, tak pasivnim transportem. Buiky tedy obsahuji enzymy
spojenych s témito funkcemi ( Dylevsky,2009).

Henleova klicka je tvofena proximaln¢jSim tenkym usekem poskladany
z nizkych oplostélych bunek, kdy jejich jadra smétuji do lumina kanalku. Tenky usek
je tvofen tenkym sestupnym a vzestupnym raménkem. Tlusty usek tvoii krychlové
bunky s velkym poctem mitochondrii ( Jungerais, 2010). Tlusté sestupné raménko je
koncova ¢ast proximalniho tubulu a tlusté vzestupné raménko je koncova ¢ast distalniho
tubulu. Protiproudovy multiplikac¢ni systém je mechanismus v Henleové klicce, ktery
umoznuje odebirdni vody ztekutiny protékajici kliCkou a vyménu iontd do
extratubuldrniho prostoru. Mezi obéma raménky — sestupnym 1 vzestupnym a
extratubularni tekutinou vznikd gradient, kdy extracelularni tekutina o vysokém
osmotickém tlaku umozni uvolnéni vodnych iontd ze sestupného raménka ( Cihdk,
2002).

Distalni tubulus tvofi buiiky, které se podobaji buiikdm proximalniho tubulu, ale
jejich mikroklky jsou niz§i a nemaji kartaCovy lem, jsou nepravidelné rozmisténé.
Bunky obsahuji enzymy — sodnodraselna ATPasa, zajist'ujici aktivni transport sodnych
a draselnych iontl a dalSich iontl. Po priichodu distalnim tubulem je moc¢ oproti krvi a
extratubuldrni tekutiné hypotonicka. Z tohoto diivodu dochéazi ke zpétné resorbci ionti,
mocoviny, fosfatti a dalSich latek spolu s nepropustnosti pro vodu ( Dylevsky, 2009).

Tubulus colligens a ductus papillaris jejichz stény jsou tvofeny jednovrstevnym
kubickym epitelem, ktery se postupné piechazi v epitel cylindricky. Buiky maji méné
organel a snizuje se pocet mikroklkd ( Liillmann-Rauch,2012). Z tubuli colligens
nadale vystupuje voda do extratubularni tekutiny ve dfeni, ktera je hypertonicka.
Vystup vody z tubuli colligens je fizeny antidiuretickym hormonem, voda vystupuje
dokud neni mo¢ uplné zahusténa ( Cihak, 2002).

Nefrony se dle ulozeni vledvinné kufe de€li na nefrony superficialni,
intermedialni a juxtameduldrni. Vedle nefroni se v klite ledviny nachdzi proximalni a
distalni tubuly a tubuli colligentes- korové ¢asti. Kura ledviny piiléhajici ke dieni se
nazyva subcortex nebo-li juxtameduldarni kiira. Ve dieni se nachazi Henleovy klicky a
tubuli colligentes- dienové casti ( Eliskova et Nanka, 2015).



1.2. Funkce ledviny

Primérni funkci ledviny je vylucovani (exkrece) odpadnich latek jako jsou dale
nevyuzitelné zplodiny a metabolity, latky organismus potiebuje, ale v danou chvili jsou
nadbytecné a latky organismu cizorodé (léky, toxiny, drogy) a nosice téchto latek.
Ledviny jsou tedy hlavnim efektorem dynamické homeostdzy extracelularni tekutiny
( Trojan, 2003).

Mechanismy, které ovliviyji ledvinovou exkreci, jsou renalni hemodynamika a
funkce tubulti. Renalni cirkulace a glomerularni filtrace zavisi na stabilité pratoku krve
ledvinami, kde se uplatiiuje systém autoregulace. Autoregalace je fizena vazomotoricky,
tzn. napétim hladké svaloviny cévni stény a na vazokonstrikci zpusobenou
sympatickym nervovym systémem ( Tesaf et Viklicky, 2015). Dal§im systémem
podilejicim se na fizeni pratoku krve ledvinami je juxtaglomerularni aparat nachazejici
se na zacatku distalniho tubulu a eferentnich arteriol, systémem renin- angiotenzin II
s vazokonstrikénimi  G€inky.  Vazodilatacné  ovliviluyji  aferentni  arterioly
prostanglandiny. Systém kallikrei — Kkinin puasobi vazodilataéné na arterioly a
vazokonstrikéné na angiotenzin II. Vyznamné ovliviiuje glomerularni hemodynamiku
oxid dusnaty, ktery ptusobi na bunky macula densa, tj. bunky tlustého vzestupného
raménka Henleovy kli¢ky ( Trojan, 2003).

D¢je probihajici v tubulech jsou ovlivnény né€kolika mechanismy. Ledviny zde
fidi extrarenalni regulace a jsou zdrojem regulacnich faktort, kterymi jsou
antidiureticky hormon — vazopresin — pusobi na vylu¢ovani metabolitd, aldosteron —
hormon nadledvin — podporuje resorpci a exkreci iontl, systém renin — angiotenzin,
systém kallikrein — kinin — ovliviiuje aferentni a eferentni arterioly, prostanglandiny —
pisobi na hladkou svalovinu, parathormon — aktivuje zpétnou resorbci kalcia,
natriuretické faktory a endoteliny — ovliviuji vydej sodiku a resorpci vody ( Gannong,
2005; Trojan, 2003).

Pii glomerularni filtraci se filtruje tekutina podobna krevni plazmé sténou
kapilar glomerulu do renalnich tubuld. Probihaji procesy tubularni zpétné resorpce, kdy
se odstranuje voda a soluty z tubularni tekutiny a procesy tubuldrni sekrece, kdy se
soluty sekretuji do tubularni tekutiny. Timto zptisobem vznikla mo¢ odtéka do ledvinné

panvicky spolu se v§emi odfiltrovanymi odpadnimi produkty (Gannong, 2005).
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Za normalni glomerularni filtrace se u primérného ¢loveka prefiltruje asi 125 ml
tekutiny za minutu, vytvari se tedy asi 180 1 za den primitivni moci a definitivni moc¢i se
utvaii cca 1,5 | za den. Glomerularni filtrace je fizena nékolika faktory jako jsou
velikost kapilarniho fteCiSté, permeabilita kapilar, hydrostaticky tlak v kapilarach
glomerulu a onkoticky tlak mezi listy Bowmanova pouzdra (Tesat et Viklicky, 2015).

Propustnost glomeruldrnich kapilar zajisti volnou filtraci neutralnich latek
mensich nez 4 nm. Také zalezi na naboji prochazejici ¢astice. Anionické latky s danym
pramérem se filtruji méné nez latky kationické ( Gannong, 2005).

Hlavni tubularnimi funkcemi jsou sekrece a reabsorpce. Malé proteiny a nékteré
peptidové hormony jsou v proximalnim tubulu resorbovany pomoci endocytdzy. Dalsi
latky se resorbuji nebo secernuji v tubulech usnadnénou difuizi po koncentraénim spadu
nebo pasivni difuzi pfes membranu po chemickém nebo elektrickém gradientu, jinou
moznosti resorpce a sekrece v tubulech je aktivni transport proti gradientim pii dodani
energiec ve form¢é ATP. Pohyb latek se pres iontové kanaly, vyméniky, pfes pumpy a
kotransportéry. Velky vyznam ve vodnim a elektrolytovém metabolismu organismu
ma resorpce sodnych a chloridovych iontd, kdy s transportem sodiku souvisi transport
vodikovych iontd a dalSich elektrolyti. Dale se resorbuje glukdza, aminokyseliny,
organické kyseliny, fosfaty a jiné latky (Tesaf et Viklicky, 2015).

Dalsi funkci ledvin je funkce endokrinni, kdy jsou produkovany hormony
kalcitriol, erytropoetin a enzym renin. Erytropoetin je antiapoptotickym ucinkem, ktery
je po narozeni syntetizovan hlavné v peritubularnich bunkach kury ledviny.
Erytropoetin se nikde v organismu neskladuje, je podle potteby syntetizovan (Silbernagl
et al., 2004). Kalcitriol je steroidni hormon 1,25- dihydroxycholekalciferol, je to
nejaktivngjsi forma vitaminu D3. Vznika 1- hydroxylaci 25-hydroxycholekalciferolu
V ledvinach, kterou stimuluje parathormon. Kalcitriol ma dulezitou ulohu
Vv metabolismu véapniku (Guyton et Hall, 2006). Enzym renin je tvofeny v bunkach
juxtaglomerularniho aparatu. Systém renin-angiotenzin-aldosteron se hlavn¢ tc¢astni na
regulaci krevniho tlaku a na hospodafeni sionty, dale se uplatiiuje pii kontrole

zanétlivych a reparacnich pochoda (Kobori et al., 2007)
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2. Transplantace

Transplantace znamena pienos Casti nebo celého organu jednoho organismu na
druhy. Cilem transplantace je nahrada organu nebo tkané pfijemce, ktery ztratil svou
funkci, za zdravy od darce ( Hotejsi, 2013). U ¢loveka se provadi homotransplantace —
pifenos organi nebo tkani mezi organismy téhoz druhu, konkrétné allogenni
transplantace — transplantace mezi geneticky odliSnymi jedinci ( syngenni transplantace
— mezi geneticky shodnymi jedinci). Autologni transplantace pfedstavuje pienos tkani u
jednoho jedince, vylucuje se timto indukce odhojovaci reakce (Hoiejsi, 2013). U
alogennich transplantaci se hleda shoda v systémech HLA —A, -B, -C a HLA -DP, -DQ,
-DR a systému ABO z divodu, co nejvyssi eliminace rejekéni reakce (Aubert et al.,
2014). Xenotransplantace je pfenosem mezi ruznymi zivo¢isSnymi druhy, v klinické
praxi se uziva vyjimecné.

Pavodu transplantovaného organu je dvoji. Organ od zijiciho darce a od
neZijiciho ( kadaverdzniho) darce. Zijici darce je ve vét§ing ptipadi ptibuzny pifjemce,
u darce ciziho je mozny odbér organu hodnocen etickou komisi. Kadaverdzni organy
pochazi bud’ od darct s bijicim srdcem (HBD), u kterych byla prokazatelné zjiSténa
nezvratna smrt mozku. Nebo od darct s nebijicim srdcem ( NHBD), kde je nezvratna
zastava srdce (Tteska et al., 2008).

Transplantace jsou spojené s mnoha etickymi otizkami. V Ceské republice je
zavedeny systém opting — out, tzn. systém, kdy je pfedpoklddany souhlas jedince
s darovanim organti v pfipadé smrti a takového stavu, kdy je odbér organu mozny
(Simek, 2015). Z darcovstvi je vyfazen ten, kdo pfedem vyjadtil nesouhlas a je vedeny
vV Nérodnim registru osob nesouhlasicich s posmrtnym odbérem tkani ( vyhlaska ¢.
434/2004 Sb.). Registr byl zaveden po pfijeti nového transplantatniho zakona ¢.
285/2002 Sb. Systém opting — out plati ve vétsiné stathh Evropy, mimo Anglie, Némecka
a Nizozemska ( Simek, 2015).

U organovych transplantaci dochazi k zdmérnému navozeni imunosuprese, kdy
je cilem potla¢eni imunitniho systému pifijemce v reakci proti Stépu. Projevem
imunosupresivni 1é€by jsou potom imunodeficience, kdy u organovych transplantaci
jsou vyrazngj$i. Imunosupresivni 1écba zasahuje hlavné¢ T-lymfocyty potlacujici
bunikami zprostfedkovanou imunitu, to mize mit za nasledek vznik oportunnich

infekci a malignit ( Hotejsi, 2013).
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2.1. Ledvinny §tép

Transplantovana ledvina, nebo-li §tép, je implantovand piijemci heterotopicky

extraperitonealn¢ ve vétSin¢ piipadi do pravé jamy kycelni. Jak jiz bylo zminéno,
transplantovany organ muze byt ptvodu kadaverdzniho od bijiciho nebo nebijiciho
darce. Darce zijici mize byt pokrevni pfibuzny nebo emotivni piibuzny ( Tteska et al.,
2008).
Pfijmout ledvinu mize pacient s nezvratnym selhdnim ledvin stim, Ze je schopen
opera¢niho vykonu a nasledné imunosupresivni 1écby. Nejlep$im piedpokladem pro
zdatilou transplantaci je fakt, Ze pacient je$t¢ nebyl dialyzovéan, tzv. preemptivni
transplantace ( Tesaf et Viklicky, 2015).

Po transplantaci nasleduji pravidelné kontroly stavu $t€pu provedenim punkéni
biopsie Stépu, a to tii mésice po vykonu, dale jeden rok a tfi roky po transplantaci.
Nepravidelné kontroly jsou provadény pii dysfunkci $t€pu nebo pii podezieni na

rejekci.
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3.  Glomerulopatie

Nemoci glomerulii, také glomerulopatie nebo glomerulonefritidy jsou
heterogenni skupinou onemocnénich s riiznou podstatou. Pivod glomerulopatii mize
byt imunologicky jako jsou proliferativni glomerulopatie, metabolicky u diabetes
mellitus ( Povysil et Steiner, 2007). Jina po§kozeni vznikaji na zakladé vaskularnim pfi
hypertenzich, pii hereditarné vazanych chorobach jako jsou Alportiv syndrom nebo
Fabryho choroba ( Brenner, 2012). Dalsi déleni glomerulopatii spo¢iva v rozliseni,
jestli glomerulopatie vznikla jako samostatné onemocnéni ledvin, potom nesou
oznaceni primarni glomerulopatie. Sekundarni glomerulopatie jsou soucastmi vySe
zminénych systémovych onemocnéni ( Tesai et Viklicky, 2015). Casové hledisko
vyvoje onemocnéni déli glomerulonefritidy na akutni a chronické. Akutni
glomerulonefritidy se rozvijeji nahle, kdy se rozvine rendlni nedostatecnost a funkce
ledvin se terapii vyznamné kladné ovlivni ( Novak et al, 2008). Chronické
glomerulonefritidy jsou vleklymi az dlouholetymi onemocnénimi, kdy organismus
nemocného mohou zatézovat dalsi komplikace a mohou koncit chronickym selhanim

ledvin ( Tesaf et Viklicky, 2015).

