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Zpřesnění tkáňové diagnostiky v transplantačním programu 

Abstrakt  

 

V této práci se zabýváme tkáňovou diagnostikou transplantovaných orgánů 

pocházejících od dárců i příjemců. U darovaných orgánů (graftů) jsme se zaměřili 

na upřesnění dosud provizorního skórovacího systému rejekčních změn 

v programu transplantace dělohy. Pomocí histopatologické diagnostiky, včetně 

imunohistochemických metod, jsme porovnali nálezy lymfocytárních infiltrátů 

uváděných ve zmíněném skórovacím systému s nálezy v resekátech děloh žen po 

hysterektomii provedené z důvodů nesouvisejících s děložním hrdlem. Cílem naší 

práce bylo ověřit platnost tzv. kategorie borderline změn – morfologický obraz 

těchto změn se však ukázal být překryvným s fyziologickým nálezem ve zdravém 

děložním hrdle a tudíž nevyžadujícím imunosupresivní terapii. U orgánů příjemců 

jsme se zaměřili na roli plicních megakaryocytů v explantátech po transplantaci 

plic. Cílem bylo přispět k ozřejmění patogeneze chorob vedoucích k nutnosti této 

transplantace. Plicní megakaryocyty jsme histopatologicky a 

imunohistochemicky mapovali ve vzorcích plicních explantátů příjemců 

s různými základními plicními chorobami a objevili jejich výrazně zvýšenou 

účast u vaskulárních plicních lézí. U idiopatické plicní hypertenze by tento nález 

mohl pomoci vysvětlit dosud kryptogenní cévní přestavbu. Tato práce ukazuje, že 

v obou oblastech transplantační medicíny má histopatologické vyšetření stále 

důležitou úlohu a poskytuje transplantačnímu týmu cenné a jiným způsobem 

nezjistitelné informace.  
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Refinement of tissue diagnostics in the transplant program 

Abstract  

 

The thesis describes tissue diagnostics of organ transplants of the donor as well 

as recipient. In case of donated organs (grafts), it aims to improve the provisional 

scoring system of graft rejection after uterine transplantation. Using 

histopathological methods including immunohistochemistry, it compares 

lymphocytic population classified in the scoring system with histopathological 

findings within the resected uteri of women who underwent hysterectomy for 

benign reasons. The aim was to validate the necessity of the category of so called 

borderline changes, whose morphology was proven to overlap with physiological 

finding within healthy uterine cervix. Therefore, there is no need for 

immunosuppressive therapy in such cases. In case of recipients, the thesis 

investigates the role of pulmonary megakaryocytes in explanted lungs after 

transplantation. The idea was to elucidate pathogenesis of the diseases leading to 

the need of transplantation itself. Pulmonary megakaryocytes within explanted 

lungs of various recipients were mapped using histopathological methods and 

immunohistochemistry. The strikingly increased number of such cells was 

detected among vascular disorders, especially idiopathic pulmonary hypertension. 

This finding could contribute to the explanation of vascular remodelling in this so 

far cryptogenic disease. In both cases, this thesis shows the importance of 

histopathological examination, which provides valuable information to the 

transplant team, undetectable via another method.  
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1 Úvod do problematiky  
 

1.1 Transplantace dělohy (UTx) – tkáňová diagnostika dělohy dárkyně  
Role patologa je v rámci UTx nezastupitelná zejména v bioptickém hodnocení 

hrozících známek rejekce. Kontrolní bioptický odběr z ektocervixu se opakuje v 

pravidelných intervalech po transplantaci, před otěhotněním, ale i v průběhu 

gravidity (Brännström et al., 2015, 2014; Brucker et al., 2020; Chmel et al., 2019; 

Ejzenberg et al., 2019). Pokud je rejekce histopatologicky potvrzena, provádí se 

po podání či úpravě udržovací imunosupresivní antirejekční léčby opakovaná 

biopsie k vyloučení perzistujících známek rejekce. Opakování biopsie může 

oddálit následující embryotransfery čekáním na zhojení místa odběru tkáně 

z ektocervixu a zároveň i prodlužovat dobu užívání imunosupresiv. Stanovení 

stupně rejekce je založeno na provizorním skórovacím systému švédských autorů, 

které hodnotí zánětlivý infiltrát v ektocervixu (Mölne et al., 2017).  