3.1. Zakladni klinické piiznaky glomerulopatii

V podstaté existuji dva zdkladni klinické obrazy, kterymi se glomerulopatie

prezentuji. Jednak je to nefroticky syndrom a druhy vaznéjsi je nefriticky syndrom.

3.1.1. Nefroticky syndrom

Typickymi znaky pro nefroticky syndrom jsou ztraty proteind, dale periferni tzv.
renalni edém, ktery vznik4 nésledkem dal$iho znaku a to hypoalbuminémii. Nefroticky
syndrom byva doprovéazen hypercholesterolémii ( Viklicky, 2010). Nefroticky syndrom
vétSinou probihd nenapadné, pomérné velmi dlouho skryté a jeho progrese je pomala.
Samoziejm& muize dojit k rychlému rozvoji a krychlejsi ztraté renalnich funkei.
Obvykle vsak vétsinou trva velice dlouho nez pacient dospéje do znamek rendlni

insuficience (Teplan, 2010).
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3.1.2. Nefriticky syndrom

Mezi zékladni znaky nefritického syndromu patii hematurie mikroskopicka nebo
makroskopickd, dale periferni edém, ktery zde vSak nevznikd na zakladé
hypoalbuminémie, ale na zakladé retence soli a na ni vazané vody (Teplan, 2010).
K dalsim znakim nefritického syndromu patii hypertenze a pomérné rychla ztrata
renalnich funkci, respektive nastup renalni dysfunkce. Nefriticky syndrom je vzdy
rychlejsi, pacient diive navstivi 1ékatfe z diivodu makroskopické, tedy okem viditelné
hematurie (Brenner, 2012). Nefriticky syndrom se u muzii muze projevit dal$im
znakem, nepfiili§ Castym, a to je oligurie. Oligurie vznika pravé nasledkem zadrzovani
soli a vody v organismu ( Robbinson et Cotran, 2015).

Pro oba typy poskozeni je charakteristicky tzv. periorbitalni edém — otoky
Vv oblasti vicek, pacienti jsou ptfirovnavani k zab¢. Tento edém se mize rozsitit po celém
téle. Castou komplikaci je kombinace obou téchto syndromt a pacient vykazuje
ptiznaky obou syndromtl. Pomérné Casté je, Ze pacient se projevi pfevazn¢ syndromem
nefrotickym, ale sou¢asné je detekovatelna krev v moci (Povysil et Steiner, 2007).

Dal$im typem projevu rendlniho poskozeni je rychly nastup renalni insuficience.
Tento ptiznak mize byt spojen s poskozenim glomeruld, c¢asto byva spojen
tubulointersticidlnim poskozenim ledviny. Tubulointersticidlni poskozeni ledviny je
V podstat¢ onemocnéni tubularniho a intersticidlniho systému, mulze byt spojeno
s ascendentni a celkovou infekcei, s alergickou reakci, apod. ( Perazella et Markovitz,
2010).

3.2. Klasifikace glomerulonefritid

Klasifikace glomerulonefritid je komplikovand ze své podstaty. NejveétSim
problémem pro pochopeni a uchopeni klasifikace glomerulonefritid je fakt, Ze jedna
etiologickéd jednotka se muze projevit n€kolika riznymi klinickymi pfiznaky a navic
morfologie, klinicky prubéh choroby je u jedné etiologické jednotky casto vyrazné
modifikovan fadou faktorti ( Brenner, 2012). Mizeme tedy mit etiologickou jednotku,
tzn. chorobnou jednotku, kterd se u pacienta projevi nefrotickym syndromem, u jiného
pacienta se projevi syndromem nefritickym nebo kombinaci obou moznych. Z tohoto

divodu jsou glomerulonefritidy déleny jednak dle znakd morfologickych, dale nekdy
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dle znakt klinickych. Nejcastéji uzivana klasifikace je tvofena kombinovanym
pfistupem, tzn. klasifikuje se dle ptiznakt klinickych i dle morfologie ( Povysil et

Steiner, 2007).

3.3.  Zikladni déleni glomerulonefritid

Glomerulonefritidy spojené s nefritickym syndromem. Dalsi kapitola jsou
glomerulonefritidy spojené s nefrotickym syndromem. Dale glomerulopatie s benigni
hematurii a ostatni, kam patii napt. poSkozeni hypertenzi, diabetem, poSkozeni
glomerulti pfi systémovych onemocnénich autoimunitniho razu (nejvice systémovy

lupus), poSkozeni glomerult pii vaskulitidach apod. ( Colvin et Chang, 2016).

3.3.1. Glomerulonefritidy spojené s nefritickym syndromem
Jsou glomerulonefritidy, které se klinicky projevi hematurii a to bud’
mikroskopickou nebo makroskopickou, u pacienti dochazi k retenci soli a vody,

dochazi k perifernimu edému a hypertenzi (Teplan, 2010).

3.3.2. Mesangioproliferativni glomerulonefritida

Mesangioproliferativni glomerulonefritida je Cist€é morfologicky pojem a tato
jednotka je charakterizovana zvysenou celularitou v oblasti mesangia. Jako mesangialné
proliferativni glomerulonefritida se mize projevit celd fada chorobnych jednotek, od
postinfekéni glomerulonefritidy az napt. po IgA nefropatii, kterd vSak je vétSinou fazena
separatné do zvlastni subkategorie (glomerulonefritidy spojené s benigni hematurii)

( Suzuki et al., 2011).

3.3.3. Akutni proliferativni glomerulonefritida

Jde o dalsi morfologickou jednotku, ktera nema nic spolecného s etiologii. Tato
jednotka je charakterizovany s neutrofily v klickach, respektive v lumen kapilarnich
klicek a s endokapilarni proliferaci (Colvin et Chang, 2016). Endokapilarni proliferace
je stav, kdy dochdzi k hyperplazii endotelidlnich bunék. Nésledkem je mechanické
poskozeni kapilarnich klicek, respektive ztizeni prutoku krve kapilarnimi klickami

( Robbinson et Cotran, 2015)
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3.3.4. Membranoproliferativni glomerulonefritidy

Dalsi jednotka, zde se jiz jedna o etiologickou jednotku, kterd je ve
specializované literatufe dale délena na minimalné tfi skupiny. Toto onemocnéni je
morfologicky charakterizované lobularnim uspofdddnim glomeruld, pfitomno je
vyrazné ztluSténi stén kapilarnich klicek, které pii specidlnim barveni (impregnace
stiibrem dle Jonese, PAS) vykazuji rozst€py, tzn. bazalni membréana je ,,zdvojend*
( Sethi et Fervenza, 2012).

Charakteristick¢ pfi imunofluorescencnim vysetieni vyrazna pozitivita C3
komplement v glomerulech a tuto C3 depozici lze korelovat s hypokomplementemii
v krvi pacienta. Jednd se o onemocnéni, které ma pomérné pomaly pribéh, avSak

bohuzel prognoza pro renalni funkci je vétSinou velice Spatna ( Sethi et Fervenza,

2012).

3.3.5. Krescentni glomerulonefritida

Krescentni glomerulonefritida se nékdy klinicky oznacuje jako rapidné
progredujici glomerulonefritida, popfipad¢ srpkovitd glomerulonefritida. Tento typ
poskozeni patii mezi nejagresivnéjsi a nejrychleji probihajici glomerulonefritidy, které
vyzaduji velice rychly zasah, rychlou lé¢bu a pfesnou diagnostiku ( Jenette et al., 2015).
Tento typ poskozeni je charakterizovana nekrézami kapilarnich klicek. V okamziku,
kdy dojde ke kontaktu krve s primarni mo¢i, dochazi k vzniku tzv. srpkd. Srpky jsou
reaktivni zmény v epitelu Bowmanského pouzdra, které proliferuje, vytvaii epitelovou
strukturu, kterd vypliuje mocovy prostor glomerulu, komunikuje s poskozenymi
kapilarnimi kli€¢kami, je prostoupena fibrinem a zanétlivymi elementy ( Krej¢i et al.,
2011). V pribéhu vyvoje srpki dochazi k vristani fibroblastii a k postupné fibrozni
obliteraci tohoto utvaru. Nasledkem je zjizveny kapilarni trs, redukce filtraéni plochy
ledviny (Krejéi et al., 2011). Bez rychlého zasahu vétSinou dojde ke kompletni destrukci
glomerulu a zaniku glomerulu. Toto postizeni je vétSinou difuzni, takze velice rychle
dochazi k rozsahlym ztratdm glomeruldrniho aparatu a nasledkem toho k omezeni

filtra¢ni plochy a k rychlému nastupu renalni insuficience ( Tarzi et al., 2011).
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3.4.  Glomerulonefritidy zpiisobujici nefroticky syndrom

3.4.1. Minimalni léze

Minimalni 1éze je onemocnéni, které bylo dlouhou dobu znamo, postihuje
predev§im malé déti. Dlouhou dobu bylo toto onemocnéni povazovano za poskozeni
tubuldrniho aparatu, starS$i oznaceni této léze bylo tzv. lipoidni nefr6za. Dlivodem
dlouhodobé S$patné diagnostiky byla nemoznost vySetieni ultrastruktury ( Povysil et
Steiner, 2007).

Toto onemocnéni typicky postihuje pediatrické pacienty, mtize vSak vyskytovat
1 u pacientd dospélych. Pacienti mivaji proteinurii, daleko castéji vSak mivaji plné
vyvinuty nefroticky syndrom ( Colvin et Chang, 2016). Funkce ledvin je povétSinou
zcela normalni. VéEtSina pacientli velmi dobfe reaguje na bolus kortikoidl, dochazi
K uzdraveni. Mensi casti pacienti je tzv. kortikoid dependentni, pfi vysazeni
kortikoterapie se vraci pfiznaky, tzn. proteinurie ¢i plné¢ vyvinuty nefroticky syndrom.
Jesté mensi Cast pacientd progreduje dale do fokéaln¢ segmentirni glomerulosklerézy
( lwabuchi et al., 2014). Velice pravdépodobné se jedna o zcela inicialni stadium tohoto
onemocnéni ( Tesar et Viklicky, 2015). Minimalni 1éze (dal$i ze synonym je idiopaticky
nefroticky syndrom) je charakterizovana normalni morfologii. Morfologicky nachazime
zcela normdlni glomerulii bez patologie. Jediné zmény, které jsou detekovatelné
v optické mikroskopii, jsou lipidové a proteinové kapénky v cytoplazmé tubuld,
zejména V oblasti proximalniho nefronu a kolekce makrofagi v intersticiu ( Colvin et
Chang, 2016).

Imunofluorescencné je drtivd vétSina piipadli zcela normalni, tzn. negativni.
Pouze u nékterych vzacnéjsich ptipadi lze detekovat nékterou tfidu imunoglobulinu
(nejcastéji IgM), je mozné detekovat Kappa, Lambda lehké tetézce ( Jennete et al.,
2015). Zasadni nalez je v ultrastruktufe. Pfi ultrastrukturalnim vysetfeni glomerull
nachdzime fizi pedicélii podocyti a tzv. mikrovildzni transformaci pedicélii podocyti.
Tato transformace se bézné oznacuje jako tzv. ,spagethi pattern®. Dulezité¢ je, Ze
ultrastrukturalné nesmime prokézat zadna elektrondenzni ¢i translucentni depozita ( Liu

etal., 2014).
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3.4.2. Fokalne segmentalni glomeruloskleroza (FSGS)

Jednd se o onemocnéni charakteristické nefrotickym syndromem ( Povysil et
Steiner, 2007). Nejvétsim problémem je stanoveni tzv. primarni FSGS a sekundarni
FSGS. Sekundarni FSGS nachdzime napiiklad u Overloat syndromu (syndrom
zZ pretizeni ledviny pfi ztratovych operacich ¢i jinych ztradtdch funkcéniho parenchymu
ledviny). Déle byvéa nachazena pii posthypertonickych zménach, zejména po prestalé
hypertenzni krizi, apod.( John et al.,2009).

U primarni FSGS nezname presné etiologii. Onemocnéni vétSinou progreduje,
n¢kdy si vyzaduje pomérné nakladnou 1écbu ( Tesar et Viklicky, 2015). Problém FSGS
je 1 mozna Casta progrese, resp. rekurence u transplantovanych pacientt ( Colvin et
Chang, 2016). Onemocnéni je charakteristické fokalnim (jednotlivé glomeruly) a
segmentalnim (pouze cast kapilarniho trsu) postizenim ( Stokes et al., 2014). Jedna se
zejména o adheze kapilarnich kli¢ek k pouzdru, kolapsy kapilarnich klicek, sklerotizaci
¢asti kapilarnich klicek apod. ( Schneider et al., 2017). Existuji vzacnéjsi varianty jako
tzv. celularni FSGS, typ leasion apod. Tubularni aparat a intersticium jsou obdobné
postizené jako u tzv. minimalnich 1ézi (Krejc¢i et al., 2011).

Imunofluorescencné je vétSina pripadd zcela negativnich, pokud nachézime
imunofluorescenci, pak nejcastéjSim markerem je IgM ( Strassheim et al., 2013).
V ultrastruktufe je ndlez pomérné nepiiznacny, samoziejmé zde je velka chyba vzorku
(sample error). Pokud zastihneme poskozeny glomerulus, prokazujeme pouze

necharakteristické kolapsy kapilarnich klicek ¢i sklerotizaci ( D Agati et al., 2011).

3.4.3. Membranozni glomerulonefritida

Membrandzni glomerulonefritida je charakteristickd rozvojem nefrotického
syndromu ( Povysil et Steiner, 2007). Existuji dvé klinické varianty. Jednak tzv.
idiopatickd membrandzni glomerulonefritida, u které se nepodaii zjistit Zadnou jinou
ptidruZzenou chorobu a tzv. sekundarni membran6zni glomerulonefritida ( Brenner,
2012), ktera byva spojena s chronickymi hnisavymi infekcemi, chronickymi
granulomatoznimi zanéty ( Ma et al., 2013), ne€kterymi malignitami apod. Je tedy velice
dalezité klinicky vyloucit tzv. sekundarni membran6zni glomerulonefritidu ( Tesaf et
Viklicky, 2015).

Membrandzni glomerulonefritida je charakteristicka ztluSténim bazalnich

membran kapilarnich klicek, které je mozné pozorovat pii barveni PAS ¢i barveni
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stifbrem (Povysil et Steiner, 2007 ). U rozvinutych piipadd je viak toto ztluiténi patrné
I vzékladnim HE barveni. Dalsi morfologickou zménou u membrandzni
glomerulonefritidy jsou tzv. holes, coz jsou skutecné otvory v bazalni membrané
mikroskopického rozsahu. Dalsi detekovatelnou morfologickou zménou jsou tzv.
spikes, coz jsou hiebinkovité vyristky na epitelidlnim povrchu bazilni membrany
glomerult ( Colvin et Chang, 2016).

Pro diagnostiku membrandézni glomerulonefritidy je naprosto zasadni
imunofluorescencni vysetfeni. Je nutné nalézt difuzni granulédrni pozitivitu na bazalni
membrané v IgG, nejcastéjsi koexprese je C3 ( Krej¢i et al., 2011). Tato depozice ma
svij protipol pii vySetfeni ultrastruktury, kde nachézime jasné a vyznamné tzv. humps,
coz jsou elektrondenzni vyvySeniny na epitelidlnim povrchu bazilni membrany

vytvatejici pravidelné hrboly ( Ronco et Debiec, 2012).

3.5.  Glomerulopatie a benigni hematurie

Dalsi skupinou primarnich glomeruldrnich postizeni je tzv. skupina

glomerulopatie a benigni hematurie ( Brenner, 2012).

3.5.1. IgA nefropatie
Nejdulezitéjsi jednotkou je tzv. IgA nefropatie, coz je onemocnéni neznamé

etiologie s pomérné variabilnim klinickym priib&hem ( Povysil et Steiner, 2007).

3.5.2. Benigni hematurie

Prevaznd vétSina piipadi benigni hematurie je omezena pouze na
mikroskopicky pritkkaz hematurie pfi laboratornim vysetfeni moc¢i ( Folsch et al., 2003).
Neni mozné zachytit zddnou dysfunkci rendlnich funkci ani jind poskozeni. Typicky je
toto onemocnéni zachyceno pii periodickych prohlidkach u mladistvych, v diivejsi dobé
velka ¢ast pfipadi byla zachycena pii nastupech k prezen¢ni vojenské sluzbé jako
nahodny nalez ( Povysil et Steiner, 2007). Pfevazna vétsina onemocnéni ziistava takto
klinicky néma. U ¢asti pfipadd, nelze piesné vytipovat rizikové skupiny, dojde k velmi
rychlému a prudkému naristu potizi a K poSkozeni parenchymu. N¢kdy byva

spoustécim mechanismem bandlni viréza ¢i jind infekce, jindy nelze dohledat
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V anamnéze pacienta zadnou moznou spoustéci situaci. U téchto pacientti muize dojit
k velmi rychlé progresi a k t€Zkému poskozeni renalnich funkci az k uplné renalni
dysfunkci ( Herlitz et al.,, 2014). Morfologicky je toto onemocnéni v typickych
ptipadech charakterizovano pouze mirnym rozSifenim mesangia, ¢asto doprovazené
hypercelularitou. Toto byva spole¢né s masivni depozici IgA imunoglobulinu a C3
komplementu v mesangiu jedinym nalezem. Na druhém konci morfologického spektra
IgA nefropatie je krescentni velmi agresivni glomerulonefritida s rychlym zanikem
renalnich funkci ( Yuste et al., 2015). Mezi t€émito dvéma pdly morfologickych projevi
stoji cela fada variant. Jednou z Castych variant je tzv. FSGS pattern, kdy glomeruly
pfipominaji  onemocnéni pii primdrni ¢i  sekundarni fokdln¢ segmentarni
glomeruloskleréze ( Roberts, 2014). Diky tomuto typu poSkozeni neni hematurie ¢asto
hlavnim projevem, pacienti naopak mivaji proteinurii ¢i dokonce vyvinuty neforticky
syndrom s mikroskopickou hematurii. Samoziejmé u této jednotky je patrna depozice
IgA, Casto C3( Jennete et al., 2015). Dal§i moznou variantou je tzv. celularni 1éze ¢i typ

leasion s drobnym srustem v 0oblasti tubularniho polu glomerulu ( Roberts, 2014).

3.5.3. Henoch — Schénleinova nefropatie

Dalsim poskozenim, respektive onemocnénim z této skupiny je tzv. Henoch-
Schoenleinova nefropatie. Henoch-Schéenleinova nefropatie (HSN) je onemocnéni
typicky postihujici déti ¢i mladistvé. Klinickym projevem HSN je mikroskopicka ¢i
makroskopickd hematurie, pouze v nékterych ptipadech, podobn¢ jako u IgA nefropatie
dochazi k poruse renalnich funkci ( Davin, 2014). Kromé tohoto poskozeni pacienti
maji jiné, tzv. extrarenalni projevy. Byvaji to petechie na kizi, petechie v GIT, zejména
ve sliznici tenkého ¢i tlustého stfeva, mize jit o infiltraty v plicnim parenchymu
( Patrick et al., 2016) Morfologicky, imunofluorescenéné a ultrastrukturaln¢ je toto
onemocnéni neodliSitelné od IgA nefropatie ( Kim, 2014). Jedinym diferencidlné
diagnostickym ndstrojem je pravé pritomnost ¢i nepiitomnost extrarendlnich projevi.
Etiologicky se HSN tadi mezi vaskulitidy, patii do skupiny vaskulitid postihujici drobné
arterie, nemoc tenkych bazalnich membran a dal$i onemocnéni ( Suzuki et al., 2011).

Nemoc tenkych bazalnich membran je onemocnéni, které je velmi obtizné
diagnostikovatelné a cini trvalé problémy jak v laboratorni diagnostice, v klinické
diagnostice i v diagnostice morfologické (Povysil et Steiner, 2007). Pacienti s nemoci

tenkych bazalnich membran mivaji pouze izolovanou hematurii, hematurie byva
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vétSinou mikroskopickd, muize byt vSak makroskopickd, casto pouze v atakach.
Morfologicky na glomerulech nenachdzime nic napadného, subjektivné lze fici, Ze
bazalni membrany jsou ztenéelé. Imunofluorescenéné jsou vétSinou piipady negativni.
Jedinym mistem, kde lze surCitymi problémy a rezervou toto onemocnéni
diagnostikovat je ultrastruktura ( Gubler, 2008).

Ultrastrukturaln¢ se prokazuji tenké bazalni membrany, avSak neexistuje
z4dna norma pro stanoveni Sife bazalni membrany. Jsou zde vyrazné rozdily u bazalni
membrany déti, dospélych, velké individudlni rozdily jsou i v jednotlivych skupinach
( Brenner, 2012). Studie, které se pokousi zméfit objektivné¢ bazalni membranu
glomerulll, maji pomérné rozporuplné vysledky. Jako norma pro zeny se uvadi Site
bazalni membrany okolo 300 az 330 nm, u muza okolo 350 az 460 nm podle jinych
studii. Déti v ¢asném stadiu vyvoje maji Sitku okolo 100 az 150 nm v dob€ narozeni,
okolo 200 nm zhruba v jednom roku v&ku ( Brenner, 2012). Dospélych parametrt
dosahuje bazalni membrana zhruba v 11 roku véku. V originalnim popisu tzv. tenkych
bazalnich membran ¢i familiarni hematurie byly popisovany bazdlni membrany o sile
kolem 150 nm ( Colvin et Chang, 2016). Z vySe pospaného vyplyva, ze diagnostika tzv.
tenkych bazalnich membran je nesmirné komplikovana at' jiz z klinického ¢i
laboratorniho pohledu. Situace je navic komplikovana tim, Ze v soucasné dob¢é se
onemocnéni ztéto skupiny fadi velmi blizko ke glomeruldarnim poskozenim
zpusobenym vrozenymi zménami ve sloZeni kolagenu IV, kam se tadi dale tzv.
Alportiv sydrom ( Jenette et al., 2015). Komentaf na toto téma je zcela mimo ramec

bakalafrské prace.

4, PoSkozeni ledvin prFi systémovém lupusu ( SLE)

Pfi onemocnéni systémového lupusu dochézi k poSkozovani celé fady télnich
soustav. V soucasné dobé se systémovy lupus povazuje za typické onemocnéni
autoimunitniho charakteru. Systémovy lupus postihuje kizi, klouby, srdce, plice,
ledviny, CNS a ser6zni membrany. Zptisoben je protildtkami proti soucastim jadra
( Weening, 2008). Pacienti obvykle krom¢ jinych obtizi mivaji proteinurii, hematurii,
dochdzi k poklesu glomerularni filtrace a k rozvoji jejich vyznamné renalni dysfunkce.

Histologicky obraz je pomérné komplikovany a v soucasné dob¢ se systémovy lupus
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podle své morfologie a laboratornich nalezii rozdéluje do né¢kolika tfid. V soucasné
dob¢ rozpoznavame pét tfid s nékolika podtypy ( Haring, 2012). Morfologie kolisa od
slabé rozsifenych mesangii az po difuzni nekrotizujici glomerulonefritidu, nc¢kdy
s tvorbou krescent, s tvorbou ztlustélych bazalnich membran apod. ( Haring, 2012).

Diagnostiku systémového lupusu je vzdy nutné opiit o imunofluorescenci.
Typicky pacient se systémovym lupusem ma tzv. full-house pozitivitu, tzn. glomeruly
reaguji pozitivné se vSemi sledovanymi imunoglobuliny, s C3. Tato depozice je
napadnd, vyznamna a dobie patrna ( Wilson, 2012).

Pti wvySetfeni ultrastruktury nardzime rovnéz na variabilitu onemocnéni,
Vv pribéhu vyvoje nazorii na systémovy lupus se vétilo na velmi charakteristicka
depozita typu otisku prsti (fingerprint), v soucasné dob¢é vime, Ze ani tato morfologie
neni stoprocentné charakteristickd pro systémovy lupus. V ultrastruktufe patrame po
rozlozeni depozice, o jeho kvalité¢ a zastoupeni v jednotlivych glomerulech ( Dhingra,

2014).

5. Vaskulitidy

Glomerulonefritidy spojené s nékterym z typu vaskulitidy jsou v drtivé vétsing
pfipadli vysoce agresivni, rychle poSkozujici rendlni funkci a destruujici parenchym
(Povysil et Steiner, 2007). V soucasné dobé rozlisujeme dva zékladni typy, tzv. Pauci-
imunni krescentni glomerulonefritidu, kterd je zhruba nejcastéjSim typem krescentnich
glomerulonefritid (srpky na vice nez 50 % glomeruli) ( Jenette et al., 2015). Obvykle se
vyskytuje u dospélych pacientii, ptes 70 % pacientil je starSi 60 let véku. Vétsina
pacientu stzv. Pauci-imunni krescentni glomerulonefritidou jsou ANCA pozitivni
(antineutrophil cell antibodies). Obvykle je spojeno se systémovou vaskulitidou ( Ford,
2014). Pacienti s Pauci-imunni krescentni glomerulonefritidou se projevi velmi rychlou
progresivni glomerulopatii s hematurii, poterinurii a se zvysSenim kreatininu. Tyto
pacienti maji typicky nekrotizujici a krescentni glomerulonefritid ( Povysil et Steiner,
2007). Pouze malé mnozstvi téchto pacienti ma sklerotizujici typ poskozeni.
Imunofluorescence je typicky negativni ( Colvin et Chang, 2016), jediny marker, ktery
nachazime, byva fibrin, ktery se vychytavd v srpcich a poskozenych klickach
glomeruld. Velmi vzacné lze najit naptiklad IgG depozici v mesangiu (Krejéi et al.,

2011) . V soucasné dobé je definice tzv. ANCA vaskulitid pomérné komplikovana.
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Jako ANCA asociovand vaskulitida se oznacuje onemocnéni s nekrotizujici
vaskulitidou bez imunodepozice, predominantné poskozuje malé cévy (kapilary, venuly,
arterioly a malé arterie). Ne vSichni pacienti maji jasn¢ definovatelnou prezenci ANCA
protilatek ( Jennette et al., 2011).