 

Rejekční změny uterinních graftů jsou definovány následujícími rysy: Grade 0 

značí absenci rejekce (normální nález). Grade 1 (mírná rejekce) je 

charakterizován mírným smíšeným zánětlivým infiltrátem s dominancí 

lymfocytů, které se nacházejí zejména na epitelo-stromální junkci ektocervixu. 

Zánětlivá infiltrace bývá ložisková a epitel nevykazuje regresivní změny s 

výjimkou ojedinělých apoptóz keratinocytů. Grade 2 (střední stupeň rejekce) 

obsahuje v oblasti epitelo-stromální junkce středně intenzivní smíšený zánět 

s vyjádřeným intraepiteliálním influxem leukocytů a edémem stromatu. Kromě 

převažujících lymfocytů lze pozorovat účast četnějších neutrofilních granulocytů. 

Dlaždicový epitel může být fokálně ztenčený, edematózně prosáklý a obsahovat 

disperzní apoptotická tělíska. Grade 3 (těžkou rejekci) definuje přítomnost 

nápadného difuzního smíšeného zánětlivého infiltrátu s převahou lymfocytů a 

účastí hojných neutrofilních a  eozinofilních granulocytů. V dlaždicovém epitelu 

lze kromě apoptotických tělísek po zaniklých keratinocytech pozorovat eroze až 
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ulcerace s nekrotizací výstelky i přilehlého stromatu. Provizorní skórovací systém 

děložních alograftů dále uvádí kategorii tzv. hraničních (borderline) změn. Tu 

představují minimálně dva malé nesplývající aglomeráty lymfocytů, jež lze nalézt 

zejména v epitelo-stromální junkci.  

 

1.2 Transplantace plic (LTx) – tkáňová diagnostika plic příjemce  
Podstatou vyšetření explantovaných plic příjemce v rámci LTx je potvrzení 

základní plicní choroby, která byla indikací k transplantaci. Nejčastěji se jedná o 

plicní choroby v terminálním stádiu, které mohou být rozděleny do několika 

kategorií na základě dominantního klinického nálezu. První kategorii představují 

zástupci obstrukčních poruch – CHOPN a postižení plic u deficitu α-1-

antitrypsinu či cystické fibrózy (CF) (Chadimová et al., 2015). Časté jsou též 

choroby z heterogenní skupiny restrikčních plicních nemocí – exogenní alergická 

alveolitida (EAA), idiopatická plicní fibróza (IPF), nespecifická intersticiální 

pneumonie (NSIP), kryptogenní organizující pneumonie (COP), 

pleuroparenchymální fibroelastóza (PPFE) a další vzácnější léze. Třetí skupinu 

představují choroby charakterizované dominantním postižením plicních cév. 

Jedná se hlavně o primární/idiopatickou plicní arteriální hypertenzi (IPAH), plicní 

veno-okluzivní nemoc (VON) a vzácně i plicní kapilární hemangiomatózu (PKH). 

Řada těchto plicních nemocí nemusí být snadno diagnostikovatelná pomocí 

klinických a zobrazovacích metod a vyžaduje histopatologickou analýzu, která 

před resekcí plíce bývá možná pouze prostřednictvím limitovaného odběru 

s omezenou výpovědní hodnotou. Plicní explantát po LTx tedy představuje cenný 

materiál s bohatým množstvím tkáně, která může být vyšetřena k přesnějšímu 

stanovení diagnózy. Většina zmíněných plicních postižení je idiopatického 

původu s nejistou etiopatogenezí a množství patologicky změněné tkáně získané 

resekcí po LTx je nedoceněným materiálem k výzkumným účelům, které by 

mohly pomoci ozřejmit obecnou podstatu těchto poruch.   
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2 Hypotézy a cíle disertační práce  
 

Předkládaná práce je zaměřena na méně probádané oblasti tkáňové diagnostiky 

výše popsaných orgánových transplantací: transplantace dělohy – UTx (stran 

orgánu dárce) a transplantace plic – LTx (stran orgánu příjemce).  
 