Dalsi podskupinou je tzv. mikroskopicka polyangiitida, ktera je charakteristicka
nekrotizujici vaskulitidou s zadnymi nebo minimem imunitnich depozit, pfevazné
poskozuje malé arterie (Jenette et al., 2015). Zde je velice Castd nekrotizujici
glomerulonefritida, poSkozeni plicniho parenchymu. Granulomatoza s polyangiitidou je
nekrotizujici granulomatézni zanét, ktery postihuje horni a dolni respiracni trakt a
soucasn¢ se vyskytuje nekrotizujici vaskulitida, ktera poskozuje predominantné malé a
stiedni cévy ( Colvin et Chang, 2016).

Nekrotizujici glomerulonefritida je zde velmi castd. Tzv. eozinofilni
granulomatéza s polyangiitidou ( Colvin et Chang, 2016). Jde o nekrotizujici
granulomatdzni zanét bohaty na eozinofilni leukocyty. PoSkozuje respiracni trakt a
sou¢asné jde o nekrotizujici vaskulitidu postihujici malé a stfedni cévy. Casto je spojeno
s asthma bronchiale s eozinofilii. U téchto pacienti jsou piitomny ANCA protilatky

velmi Casto, pokud je soucasné pritomna glomerulonefritida ( Tesaf et Viklicky, 2015).

Toto je zakladni déleni glomerulopatii podle nejcastéjSich etiologickych ¢i
morfologickych znaki. Existuje celd fada dalSich poSkozeni glomeruld, jejich vycet

vS§ak stoji mimo ramec bakaléiské prace.

6. Biopsie ledvin transplantovanych

Biopsie ledviny je jediny zptsob, kterym lze dojit k piesné diagnéze rejekce,
popf. nerejekénich procest ovliviiyjici funkei transplantované ledviny. Punkéni biopsie
se indikuje v pfipadé jakychkoliv dysfunkci §tépu, dale se ledviny bioptuji tzv.
protokolarné, tzn. nehledé na funkénost po tfech mésicich od transplantace, po roce od
transplantace a po tfech letech od transplantace. Tyto tzv. protokolarni biopsie slouzi

k zachyceni subklinickych rejekénich projevi a dalsich moznych problému s ledvinou
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( Treska et al., 2008). Transplantovany organ (pokud nejde o autologni transplantaci),
Vv pripad¢ ledviny by se muselo jednat o jednovajecné dvojce,

neni nikdy télem piijat a rozbiha se rejekéni proces od prvni vtefiny kontaktu
s piijemcem. Z tohoto diivodu naprosto zasadni je vedeni imunosuprese tak, aby mohl
fungovat alesponn zhruba norméln¢ a aby byla potlacena snaha o vylouceni Stépu

( Viklicky et al., 2008).

6.1. Rejekce transplantované ledviny

Rejekci lze v podstaté délit podle né€kolika kritérii. Jednak je to kritérium
casové, kdy se rozliSuje tzv. hyperakutni rejekce, rejekce akutni a rejekce chronicka
( Viklicky et al., 2008). Tyto procesy nejsou nikterak, respektive jsou jen velmi malo
ovlivnény casem, spiSe se jedna o zpusob, respektive mechanismus rejekce, nez o
Casovy udaj. Nejde tedy o paralelu zanétu. Rejekci dale miizeme délit podle efektorti na
tzv. humoralni (detekovatelnou pomoci protilatek proti C4d) a rejekci celularni
( Ruiz, 2009). Rejekeni proces dale mize postihovat vSechny kompartmenty ledviny,
rozeznavame tedy rejekci intersticidlni, tubularni, vaskuldrni a rejekci glomerularni.
Rejekce glomerularni prakticky vzdy souvisi s rejekci vaskuldrni (Tesat et Viklicky,

2015).

6.1.1. Hyperakutni rejekce

Hyperakutni rejekce je vzdy rejekci humoralni ( Hofejsi, 2013), v soucasné
dob¢ se s nimi prakticky nesetkdvame, jelikoz existuje fada mechanismu, kterymi se
snazime vzniku hyperakutni rejekce zabranit. Pro vznik humoralni rejekce jsou diilezité
tzv. preformované protilatky u tzv. senzitivizovanych osob ( Hoftejsi, 2013). Tyto
senzitivizované osoby se jiz v minulosti setkaly s antigeny totoznymi, popi. podobny
antigenim Stépu. Mezi ohrozené pacienty patfi pacienti, ktefi jiz podstoupili
transplantaci ledviny, ktefi né€kdy podstoupili transfuzi krve ¢i krevnich derivati,
vicerodicky, mladsi lidé apod. (Tesaf et Viklicky, 2015). Pro zabranéni vzniku tzv.
hyperakutni humoralni rejekce se rutinné déla tzv. cross-match, kdy se vzajemné kiizi
antigeny pfijemce a darce a zkouma se reaktivita obéma sméry ( Colovai et al., 2005).
Timto zpltisobem se odhali event. preformované protilatky, respektive jejich cast.

Hyperakutni humoralni rejekce nastava fadoveé nékolik vtetin po zpfistupnéni krevniho
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toku prijemce do S$tépu (Hotejsi, 2013). Ledvina zacne byt edematdzni, lividni,
ptekrvend, nedojde k rozbéhnuti rendlni funkce a S$t€p musi byt tzv. explantovan

(odstranén) ( Krejéi et al., 2011).

6.1.2. Akutni rejekce

K rozvoji akutni celularni rejekce dochéazi fadové ve dnech po implantaci $tépu
hostiteli. K rejekci dochazi vétSinou kolem Sest az sedm dni po transplantaci, coz je
z diferencialn¢ diagnostického pohledu obdobi nejméné vhodné, jelikoz obraz celularni
rejekce lze snadno zaménit za obraz akutni tubularni nekrozy, tj. nerejekéni poskozeni

ledviny pfi manipulaci pfed a v prib&hu transplantace ( Colovai et al., 2005).

6.1.2.1. Akutni intersticialni rejekce

Akutni rejekce miize byt intersticidlni, kdy v intersticiu nachdzime edém a
pomémé denzni monoténni lymfocytarni ¢i lymfoplazmocytarni celulizaci. Tato
celulizace mize byt difuzni, mize byt soustifedéna pomémé do kompaktnich okrsku,
tyto kompaktni okrsky jsou vétSinou lokalizovany do okoli postkapilarnich sint ( El

Ters et al., 2013).

6.1.2.2. Akutni tubuldrni rejekce

Tubularni rejekce ma nékolik podob. Nejvérngjsi podoba je tvofena
kulatobunéénymi rejekénimi elementy, které prechdzi pies bazalni membranu tubuld a
nedochazi u nich k vyznamngj$i destruktivni aktivit¢ v tubularnim aparatu ( Bonsib,
2000). Tento obraz miize byt velice vzacny, lymfocytd vS§ak muze byt vétsi mnozstvi,
muze dochdzet k destrukci epitelii ¢i bazalni membrany. Tento stav se oznacuje jako
tzv. tubulitida ( Ruiz, 2009). Tyto zmény nejsou difuzné distribuovany v ledvinné kife,
Casto se vyskytuji v jakychsi skupinach ¢i mozaikovitém vzorci ( Colvin et Chang,
2016).

6.1.3. Vaskularni rejekce
Vaskularni rejekce postihuje v ledving arterie ( Povysil et Steiner, 2007).

Nejmirnéjsi, suspektni obraz je v okamziku, kdy endotel arterii ¢i arterioly je
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hyperplasticky, popiipadé¢ edematdézni s nasedajicimi monocyty na povrch.
V rozvinutych ptipadech dochazi jiz k transpolarnim nekr6ézdm a k destrukci stény

arterie ( Shimizu, 2012).

6.1.4. Glomerularni rejekce

Glomerularni rejekce mé rovnéz fadu podob, glomerularni rejekce zaéina jako
jakési vostinovité rozsifeni mesangia glomerulli, celulizace v této fazi je prakticky
normalni. Tato faze byla v diivéjSich Kklasifikacich rozpoznavana, dnes je sice
rozpoznavana, avSak neni zanesena do oficialni BANFF-klasifikace ( Ruiz, 2009).
Glomerularni rejekce miize mit podobu endovaskularni proliferace s nasedanim

monocytl na endotel az po transmurdlni nekrozy kapilarnich klicek (Sentis et al., 2015).

6.1.5. Humoralni rejekce

Humoralni rejekce je vzacnéjsi (zejména diky profylaxi) ( Tesaf et Viklicky,
2015). Nejmirngjsi faze humoralni rejekce se projevuje vychytavanim protilatek proti
C4d komplementu v peritubularnich  kapilarach ( Sellarés et al.,, 2011).
V peritubularnich kapilarach je toto imunohistochemické vychytavani lineédrni, je tzv.
»obtazena‘ endotelidlni ¢ast kapilar. V okamzZiku, kdy pozitivita ma vzhled jednotlivych
teCek (neni podstatny typ vizualizace rejekce), oznacuje se to jako tzv. granularni
pozitivita, takovyto obraz je nutno povazovat za falesné pozitivni ( Salvadori et Bertoni,
2013). Skute¢na pozitivni reakce s C4d na peritubularnich kapilarach je tzv. linearni
(obraz obtazeni bazalni membrany) ( Krejéi, 2011). Kromé& barveni je mozné
zaznamenat projevy jasné morfologické znaky sedémem endotelu ¢i s nekrozou

peritubularnich kapilar (Colvin et Chang, 2016).

6.1.6. Chronicky rejekcni proces

Banffska klasifikace déli chronické rejekce na aktivni humoralni a celularni
rejekei, kterou zprostiedkovavaji T- lymfocyty ( Solez et al., 2007). Chronicka rejekce
zapricinuje postupné selhavani funkce Stépu, coZ se projevi zvySenim proteinurie a
hypertenzi ( Viklicky et al.,2008).

Chronicky proces rejekce se vyskytuje predev§im v tubulointersticialni

komponenté ( Bhatti et Usman, 2015). Dochazi k fibrézni prestavbé intersticia s rizné
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denznim lymfoidnim infiltratem, postupné dochéazi k zaniku tubulii a k nahrazovani
funkéniho renalniho parenchymu fibréozni tkani ( Moreso et al., 2006). Tubularni aparat
postupné atrofuje, tubuly se z poc¢atku tzv. nediferencuji, tzn. neni mozné rozpoznat, zda
se jedna o proximalni ¢i distalni tubulus a pozd¢ji atrofuji az vznika napft. obraz $titné
zlazy v renalnim parenchymu ( Tesai et Viklicky, 2015). Chronicka vaskularni rejekce
ma ¢astecné jiny vzhled, nez akutni. V arteriich dochazi k ztlustovani predevsim medie,
arterie, arterioly jsou denzni, roz$itené, s kolateralni proliferaci fibroblasti. U nékterych
zejména pokrocilejSich pfipadu chronické vaskularni rejekce nachdzime skupiny

pénitych histiocytarnich elementd ve sténé tepny ( Kozakowski, 2009).

6.1.6.1. Glomerularni rejekce

Chronické glomerularni celularni rejekce méa morfologicky adekvat v rozstépech
bazalnich membran glomeruld. V optické mikroskopii jsou bazilni membrany
glomeruldrniho trsu $irsi, pokud pouzijeme barvenim stfibrem nebo PAS, nachdzime
tzv. roz§tép ( Ruiz, 2009). Tento rozstép se klasicky piirovnava k tramvajové ¢i
trolejbusové draze (tzv. tram-tracking). Tyto dvojité kontury bazalnich membran se
mohou vyskytnout bud’ difizné v glomerulu, popf. segmentalné¢ v glomerulu ( Stegall
et al., 2012). Tento typ rejekce miize mit doprovodné C4d barveni. C4d vykazuje u ¢asti
téchto ptipadi typickou granuldrni pozitivitu na bazalni membrané podél kapilarnich

kli¢ek ( Puttarajappa et al., 2012).

6.1.7. Barveni na C4d

Barveni na C4d je mozno provadét dvéma zpiisoby. Jednak se provadi z nativni
nefixované ledviny na zmrazeném fezu a vyzualizuje se imunofluorescencné ( Viklicky
et al., 2008). Tato metodika ma vyhodu okamzitého poskytnuti vysledku, tzn. v prubéhu
cca 5 hodin od nébéru vzorku mame k dispozici vysledek. Nevyhodou je, Ze vzorek je
nutno rozdélit. Vzorek se rozdéluje nativné, tzn. neni nabarven, je tedy mozné
prehlédnout ¢i neodebrat spravnou cast ledviny. Navic se tento fragment vzorku
provzdy znehodnocuje pro dalsi vySetfeni. Je tedy vzdy nutné zvézit, zda indikace
imunofluorescen¢niho vysetieni na C4d je skutecné spravné zadana a zda nepfinese vice
Skody nez uzitku ( Tesaf et Viklicky, 2015). Preparaty jsou netrvalé, prohlizi se pod UV

zafenim a pozitivni vzorky sviti zelené.
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V soucasné dob¢ pouzivame histoscanning i u imunofluorescen¢nich preparati,
coz ma vyhodu jednak mozného vzdaleného piistupu a odeéteni na dalku pomoci
pocitacového programu a dale je natrvalo uloZena evidence o zpracovani. Druhou
moznosti je v soucasné dob¢ imunohistochemicka reakce na parafinovém materialu.
V soucasné dobé jsou jiz protilatky natolik kvalitni, ze neni vyznamného rozdilu
v sensitivit¢ imunofluorescence ¢i klasické parafinové imunohistochemie. Jakkoliv
imunofluorescence je nepatrné citlivéjsi. Vyhodou je dobry piehled o vzorku (i C4d
pozitivita neni vétSinou diftizni, byva fokalni a v drobném vzorku je mozné ji minout —
tzv. sample error) ( Krej¢i et al., 2011). Parafinovou imunohistochemii vidime druhy
den po odbéru, prodleni tedy neni vysoké. Presto vSak existuji indikace (pfed vikendem,
skute¢né vysoka suspekce a humoralni rejekce, svatky apod.), kdy imunofluorescencni
vySetfeni zcela rutinné vyuZzivame a je pln€ indikovano. Imunofluorescen¢ni stanoveni
C4d je teoreticky citlivéjsi, nepochybné rychlejsi. Velkym limitem je zde velikost
vzorku, stzv. sample-error, ktery mize vyznamné ovlivnit diagnosticky proces.
Z tohoto dtvodu 1 u pacientli, kde bylo provedeno imunofluorescenéni vySetfeni C4d
indikujeme rovné€Zz imunohistochemické vySetieni na celém vzorku. U
transplantovanych pacientli se jen vzacné vyuziva cely panel imunofluorescen¢niho
vySetieni, a to zejména u pacientl, kde hrozi rekurence, ¢i de novo onemocnéni piivodni

ledviny apod. VétSinou jde o pacienty s proteinurii vétsi nez 1,5g za den.

6.2. Nerejekcni poskozeni transplantované ledviny

poskozeni ledviny nerejekénim systémem je tzv. akutni tubularni nekroza.

6.2.1. Akutni tubularni nekroza

Akutni tubularni nekréza vznika v dobé tzv. teplé ischemie (Schiffl, 2006).
Tepléd ischemie je stav, kdy ledvinou neproudi krev, popf. proudi krev nedostatecné
okysli¢ena. Jedna se tedy o manipulaci se $t€pem pii vyjimani z darce, transport Stépu a
nasledna operace, tzn. vkladani Stépu do hostitele ( TieSka et al., 2008). V ptipadé
dlouhych manipulacnich Castt mimo chladné prostiedi dochazi k poSkozeni tubularni

vystelky. Tubularni vystelka Casto vizudlné€ je poskozena minimalné, nasledné vsak
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dojde K jejimu poskozeni pii obnoveni krevniho proudu ledviny ve S$tépu. Akutni
tubularni nekréza se v maximalni mife projevuje zhruba Sesty az sedmy den po
transplantaci. Je nékdy velmi obtizn¢ odliSitelnd od celularni akutni tubulointersticialni
rejekce. Rizikové $tépy se bioptuji v tzv. nula hodinu, tzn. v obdobi, kdy se vyjimaji
z darce ( Tteska, 2008). Zde se hodnoti stupeit akutni tubuldrni nekrézy a lze pak
zareagovat na poskozeni v dobé¢ tésné po rejekei ( Krejéi et al., 2011). Akutni tubularni
nekr6za muze nastat 1 v pribéhu zivota Stépu v delSim casovém odstupu po
transplantaci a to v dobé kdy z jakychkoliv divodt dojde k poklesu krevniho tlaku ¢i

saturace krve kyslikem (pneumonie, hypotenze, hypovolemie apod.).

6.2.2. Polyomavirdza

Dalsim standardné vySetfovanym poskozenim Stépu je polyomavirdza, resp.
napadeni §tépu polyomavirem SV40. Tento polyomavirus je bézné pfitomen v populaci.
Populace s normalni imunitou tento vir snadno eliminuje. U pacientti v imunosupresi se
uvadi, ze zhruba od tretitho az ctvrtého mésice je prakticky kazdy pacient nakazen
aktivni virdzou, resp. se u n¢j aktivni vir replikuje ( Tteska et al., 2008). V ptipade, ze
dojde Kk poskozeni S§té€pu, je mozné tyto virem napadené buiky detekovat pomoci
imunohistochemie. Rutinné se barvi kazdy §té€p na pfitomnost polyomaviru. PouZzivame
rutinng protilatku pro stanoveni z parafinu proti polyomaviru SV40. Pozitivni ptipady
se barvi v jadfe napadenych epitelii tubulli, popt. glomerulli. Vzdy je zde pfitomno
pomérné malé mnozstvi pozitivnich bunék, vzdy existuje tzv. sample error a je tedy
nutno piistupovat k diagnostice velice peclivé ( Colvin et Chang, 2016).

V nasi Fakultni nemocnici imunohistochemické vySetfeni doplilujeme rutinné
vySetfovanim molekularné-genetickym, kdy provadime PCR z krve, moci a ze zbytku
vzorku ledviny pacienta. Je to zplisobeno tim, Ze neexistuje jasnd kvantifikace naloze,
resp. kvantifikovat naloz viru ve vzorku je mozné, neni vSak zcela jasné, kdy jde o
patologii, kdy nikoliv (jiz jsme uvedli, ze prakticky kazdy transplantovany pacient ma
v sob¢ replikujici se populaci polyomaviru). Z tohoto divodu kombinujeme klinicky
obraz, imunohistochemické vySetieni parafinové tkan¢ a pfitomnost a vysku ndloZe
v mo¢i, krvi pacienta. Po korelaci téchto péti faktora Ize s velkou jistotou fici, zda jde o

aktivni infekci ve S$tépu €i nikoliv.
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7. Histoscanning

Scannovani histologickych preparati je soucasti telepatologie nebo digitalni
patologie, jejimz cilem je pteneseni mikroskopického obrazu v digitdlni podobé z mista
vzniku, tedy pracovniho mista na pocita¢ovy monitor jiného, vzdaleného pracoviste.
Tato technologie umoziuje ziskat digitalni obraz histologického preparatu a dale jej
pomoci pocitacové sité analyzovat, sdilet a ukladat do databazi ( Dee, 2009).

Telepatologie je mozné rozdélit na dvé soucasti: ,real-time* a ,store-and -
forward“. Prvni smér, tedy ,,real-time* probiha v realném cCase a je vyuzivan K uréeni
dianézy na dalku za ucasti vice odbornikd. Druhy smér, ,,store-and-forward“ vyuziva
uloZena data, ke kterym maji pfistup dal$i odbornici a pfistup je mozny kdykoliv
( Ling, 2012).

Preparat pro telepatologii muze vzniknout bud’ jako digitalni preparat nebo
pomoci slide scanneri, tedy pomoci histoscannu. Digitalni preparat je vytvoien pomoci
dalkové ovladaného mikroskopu a obraz se pienasi pomoci pocitace a internetové sité
( Dee, 2009). Histoscanning histologickych preparati probiha ve formatu 3D. Snimani
skel je panoramatické pomoci dvou objektivi pro zvétSeni 20x a 40x. Rychlost snimani
skel zaleZi na poctu tezli na skle a velikosti snimaného preparatu. Pfi snimani
fluorescen¢nich preparatli se pouziva jako svételny zdroj LED zdroj s proménnou
vlnovou délkou, takZe napt. pro FITC, TRITC, DAPI, tj. pro rizné fluorescencni latky
( DAPI se pouziva pro molekularné genetické preparaty), pln¢ postacuje multiband filtr.
Pro odecitani preparati, které jsou barvené protilaitkou oznacenou FITC, se pii
prohliZeni navoli vinova délka 495 nm, pro imunofluorescencni preparaty se pouziva
nejcastéji ( Cibicek et al.,, 2014). Po spojeni poZadované vinové délky, kterd je
nastavena Vv servisnim programu scanneru a multiband filtru se uklada jako virtualni
filtr. Scanner ma moznost Sesti dalSich pozic specialnich filtri. Z tohoto nasledné
vychézi vyhoda obrovského zrychleni pfi scannovani vice barev, kdy se fyzicky neméni
filtr, ale méni se pouze vlnova délka a lépe se pracuje s expozici. Samotné zachyceni
obrazu pak feSi specialni UV kamera (Ling, 2012). Nejvétsi vyhodou scannovani
imunofluorescen¢nich preparatl se stala moznost ukladani jejich digitdlniho obrazu,
protoze do této chvile bylo uchovani téchto preparati nemozné. Dalsi formou
telepatologie je hybridni telepatologie. Hybridni telepatologie je kombinaci systémul

store-and-forward a real-time, kdy je cely soubor snimki spojen do jednoho formulaic a
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nasledné prenasen. Tento systém je mozny vyuzivat pii robotickych operacich ( Ling,
2012). Velké vyuziti telpatologie spociva hlavné v odecitani $patné uchovatelnych
preparatti, jako jsou cytologické a imunofluorescencni preparaty. U cytologickych
preparati je problémem barevnd nestdlost, u imunofluorescen¢nich preparati je
problémem kratkodoba svitivost. Pfinos dynamické telepatologie, tzn. systém real-time,
spociva hlavné v opera¢nich konzultacich nékolika odbornikl najednou béhem operace
nebo v odectu peroperacnich biopsii. Velkou nevyhodou dynamické telepatologic je
finan¢ni naro¢nost na vybaveni ( Dee, 2009).

Telepatologie se stava velmi pfinosnou i pro vyuku. Diky histoscanningu je
mozné uchovavat i1 preparaty S kratkou trvanlivosti, hlavné imunofluorescencni
preparaty. Nascannované preparaty je potom mozné kdykoliv pouzit pro vyuku ( Ling,
2012) nebo pro konzultaci a nemusi se feSit otdzka zniCitelnosti preparati a tedy i
neustdlého dokrajovani, kterym se mnohdy pfichdzi o velmi cenny histologicky
material. Telepatologie napomaha fesit i otazku nedostatku zkusenych patologi, hlavné
vV menSich nemocnicich. Zde je vSak opét limitem finan¢ni otdzka potiebného vybaveni
( Dee, 2009). Histoscanning umoziiuje pienos digitdlniho obrazu preparati na
jakoukoliv vzdalenost. Limitem je pouze kvalita internetového piipojeni a nasledného

nacteni preparatu.
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8. Cil prace

Porovnavani preparati renalnich biopsii, ledvin vlastnich a transplantovanych,
klasickou optickou mikroskopii a virtualni mikroskopii.
Porovnavani vyuziti vsech uvedenych metodik a jejich nasledné modifikace pro

prevedeni realného obrazu do digitalni podoby.
Q. Hypotézy
H1: Odec¢itani digitalniho obrazu histologickych a imunohistochemickych preparati je

kvalitativné stejné jako v optické mikroskopii.

vvvvvv

mikroskopii.
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10. Metodika

10.1. Material

Vzorky rendlnich punkci byly ziskdny od pacienti Linterni kliniky FN Plzen a
jsou zde zahrnuty vzorky od pacienti s vlastni ledvinou a od pacientil
s transplantovanou ledvinou. Renalni biopsie se zpracovava ihned pro vSechny dale
uvedené techniky na pracovisti SUP FN Plzei Lochotin. Data od kazdého vzorku byly
zaznamenavany ihned po zpracovani a nasledném odecteni vzniklého preparatu. Pro
scannovani jsou vzorky odesilany na externi pracovisté v Bioptické laboratofi v Plzni.
Vzorky a data o zaznamenanych vzorcich byla sbirana témét od uplného pocatku
zavedeni histoscanningu histologickych a hlavné imunofluorescencnich preparatii na
SUP FN Plzen, tzn. v obdobi od zafi 2015 do prosince 2016. Poéetni rozlozeni vzorki

je uvedeno v tabulce (tab.1).

Tab. 1 Zpracované rendlni biopsie

Pocet V procentech
Biopsie 9. - 12. 2015 27 16%
Biopsie 1. - 12. 2016 141 84%
Celkem 168 100%

( Zdroj: SUP FN Plzer)

Tab. 2 Biopsie viastnich a transplantovanych ledvin

Pocet V procentech

Celkovy pocet biopsii vlastni ledviny 65 39%
Celkovy pocet biopsii Stépu ledviny 103 61%
Celkem 168 100%

( Zdroj: SUP FN Plzeii)
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Obr. 1 Procentudlni vyjadieni poctu viastnich a transplantovanych ledvin. ( Zdroj: SUP
FN Plzen)

10.2. Zpracovani rendlni biopsie

Renélni biopsie se v pfevazné veétSiné odebird core technologii, transkutdnni
punkci a oteviend biopsie se v soucasné dob¢ prakticky nepouziva, otevienou biopsii
pouzivame pouze pii diagnostice darcovskych ledvin pro transplantaci.

Perkutanné ziskany vzorek je transportovan na vlhké gize namocené ve
fyziologickém roztoku, vSe je nutné neustale chladit. Material po doruceni na odd¢€leni
patologie je nativné prohlédnut pod mikroskopem a rozdélen nasledujicim zptsobem:
nejvetsi ¢ast se pouziva pro optickou mikroskopii, mensi ¢ast pro imunofluorescenci a
posledni dil pro ultrastrukturu. Vzdy se snazime dohledat v nativni nebarvené tkéani
glomeruly, tak aby byly glomeruly pifitomny ve vSech tfech vzorcich. V ptipad¢, ze je
vzorek méné kvalitni, upfednostiiuje se optickd mikroskopie a imunofluorescence. U
ledvinového §tépu se punkce rozd€luje pro vysSetieni metodami z parafinového bloku,
dale pro nepfimou a pfimou imunofluorescenci v pfipadé potieby a na molekularné
genetické vySetieni.