2.1 Experiment 1: Histopatologická analýza ektocervikálních biopsií 
netransplantovaných děloh a korelace nálezů s provizorním skórovacím 
systémem rejekčních změn transplantovaných děloh 

Protože UTx představuje relativně novou metodu, je současný skórovací systém 

rejekčních změn provizorní a zahrnuje zvláštní kategorii tzv. borderline změn, u 

níž dodnes není zcela jisté, zda představuje skutečné rejekční změny, či 

fyziologický nález. Hypotézou práce bylo, že histopatologický a 

imunohistochemický nález lymfocytárních infiltrátů v ektocervixu 

netransplantovaných (vlastních) děloh premenopauzálních žen se bude lišit od 

morfologického obrazu rejekce a borderline kategorie provizorního skórovacího 

systému rejekčních změn po transplantaci dělohy. Cílem bylo charakterizovat 

morfologický obraz a imunohistochemický profil lymfocytární infiltrace ve 

fyziologickém ektocervixu a korelovat získané nálezy se zmíněným skórovacím 

systémem, zejména ve vztahu k tzv. borderline změnám a menstruačnímu cyklu. 

Dále jsme chtěli ověřit využití imunohistochemie při histopatologické diagnostice 

rejekce transplantovaných děloh a sestavit panel vhodných protilátek.  

 

2.2 Experiment 2: Mapování plicních megakaryocytů v explantovaných 
plicích po transplantaci  
V případě transplantace plic jsme se zaměřili na bioptické hodnocení plicních 

explantátů příjemců. Hypotézou této studie bylo využití explantátů plic po 

transplantaci coby unikátního bioptického materiálu k charakterizaci plicních 

megakaryocytů mezi různými příjemci, jejichž plíce byly terminálně poškozeny 
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variabilními plicními chorobami. Jako kontrolní skupina jsme vyšetřili i relativně 

zdravé plíce kadaverózních dárců, jejichž části nebyly využity z důvodů přílišné 

velikosti. Předpokládali jsme, že počet, charakter či distribuce plicních 

megakaryocytů se může mezi jednotlivými skupinami plicích chorob lišit a že tyto 

znaky by mohly být dalším cenným střípkem při skládání mozaiky jejich 

etiopatogeneze, případně diagnostickým znakem při histopatologické evaluaci 

daných procesů. Stimulem pro naši hypotézu byl náznak spojitosti mezi 

abnormální funkcí plicních megakaryocytů a vaskulárními chorobami ve starších 

studiích (Brown and Martin, 1994; Mandal et al., 2007; Martin et al., 1983).  
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3 Materiál a metodika  
 

3.1 Experiment 1: Histopatologická analýza ektocervikálních biopsií 
netransplantovaných děloh a korelace nálezů s provizorním skórovacím 
systémem rejekčních změn transplantovaných děloh 

Do naší studie bylo celkem zařazeno 54 premenopauzálních žen indikovaných k 

hysterektomii z důvodů nesouvisejících s děložním hrdlem. Konkrétně se jednalo 

o leiomyomy děložního těla (n = 25) a abnormální uterinní krvácení (n = 29). Před 

samotnou operací byla v celkové anestezii provedena ektocervikální biopsie bez 

kolposkopické kontroly. Biopsie byla odebírána z přední části ektocervixu, v 

oblasti poblíž transformační zóny a endocervikálního kanálu děložního hrdla. 

Mezi indikační kritéria k zařazení do studie byl zahrnut věk pacientek, benigní 

extracervikální léze vedoucí k hysterektomii a fyziologický preoperační nález na 

Papanicolaouově testu. Mezi kontraindikace patřila vaginální či cervikální 

infekce v době biopsie, přítomnost perioperačního  děložního krvácení, anamnéza 

imunitního či autoimunitního onemocnění a užívání jakýchkoli léků ovlivňujících 

imunitní stav jejich uživatele. Průměrný věk pacientek zahrnutých do studie 

představoval 45,1 let (rozmezí 36–54 let) a u všech se jednalo o premenopauzální 

období.  