Po rozdéleni punkce se jednotlivé ¢asti fixuji vhodnym fixaénim &inidlem. Cast
punkce pro parafinovy blok se fixuje pufrovanym formaldehydem a dale se zpracovava

b&Znym histologickym procesem ve tkanovém procesoru. Cast pro elektronovou
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mikroskopii se fixuje 4% paraformaldehydem, ¢ast na molekuldrné genetické vySetieni
se pouze zmrazi. Punkce na imunofluorescenci se nefixuje, stale vSak byt musi vlhéena
pufrovanym fyziologicky roztokem.

Cast vzorku, ktera je uréena pro zpracovani parafinovou metodou, se barvi
zakladnim pfehlednym hematoxylin-eosinovym barvenim a specidlnimi histologickymi
metodami - barvenim na PAS, které prokazuje bazalni membrany, impregnace stiibrem
dle Jonese ke znazornéni bazalnich membran, modrym trichromem na prikaz
kolagenniho vaziva a kongo Cerven ( AK ) na prukaz amyloidu. Takto se barvi
standardné vSechny vzorky.

Imunofluorescencni panel zahrnuje IgA, 1gG, IgM, C3, Clq a Kappa a Lambda
lehké fetézce. V soucasné dobé je praxe rychlého obarveni hematoxylin-eosinu a
imunofluorescence v den odbéru.

V den odbéru se telefonicky konzultuje s klinickym 1ékafem mozna diferencialni
diagnéza. Zbytek preparati je dorucen druhy den. Druhy den je ve vétSiné piipadi
uzaviena diagn6za definitivné. Ultrastruktura vétSinou slouzi k potvrzeni diagnézy
z optické mikroskopie a zimunofluorescence, pouze v nékterych piipadech je
ultrastrukturalni vySetfeni naprosto zasadni. Napt. u membrandzni glomerulonefritidy, u
membranoznéproliferativni  glomerulonefritidy ¢ amyloidézy patii k zdsadnim
sdélenim.

U transplantovanych ledvin se krom¢ vySe uvedené sady jeSté barvi
imunohistochemickd sada: zde vySetfujeme pfitomnost polyomaviru SV40,

cytomegaloviru CMV a protilatek C4d a p53.

Tab. 3 Pozadovana vysetieni

Biopsie Pozadované vysetieni Pocet V procentech
Vlastni ledvina kompletni IF, HHT 65 39%
Stép ledviny pouze HHT, IHC 58 34%
Stép ledviny HHT,IHC + IF C4d 28 17%
Stép ledviny HHT,IHC,IF C4d,kompl.IF 17 10%
Celkem 168 100%

IF- imunofluorescence, HHT- histochemické metody, IHC- imunohistochemie, IF C4d-
imunofluorescence pouze C4d protildtky( Zdroj: SUP FN Plzer)
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B Vlastni ledvina kompletni
IF, HHT 65

® St&p ledviny pouze HHT,
IHC 58

= Stép ledviny HHT,IHC +
IF C4d 28

® St&p ledviny HHT,IHC,IF
C4d,kompl.IF 17

Obr. 2 Procentudlni vyjadrient pozadovanych vysetieni.( Zdroj: SUP FN Plzeii)

10.3. Metody

10.3.1. Zpracovani punkce pro zhotoveni parafinoveho bloku

Cast nativni punkce, uréenou pro histologické zpracovani, fixovanou
pufrovanym formaldehydem se odvodni a prosyti parafinem ve tkanovém procesoru
Leica ve zkraceném programu. Na zalévaci lince se punkce zalije do parafinu a po
vychlazeni se parafinovy blok upne do mikrotomu a kraji se fezy o sile lum na
histologické metody a imunohistochemii, kromé metody AK, kdy se pouzivaji fezy o
sile  Sum.  Preparaty se posléze barvi dle nésledujicich  postupti.

( SOPV/SUP/001/VERZE 07)
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Postup barveni Hematoxylin — Eosin:

1. odparafinovani

2.Gilltv hematoxylin — 7 minut
3. diferenciace

4. prani ve vodé 7 minut

5. Eosin — 1 minut

6. oplach ve vod¢

7. odvodnéni a montovani

( PPZ/SUP/003/04)

Postup barveni na PAS:

1. odparafinovani az do destil. vody

2. 0,5% kys. jodista — 9 minut

3. oplach v destil. vodé

4.Schifovo reagens — 9 minut

5. prani ve vodé — 9 minut

6. dobarveni jader Gillovym hematoxylinem
7. odvodnéni a montovani

(PPZ/SUP/019/04)

Postup barveni na modry trichrom.

1. odparafinovani az do 70% alkoholu
2.Veigertuv hematoxylin — 10 minut
3. prani ve vodé — 10 minut
4. kysely fuchsin + Ponceau v poméru 1:2 - 20 s
5. oplach destil.vodou
6. kys. fosfomolybdenova — 5 minut
7. anilinova modf bez oplachu — 5 minut
- obarveni anilinovou modfi je nutné kontrolovat pod mikroskopem
8. odvodnéni a montovani

(PPZ/SUP/052/03)
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Postup impregnace dle Jonese:

1. odparafinovani az do destil. vody

2. 0,5% kys. Jodista

3. impregnacni roztok stiibra — 90 + 30 minut (dale dle potieby) v 60°C
4. oplach v predehraté destil. vodé

5. oplach ve studené destil. vodé

6.2% chlorid zlatity — 2 minuty

7. oplach destil. vodou

8. sirnatan sodny — 2 minuty

9. oplach destil. vodou

10.0,5% kys. jodista — 9 minut

11.Schifovo reagens — 20 minut

12. prani ve vodé — 20 minut

13. dobarveni jader Gillovym hematoxylinem
14. odvodnéni a montovani

(PPZ/SUP/012/03)

Postup barveni na AK:

1. odparafinovani a pfedbarveni Gillovym hematoxylinem
2. oplach destil. vodou

3. nasyceny 80% alkohol + 0,2 ml NaOH — 20 minut

3. Kongo ¢erven + 0, 2 ml NaOH — 20 minut

5. oplach 96% alkoholem — 3x

6. po oschnuti preparatu montovani

(PPZ/SUP/050/02)
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10.3.2. Imunohistochemické vysetieni

Imunohistochemické barveni se provadi v imunostieneru - Moderni barvici
systém Bench Mark ULTRA od firmy Ventana Medical Systems, Inc. Na kazdé barveni
ptislu$nou protilatkou je zhotoven konkrétni protokol (SOPV/SUP/005/VERZE 06).

SV 40 ( MRQ-4); Monoclonal Mouse od firmy Cell Marque

C4d  Polyclonal Rabbit od firmy Cell Marque

CMV ( CCH2+DDGG); Anti-Cytomegalovirus; Monoclonal Mouse od firmy Dako
P53 (DO-7); Anti-Human p53 Protein; Monoclonal Mouse od firmy Dako

10.3.3. Imunofluorescencni vysetreni

Cast punkce uréena k imunofluorescenénimu vysetieni se nefixuje. Pro
imunofluorescenci se z punkce zhotovuji zmrazené fezy pomoci kryostatu. Punkce se
polozi do vrstvy tkanového lepidla, které je naneseno na kryostatovy stolecek.
V tekutém dusiku se tkan namrazi. V kryostatu se kr4ji zmrazené fezy o sile 3um a
nanaseji se na podlozni skla.

U vySetfeni vlastni ledviny se pouziva panel protilatek Anti- Human Ig A, Ig G,
IgM, C3, Clq, Kappa, Lambda/FITC ( Polyclonal Rabbit) od firmy Dako znacené
fluoresceinem. Na tyto protilatky se pouziva princip ptimé fluorescence, kdy se znacena
protilatka pfimo vaZe na specificky antigen ve tkéani. Takto vznikly komplex je mozné
prohlizet ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Pfi vySetfeni ledvinového §té€pu se pouziva metoda neptimé imunofluorescence
pro prukaz protilatky C4d. Nepiima imunofluorescence probiha ve dvou fazich. V prvni
fazi, kdy vznikd komplex protilatky se specifickym antigenem, pouzivame protilatku
Anti human C4d Antibody od firmy Biomedica ( Polyclonal Rabbit). Ve druhé fazi se
na vznikly komplex se navaze protilatka znacena fluorescenénim barvivem, pouzivame
protilatku Alexa Fluor 488 ( Goat Anti- Rabbit IgG Antibody) od firmy Thermo Fisher.
Takto oznaceny komplex je odecitatelny ve fluorescenénim mikroskopu.
(SOPV/SUP/006/VERZE 05)
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Postup primé imunofluorescence:

1. oplach preparati v PBS pufru min.- 10minut

2. aplikace natfedéné protilatky v poméru 1:20 - 10ul protilatky +200ul PBS pufru

3. inkubace protilatky 30min bez piistupu svétla

4. oplach preparata v PBS pufru min.- 20minut

5. montovani a pokryti preparatu vhodnym cinidlem pro fluorescenci

Postup neprimé imunofluorescence:

oplach preparatia v PBS pufru min.- 10minut

aplikace natedéné protilatky antiC4d v poméru 1:20

1
2
3. inkubace protilatky 60minut bez pfistupu svétla
4. oplach preparatu v PBS pufru min.- 20minut

5.
6
7
8

aplikace protilatky znacené fluorescen¢nim barvivem v pomeéru 1:20

. inkubace protilatky 60minut bez pfistupu svétla

. oplach preparatu v PBS pufru min.- 20minut

montovani a pokryti preparatu

PBS pufr:

PBS pufr je pouZivan jako fedici roztok pro protilatky pouZivané pii pfimé 1 pii nepiimeé

imunofluorescenci a jako oplachovaci roztok.

Postu pripravy roztoku:

Na2HPO4 * 12 H20 2,99
KH2PO4 0,29
NaCl 8,09
KCI 0,29

Do 11 destilované vody.

(PPZ/SUP/044/02)
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10.3.3.1. Vysledek imunofluorescencniho barveni

Jako pozitivni vysledek povazujeme zelenou imunofluorescencéni barvou ( na
temném pozadi) zvyraznéné struktury. Pfi hodnoceni pozitivity nebo negativity je nutné
sledovat histologické poméry v okoli, kdy je tfeba znat morfologii pozitivnich vysledki.
Granularni pozitivita maze byt skuteénym pozitivnim vysledkem( napi. IgG u
membrandzni glomerulonefritidy), u jiného pfipadu nemusi byt za skutecnou pozitivitu
povazovana, nema zadny diagnosticky vyznam ( napi. C4d u humoralni rejekce). Vzdy
je nutné odlisit artefakty. Pro néktera komplikovand barveni (C4d) je vétSinou
K dispozici vnitini kontrola — mesangium glomeruli. Tento neni pfitomen u 100%

renalnich §tépt, takze posuzovani je nékdy komplikované.

10.4. Histoscanning

V nasi pilotni studii jsme porovnédvali hodnoceni materidlu z biopsii ledvin
nativnich a transplantovanych pomoci klasické mikroskopie, tzn. optickou mikroskopii
hodnotici zakladni barveni hematoxylin-eosin a specialni barveni, vcetné
imunohistochemického barveni. Dale jsme vyuzili imunofluorescencni techniky

hodnocené také v klasickém optickém mikroskopu.

V nasledujicich tabulkach (tab.4 a tab.5.), jsou na deseti pilotnich vzorcich
transplantovanych ledvin, zaznamenany shody pii hodnoceni preparati optickou
mikroskopii a histoscanningu a pocetni vyjadfeni shody u imunofluorescencnich

preparatt. V tabulkach 6. a 7. jsou zdznamy deseti vzorki vlastnich ledvin.
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Tab.4 Porovnavani optickych a digitdlnich prepardti transplantovanych ledvin

Cislo vzorku

Porovnani

opt./scan. HHT C4dIHC CadIF IF: Protilatka / Shoda
Vz.1 XXX XXX X nepozZadovana
Vz.2 XXX XXX o] nepozadovana
Vz. 3 XXX XXX X IgA xx, C3 x, C1q xx
Vz. 4 XXX XXX XX nepozadovana
Vz.5 XXX XXX o nepozZadovana
Vz.6 XXX XXX X nepozadovana
Vz.7 XXX XXX XX vse Xxx
Vz. 8 XXX XXX XXX nepozadovana
Vz.9 XXX XXX XXX nepozadovana
Vz. 10 XXX XXX XX C3 xx, Clq xx

Vyjadreni shody u jednotlivych protilatek: uplna shoda xxx, shoda xx, méné shoda x,

neshoda o.

HHT-histochemie; IHC-imunohistochemie; C4d IF-imunofluorescence na C4d; IF-

nazev protilatky+vyjadreni shody

V poslednim sloupci jsou vyjadiené vSechny ostatni shody nez uplné shody.

( Zdroj: SUP FN Plze).

Tab.5 Shody u imunofluorescencnich preparatii pocetné u identickych 10 vzorkii

C4d IF IF: Protilatka / Poéet shod
Uplna shoda 2 IgA2,1gG3,1gM3,C31,Clq 1, KpLb 3
Shoda 3 IgA1,C31,Clqg?2
Méné shoda 3 C31
Neshoda 2 0

( Zdroj: SUP FN Plzeit)
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Tab. 6 Porovnani optickych a digitdlnich preparatii viastnich ledvin

Cislo vzorku
Porovnani opt./scan. HHT IgA IgG IgM c3 Clq Kp + Lb
Vz. 1 XXX X X XX X X XX
Vz. 2 XXX XX XX
Vz.3 XXX XX X X XX
Vz. 4 XXX XX XXX XXX XXX XX XXX
Vz. 5 XXX XXX XXX XXX XXX XX XXX
Vz. 6 XXX X XXX XX o] o] XX
Vz.7 XXX XXX XXX XXX XX XX XXX
Vz. 8 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Vz.9 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
Vz. 10 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

Vyjadreni shody u jednotlivych protilatek: uplna shoda xxx, shoda xx, méné shoda x,

neshoda o. ( Zdroj: SUP FN Plzeii)

Tab. 7 Shody u imunofluorescencnich preparatii pocetné u identickych 10 vzorkii

IgA IgG IgM Cc3 Clq Kp+Lb
Uplna shoda 5 7 6 5 3 6
Shoda 1 0 4 1 3 4
Méné shoda 2 3 0 2 2 0
Neshoda 2 0 0 2 2 0

( Zdroj: SUP FN Plzeii)

Po odecteni preparati v optickém mikroskopu a zaznamenani dat, byly

histologické i fluorescen¢ni preparaty ihned odeslany ke scannovani. Scanner typu

Panoramic Scan Midi od firmy 3D Histech, je vybaven zasobnikem na 250 skel.

Zasobnik se plni manudlné a obsluha zadava, ktery typ preparatl se bude scannovat.

Zvoli typ programu pro bézné nebo imunofluorescenéni preparaty. Zadava se velikost

objektivu pro zvétSeni 20x nebo 40x. U imunofluorescenénich preparati je nutné zadat

oblast prohliZeni. Snimani preparatti probiha linearné, jednotlivé pasy se spoji
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do jednotného obrazu. Rychlost scannovani je umérna velikosti fezu na skle. Scanny
preparati jsou pomoci specialniho programu od vyrobce — Pannoramic Viewer
odeslany na pfislusné pracovisté a program umozni jejich prohlizeni, zvétSovani a dalsi

manipulaci jako s obrazem v mikroskopu.

Ziskana data z optické mikroskopie a z histoscanningu se porovnaly a

zaznamenaly.
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11.  Vysledky

Ziskané soubory dat paraleln¢ scannovanych pomoci histoscanningu 3D
Histech, jsme porovnavali se souborem totoznych biopsii hodnocenych optickou
mikroskopii.

Pfi  hodnoceni virtudlni mikroskopie u klasickych histologickych a
histochemickych metod ( HE, PAS, Jones, AK, modry trichrom) nebylo vyraznéjsiho
rozdilu. Nepatrny rozdil je pfi pouziti scannovaciho objektivu. Mens$i rozliSeni se ziska
pii pouziti objektivu 20x, vétsi spolehlivost je pii pouziti objektivu 40x. Vysledny efekt
je vsak zanedbatelny a vzhledem Kk vyssi rychlosti scannovani jsme zavedli objektiv
zvétsujici 20x.

Problematickou kapitolou bylo hodnoceni imunofluorescencnich preparati. Zde
jsme hodnotili u nativnich ledvin celou skalu vysetfeni ( IgA, IgG, IgM, C3, Clq,
Kappa, Lambda) a vySetfeni na C4d vyuzivané pro vySetfeni transplantovanych ledvin.
Nejvétsim technologickym problémem u imunofluorescenénich preparatli jsou necistoty
vznikajici pfi barveni. Tyto necistoty jsou lidskym okem snadno rozliSitelné a do
hodnoceni je nezapoji. Strojové hodnoceni svételnosti a sily signalu u histoscanningu
vSak neumi rozliSit jasnou necistotu od skute¢né struktury, kterou je tfeba hodnotit.
Ptistroj kalibruje své snimani pravé na svételnost nejjasnéjsiho, a tedy pro pfistroj
nejostiejsiho bodu.

Problémy s necistotami se z pocatku objevovali pfi pouzivani klasického
spotfebniho materialu, tzn. podloZnich skel a montovaciho média pfipravovaného v nasi
laboratofi za 3dild glycerinu a 1dilu pufrovaného fyziologického roztoku.
Porovnavanim hodnoceni z optického mikroskopu a z histoscannu jsme dosli k zavéru
nutného pouziti specialnich, pozitivné nabitych skel TOMO- IHC Addhesive Glass
Slide a montovaciho média Dako Fluorescence Mouting Medium uréeného vyhradné
pro fluorescencni preparaty. Dalsi zménou, ktera vedla k odstranéni problému
s artefakty, bylo dvojnasobné prodlouzeni oplachti po kazdé aplikaci protilatek.

Po zavedeni kvalitnéjsiho typu podloZnich skel a zméné montovaciho média se
nam podafilo vyznamné redukovat mnozstvi drobnych artefaktti, které matou kalibraci
scannovani. Po kontrolnim testovani lze konstatovat, ze bylo dosazeno optimalniho

vysledku a hodnoceni imunofluorescencnich vysetteni je stejné spolehlivé v optickém
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mikroskopu 1 z histoscannu. Je nutno zduraznit, ze kvalita a uzivatelska vlidnost
histoscanningu je vyznamné ovlivnéna internetovym ptipojenim. U rychlého pfipojeni
(idedlné opticky kabel) je prodleni odezvy programu minimalni a odecteni biopsie je

tedy v celku komfortni

11.1. Vyhodnoceni zaznamii

Tabulky 8. a 9. ukazuji zaznamy vSech dalSich vzorka pocetné. U
transplantovanych ledvin jsou v tabulce 8 vyjadfeny zaznamy zbyvajicich 93 vzorki
z celkového poctu porovnavanych biopsii. V tabulce 9 jsou zaznamy 55 vzorkl
nativnich ledvin.

Zaznamy dokazuji, Ze po odstranéni vSech nezadoucich vlivi, které byly
zjiStény pfi  zpracovavani prvnich vzorkl, je odecitani histochemickych,
imunohistochemickych i imunofluorescen¢nich preparati z histoscanningu vice nez
spolehlivé. Ve vsech piipadech bylo porovnani optické mikroskopie a histoscanningu

V plné shodé¢ 80% a vice procent. ( posledni sloupec tabulky)

Tab. 8 Shody porovnavani opt./scan. ostatnich 93 vzorkii biopsii transplantovanych

ledvin — vyjdadreno pocetné:

Uplna Méné \Y;
shoda  Shoda shoda Neshoda procentech
Shoda IHC
preparatu 93 0 0 0 100%
Shoda preparatd
se spec. HHT 93 0 0 0 100%
Shoda IF
preparatu cad 16 2 1 2 88%
Cad +
kompl.IF 8 3 1 1 82%

IHC- imunohistochemie, HHT- histochemie; IF- imunofluorescence; IF C4d-
imunofluorescence na C4d; C4d+kompl.IF- C4d+kompletni imunofluorescencni rada;

procentudlni vyjadrient iipiné shody. ( Zdroj: SUP FN Plzeii)
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Tab. 9 Shody porovnavani opt./scan. ostatnich biopsii viastnich ledvin — vyjadreno

pocetné:

Uplna Méné \;
shoda  Shoda shoda Neshoda procentech

Shoda preparatd

se spec. HHT 55 0 0 0 100%
Shoda IF

preparatu IgA 46 5 2 2 83%
IgG 48 5 2 0 87%

IgM 53 1 1 0 96%

c3 49 4 1 1 89%

Clq 45 5 1 3 81%

Kappa 54 1 0 0 98%

Lambda 54 1 0 0 98%

HHT-histochemie; IF- imunofluorescence; procentuadlni vyjadreni uplné shody.
( Zdroj: SUP FN Plzer)

11.2.  VyuZiti scannu

V soucasné dobé mame kdispozici tzv. 3D histoscanning. Jedna se o
technologii, ktera je schopna v pomérné rychlém casovém intervalu pienést opticky
obraz do digitalniho obrazu v podobé¢ tzv. virtudlniho mikroskopu. Prakticky tedy
okamzit¢ po odeCteni biopsie jsou skla scannovana, a to vcetné skel
imunofluorescen¢nich. Nejvétsi vyhodou této technologie je krom¢ archivace
netrvalych imunofluorescencnich preparatii zejména moznost odecteni tzv. na dalku.

Kvalita a celkova vlidnost k uzivateli je velmi zavisla na internetovém piipojeni.
Jelikoz scann ve své celkové podobé je tvofen az 1,5 GB je prace s takto velkym
souborem pomérné komplikovana a ¢asoveé ndrocnd. V misté, kde je kvalitni internetové
pfipojeni (zejména opticky kabel), je vSak prace pomérné jednoducha a od klasického
optického mikroskopu se pfili§ nelisi. Casové prodleni je minimalni, histoscanning

vcetng transportu trva vétsSinou neékolik hodin.

48



12. Diskuse

Diagnostika renalnich onemocnéni se v soucasné dobé rozdéluje do dvou
velkych skupin. Ob¢ skupiny spolu uzce souvisi a neni mozné jednoznacné oddélovat
ob¢ skupiny. Jednu velkou skupinu tvoii primarni ¢i sekundarni postizeni ledvin a
druhou skupinu tvofi problematika transplantacni mediciny ledvin. Diagnostika
renalnich nemoci byla dlouho omezena na nepfili§ Casto provadéné oteviené biopsie
ledviny, kdy patolog obdrzel velké mnozstvi materialu, ale klinické udaje, Cista
morfologie bez imunofluorescence a bez ultrastruktury nepfinasely detailni informaci o
povaze onemocnéni ( Ruiz, 2009). Piesto v této dobé bylo vytyceno, alespon zakladni
rozd€leni rendlnich onemocnéni. Maximum védomosti v téchto pocatecnich obdobich
diagnostiky renalnich nemoci byly ziskdvany pomoci klasické svételné mikroskopie na
sekénim materidlu. Autofi jako Ellis, Fahr ¢i Kleps jsou autory, ktefi polozili zaklady
moderni diagnostiky renalnich nemoci ( Jennete et al., 2015). Oteviené biopsie byly
provadény v 50. letech 20. stoleti, autofi jako Alwall, dale dansti 1€kati Brun a Iversen,
ktefi provedli rendlni biopsii jako modifikaci jiz rutinné provadéné jaterni biopsie
( Iversen et Brun, 1951). Americ¢ani Kark a Muehrcke polozili zéklady diagnostiky u
zivych pacientd, které bylo mozno vyuzit v klinické praxi ( Kark et Muehrcke, 1954) .
V 60. letech 20. stoleti renalni patologové jako Bergstrand, Furck, Germuth, Habib,
McClusky ¢i Spargo polozili zaklady imunofluorescenéni technologie a ultrastruktury
( Jennete et al., 2015).

Od druhé poloviny 20. stoleti se zacaly rutinné pouzivat punk¢ni biopsie
ledviny (transkutanni) a doslo k prudkému rozvoji patologickych klasifikaci, klinického
vyuziti danych poznatkii a renalni patologie se stala vysoce specializovanou soucasti
diagnostiky ( Ruiz, 2009). V soucasné dob¢ je transkutanni biopsie ledviny standardni a
rutinni Gkon, samoziejmé nese sva rizika. Zhruba 35 % pacienti muize mit
mikroskopickou hematurii, makroskopicka hematurie je vSak vzicna a vyskytuje se
zhruba u poloviny procenta piipadt. Perirenalni hematomy byvaji ptitomny az u 65%
pacientl, bézné se vSak toto nevySetfuje, jelikoz klinicky vyznam je minimalni

( Viklicky, 2008). Pouze zcela vyjimecné (zhruba 1% ptipadd) je vyZzadovana rendlni
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transfuze, nefrektomie na zakladé¢ nezvladatelného krvaceni byva provadéno v 0,1%
ptipadi. Mortalita je vyjimecna a prakticky se nevyskytuje ( Shidham et al., 2005).
Rozvoj diagnostiky transplantovanych ledvin Sel ruku v ruce s rozvojem diagnostiky
nativnich ledvin a srozvojem transplantaci, respektive transplantaéni mediciny jako
celku ( Viklicky et al., 2008). V soucasné dob¢ vétSina renalnich vzorkd, které
vySetfujeme, jsou transplantované ledviny a to jednak diky zvySujicimu se poctu
transplantovanych pacientii, diky tzv. protokolarnim biopsiim ( Tteska et al., 2008)
(biopsie odebirané bez ohledu na klinicky stav pacienta po tiech mésicich, po jednom
roce a po tiech letech od transplantace).

Zcela prvni transplantaci ledviny je uvadéna transplantace provedend MUDr.
Ullmannem 7. Bfezna 1902 ve Vidni. Provedl transplantaci ledviny u psa, jednalo se
vsak o tzv. autotransplantaci ( Ullmann, 1902). Stejny autor se pokousel transplantovat
ledvinu z prasete pacientovi, technicky se vSak toto nepodafilo a dalsi rozvoj
transplantaci nastal az po technickém zvladnuti sutury cév ( Carrel, 1902). V roce 1906
existovaly pokusy transplantace xenograftu z prasete nebo kozy pro pacienty
s chronickym renalnim selhanim. Samoziejmé tyto pokusy byly neuspésné ( Jaboulay,
1906). Stejné tak jako dalsi pokusy transplantovat ledvinu z opice ¢lovéku. V roce 1936
byl proveden pokus na Ukrajiné, kde byla pravdépodobné transplantovana viibec prvni
lidska ledvina od darce s traumatem hlavy, pacientovi po otravé chloridem rtutnatym.
Ledvina byla ABO inkompatibilni a ledvina nikdy nebyla schopna funkce, av§ak dva
dny po pitvé pacienta, ktery bohuzel zemiel, byly cévy stale latentni ( VVoronoj, 1936).
V roce 1945 MUDr. Hume, Hafnagell a Landstainer v Bostonu poprvé transplantovali
lidskou kadaverozni ledvinu mladé zené, ktera byla komatdzni pro akutni rendlni
insuficienci kvili septikemii. Ledvina pracovala po n€kolik dni a do$lo k uplné naprave
poskozeni ledviny septickym stavem a pacientka se uzdravila ( Hume et al., 1955).
MUDr. Humé pokracoval v transplantaci ledvin u deviti pacientd, v té dob¢ ale nebyla
provadéna zadna imunosuprese. Jeden ze $tépa fungoval Sest mésicd. V roce 1952 byla
provedena prvni transplantace od Zivého darce, kdy matka darovala ledvinu svému
synovi s kongenitalni jednou ledvinou, o kterou pfisel pfi nehod¢. Ledvina pracovala
bez jakékoliv imunosuprese 21 dni ( Hume et al., 1955). V roce 1954 byla tspésné
provedena transplantace u jednovaje¢nych dvojcat a pacient piezil 8 let, poté doslo
k rekurenci ptivodniho renalniho onemocnéni ( Mercilo et al., 1956). V roce 1959

provedeny prvni uspésné pokusy s imunosupresi, které pokracovaly az do dalSich let
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( Murray, 1963). Autoii téchto pokust (Dr. Elion a Hitchings, stejné tak jako dr.
Murray) obdrzeli Nobelovy ceny v roce 1988 a 1992. Od této doby se datuje éra stale
technologie transplantaci dochazi k rozvoji diagnostiky jednotlivych typa rejeket,
toxickych poskozeni, rekurenci apod. ( Jennette et al., 2015).

V Ceskoslovensku byl proveden prvni nelspésny pokus o piibuzenskou
transplantaci v roce 1961 v Hradci Kralové. V roce 1966 se v Praze uskute¢nila dalsi
transplantace, kdy darovana ledvina od matky synovi pracovala jedenact mésicu za
podpory imunosuprese ( Viklicky, 2008).

Rendlni transplantace ve FN Plzen se zacaly provadét v 80. letech, na pocatku 90.
let doslo zejména diky aktivitim tehdej§iho piedsedy transplantacni spole¢nosti CR
MUDr. Vojty Martinka k zavedeni modernich technologii, moderni diagnostiky a
moderni imunosuprese ( Tieska et al., 2008). Od této doby se datuje velmi aktivni a
velice uspésna éra transplantaci ledvin, a to jak od kadaveroznich, tak od zivych darct
Vv plzeniské Fakultni nemocnici. V soucasné dobé na oddé€leni patologie vySetiujeme
zhruba 90-100 vzorkd roéné od transplantovanych ledvin. Stejné tak vySetfujeme
zhruba okolo 50 vzorki ro¢né od ledvin nativnich.

Telepatologie poskytuje moznost prohlizeni histologickych a patologickych
preparatl na pracovistich ve vétSich vzdalenostech. Obsahuje technologie, které ziskem
digitalniho obrazu histopatologického preparatu umozni jeho dalsi analyzu a sdileni
pomoci pocitaové sité. Tento typ je nazyvan statickou telepatologii nebo store and
forward systém ( Ling, 2012) a oznacuje se jako asynchronni. Umoznuje konzultace
specialist u preparatd, kde neni uzaviend diagnéza, dale urCovani diagnoéz u
peroperacnich biopsii, kde se vyuziva dynamicka telepatologie a diagn6za je urcena na
dalku, ale vrealném case ( Liang et al., 2008). Telepatologie v realném case je
oznacovana jako synchronni. Technologie telepatologii mimo jiné umoziiuje provedeni
virtudlnich pitev.

Telepatologie se stdva velkou soucdsti vyuky, kdy se daji shromazd’ovat
potiebné preparaty vhodné pro vyuku, aniz by se musely preparaty neustale prekrajovat
a doplnovat, ¢imz se mnohdy ztracel velmi vzacny histologicky material ( Dee, 2009).
U digitalnich preparati odpada starost s jejich kiehkosti, tedy snadnou znicitelnosti. Na
nékterych pracovistich se zacinaji vytvaret registry s riznymi druhy histologickych

preparat ( Madabhushi et Lee, 2016).
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Termin telepatologie je slozen ze dvou feckych slov: tele — vzdalené a pathos — trpét,
dalsi pouzivané terminy jsou digitalni patologie nebo pocitacova patologie. Je soucasti
velmi Sirokého oboru telemediciny ( Ling, 2012) .

Termin ,.telepatologie“jako prvni pouzil patolog Ronald S. Weinstein, MD
vroce 1986 v lékarském casopise, a tim jej zavedl do anglického jazyka. Stal se
prikopnikem telemediciny i telepatologie, kdy béhem rezidentury na Massachusetts
General Hospital ( MGH) se podilel na jednom z prvnich telemedicinskych piipadi
z programu MGH , kdy byl poslan snimek krevniho natéru z Logan International
Airport béhem Telemedicine Program na jafe 1968 ( Ling, 2012). Dale se inicioval,
patentoval a podilel se na komercionalizaci robotické telepatologie. Stal se prezidentem
Sesti profesionalnich organizaci véetné American Telemedicne Association ( ATA).
ATA definovala telemedicinu nésledovné: ,,Telemedicina je pouziti zdravotnickych
informaci vyménénych zjednoho mista na druhé prostiednictvim elektronickych
komunikacti pro zdravotnictvi a vzdelavani pacientii nebo poskytovatele zdravotni péce
a pro ucely zlepSeni péce o pacienty “.( ATA, 2015).

Prvni klinicka telepatologicka sluzba byla zavedena v Norsku v roce 1989, kde
byly poskytnuty histopatologické preparaty k diagnostice na dalku ( Ling, 2012).
Telepatologie je tvoiena dvéma technologiemi. Prvni moznosti je pouziti dalkové
ovladaného mikroskopu, kdy obraz ptendsi ptes internet do pocitace. Druhy typ vyuziva
histoscanning, tzn. snimani histologickych preparati ve slide scanneru. Slide scannery
digitalni obraz ptfevadi do pocitaového programu, kde se obraz ulozi a umozni
prohlizeni v pocitaci ( Ling, 2012). Velkou vyhodou telepatologie, pro kterou je stale
vice vyuzivadna, rychlejsi diagnostika a moznost konzultace, kde odpadd zdrzeni
tradi¢nich postovnich zasilek. Naopak nevyhodou jsou velké pofizovaci ndklady vSech
soucasti technologie ( Meyer et Paré, 2015).

Tato prace se hlavné zabyvala porovnavanim kvalitou digitalnich preparatt
z imunofluorescence a moznosti jejich ode¢itani na dalku, tzn. mimo pracovisté SUP
FN Plzen. Odecitani imunofluorescenénich preparati ve fluorescenénim mikroskopu ma
sva specifika, kdy hlavnimi limity jsou velikost vzorku, ktery je mozné si odebrat
Zpunkce dodané¢ kliniky, a tim tedy 1 vytvofeni dostatecné¢ kvalitniho
imunofluorescenéniho preparatu. DalSim limitem bylo hlavné u preparati ze S$tépu

vvvvvv

fazemi a vysledek je ovlivnén pouzitim dvou odlisSnych protilatek a vice kroky pfi
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vytvareni preparatu. Pti celém procesu mize dojit k nechténému vzniku nezadoucich
artefaktti. Ty potom rusi samotny odecet ve fluorescencnim mikroskopu, ale lidské oko,
tzn. zkuSeny odecCitajici lékaf umi tyto artefakty odliSit a z vysledku je vyloudit.
Scanner, ktery se zameétuje na nejostiejSi bod preparatu, mize takto zaznamenat do
digitalniho preparatu artefakt a ne zvyraznéni poskozené struktury ve vzorku, ktera je
obarvena protilatkou znacenou imunofluorescenénim barvivem. Tento fakt se stdva
velkym problémem pii odectu na velkou vzdalenost, kdy kvalita navic klesa s kvalitou
internetového piipojeni. Digitalni preparat nebo sada preparatt ( napt. u kompletni
fluorescence u nativni autologni ledviny) je tfeba velké datové paméti, az nékolik GB,
coz kvalita pfipojeni také velmi ovliviiuje ( hlavné pomalé nacitani a skladani snimki).
Timto shrnutim se potvrzuje hypotéza H2, tj. digitalizace imunofluorescenénich

U histochemickych a imunohistochemickych preparati problém s artefakty
nebyl zaznamenan a ani Zadny problém s digitalizaci téchto preparati a hypotéza H1
nebyla vyvracena. K zavedeni digitalizace vSech prepardth z nativnich vzorki
autolognich 1 transplantovanych ledvin vedl fakt potfeby vytvofeni archivu nejen
imunohistochemickych a histochemickych preparati, kde nebyl problém s fyzickym
skladovanim, ale hlavné imunofluorescenénich preparatii. Zivotnost fluorescenénich
preparatt je velice kratkd a z tohoto diivodu nemohly byt pouZity k eduka¢nim Gcelim.
Dalsi vyhodou je moZnost odectu pifi nepiitomnosti patologa nebo pii potiebé
konzultace se zkuSengjsim kolegou (Madabhushi et Lee, 2016).

U bézného histoscanningu se pouZziva preparat s dvousetnasobnym zvétSenim,

pro detailngj$i znazornéni je vhodné Ctyfsetnasobnym zvétseni.
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13.  Zavér

Porovnavani odecitani preparati béznou optickou mikroskopii a identickych
preparati metodou histoscanningu ukazalo, ze s preparaty vytvorenymi z parafinového
bloku nebyl problém ani pii jedné ztechnik. Z parafinového bloku se pfipravuji
imunohistochemické a histochemické preparaty a piehledné barveni hematoxylin-eosin.
Komplikace se objevily u imunofluorescencnich preparati, a to u preparati
Z histoscanningu. Imunofluorescencni preparaty se pfipravuji ze zmrazenych tfezl. Pfi
odecitani scanner na rozdil od lidského oka, neumi rozliSit ptipadny artefakt a zaméti
snimani praveé na artefakt. Tim potla¢i snimani tkanovych struktur.

V predkladané préaci jsou zmapovany shody a neshody pii odectech obéma
technikami a proces odstranéni vlivl, které kvalitu digitalnich preparati ovliviiovaly.
Vysledky prace ukazuji, ze po odstranéni vSech vlivii, které ovliviiovaly kvalitu
digitalnich preparati z imunofluorescence, je histoscanning spolehlivou metodou pro
odecitani imunofluorescencnich preparatli 1 na del$i vzdalenosti, coZz bylo podstatou
zavedeni této techniky.

NaSe prace timto prokazala moZnost vyuziti histoscanningu k rutinnimu

hodnoceni komplikovanych diagnostickych ptipadi biopsii ledvin.
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14. Obrazové prilohy

Obrazky Panoramic Scan Midi od firmy 3D HISTECH

Obr. 3 Panoramic Scan Midi od firmy 3D HISTECH ( Zdroj: BL Plzen).
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Obr 4. Vnitrni prostor Panoramic Scan Midi (Zdroj: BL Plzen).

Obr. 5 Detail objektivii 20x (zeleny) a 40X (modry) ( Zdroj: BL Plzen).
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Obrazky z histoscannu:

Obr. 6 Artefakty pribarveni na C4d ( Zdroj: SUP FN Plzer).

Obr. 7 Negativni C4d - bez artefaktii ( Zdroj: SUP FN Plzer).
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Obr. 8 Detail pozitivity IgA - bez artefaktii ( Zdroj: SUP FN Plzei).

Obr.9 Jemna pozitivita Clq p#i SLE - bez artefakti: ( Zdroj: SUP FN Plzen).
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Obr. 12 Scan pozitivaiho barveni na AK ( Zdroj: SUP FN Plzer).
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16. Seznam obrazové prilohy

Obr.1 Procentualni vyjadieni poctu vlastnich a transplantovanych ledvin.
Obr.2 Procentudlni vyjadfeni pozadovanych vysetieni.

Obr.3 Panoramic Scan Midi od firmy 3D HISTECH ( Zdroj: BL Plzen).
Obr.4 Vnitini prostor Panoramic Scan Midi ( Zdroj: BL Plzen).

Obr.5 Detail objektivii 20x a40x ( Zdroj: BL Plzen).

Obr.6 Artefakty pii barveni na C4d ( Zdroj: SUP FN Plzen).

Obr.7 Negativni C4d — bez artefaktti ( Zdroj: SUP FN Plzei).

Obr.8 Detail pozitivity IgA — bez artefakti ( Zdroj: SUP FN Plzen).

Obr.9 Jemna pozitivita C1q pti SLE — bez artefaktii ( Zdroj: SUP FN Plzei).
Obr.10 Detail glomerulu p¥i IgA nefropatii ze scanu ( Zdroj: SUP FN Plzeih).
Obr.11 Scan IHC pozitivity na C4d ( Zdroj: SUP FN Plzen).

Obr.12 Scan pozitivniho barveni na AK ( Zdroj: SUP FN Plzei).
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17.  Seznam zkratek

AK — Kongo Red barveni

ATA — American Telemedicine Asociation
BL — Biopticka Laboratof Plzen

DAPI — 4,6-diamidin -2-fenylindol

FITC — Fluoresceinisothiocyanat

FSGS — Fokalné segmentalni glomerulosklerdza
HBD — Heart — beating — donor

HE — Haemotoxylin-eosin

HHT — Histologické histochemické metody
HSN — Henoch- Schenleinova nefropatie

IF — Imunofluorescence

IHC — Imunohistochemie

NHBD - Non-heart-beating-donor

PAS — Barveni na prikaz polysacharidt
SLE — Systémovy lupus erytemathodes
SUP - Siklav ustav patologie

TRITC - Tetramethylrhodamine
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