 

Bioptické vzorky byly ihned po odběru fixovány v neutrálním pufrovaném 4% 

formaldehydu a transportovány do histopatologické laboratoře, kde byla 

provedena jejich post-fixace a zalití do parafínových bločků. Parafínové bločky 

byly následně krájeny mikrotomem na tkáňové řezy tloušťky 4 µm a nabarveny 

přehledovým barvením hematoxylinem-eozinem (H&E) a speciálním barvením 

Massonovým trichromem. Nabarvené řezy byly zamontovány krycími sklíčky. 

Bioptické vzorky jsme vyšetřili také imunohistochemicky s průkazem exprese 

molekul CD45RO, CD8, CD4, CD20 a C4d, pro základní charakterizaci 

celulárních zánětlivých infiltrátů. Během histopatologického vyšetření jsme 
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cíleně pátrali po známkách zánětlivých změn, včetně tzv. interface celulizace. 

Hodnotili jsme i stav cév a epitelu. Pro charakterizaci lymfocytární populace 

v barvení H&E i v IHC jsme stanovili semikvantitativní skórovací systém, který 

oproti absolutním počtům buněk usnadňuje reprodukovatelnost a lépe odráží 

situaci při hodnocení rejekčních infiltrátů v praxi při rutinním odečítání biopsií 

graftu. Systém se zakládá na pětistupňovém skóre, které je definováno 

následujícími rysy: Kategorii 1 zahrnují případy, které obsahují maximálně 20 

izolovaných lymfocytů v celém bioptickém materiálu (v provizorním skórovacím 

systému rejekčních změn po UTx by odpovídala normálnímu nálezu – grade 0). 

Kategorie 2 představuje nález nad 20 lymfocytů v odběru, které se však stále 

nacházejí pouze disperzně (také odpovídá normálnímu nálezu ve zmíněném 

systému). Kategorie 3 je definována přítomností shlukujících se lymfocytů 

v drobné klastry, nacházející se především v oblasti epitelo-stromální junkce 

(koresponduje s tzv. borderline změnami transplantovaných děloh). Kategorii 4 

charakterizuje nález ložiskových lymfocytárních infiltrátů, tj. různě velkých 

skupin lymfocytů až s obrazem lymfatických folikulů a možnou účastí leukocytů 

jiných typů (dané rysy se v rámci UTx vyskytují u rejekce grade 1 až 2 – oba 

stupně obsahují nepřesně rozlišené ložiskové zánětlivé změny a spolehlivěji se 

odlišují přítomností regrese stromatu či epitelu u grade 2 rejekce). Kategorii 5 

určuje přítomnost difuzních splývajících infiltrátů lymfocytů s možnou účastí 

zánětlivých buněk dalších typů (odpovídá grade 3 rejekci v transplantovaných 

dělohách).  

 

3.2 Experiment 2: Mapování plicních megakaryocytů v explantovaných 
plicích po transplantaci  
Do naší studie jsme vybrali 50 pacientů zařazených do plicního transplantačního 

programu Fakultní nemocnice Motol mezi lety 2015 až 2021. Výběr se v případě 

příjemců (n = 30) odvíjel od jejich základní indikační klinicko-patologické 

diagnózy. Plíce kadaverózních dárců (n = 20) jsme zvolili na základě dostupnosti 
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částí jejich nevyužitého parenchymu. Zahrnutí pacienti byli následně rozděleni do 

čtyř skupin: a) Kadaverózní dárci (n = 20). Získaný plicní parenchym byl před 

samotným odběrem makroskopicky vyšetřen a uznán vhodným pro transplantační 

účely, což jsme následně potvrdili i histopatologicky. I přes kadaverózní původ 

dárcovských plic bylo zabráněno jejich autolýze okamžitou aplikací 

prezervačního roztoku (Perfadex) po odběru s krátkou dobou studené ischemie 

(pod osm hodin) a okamžitou formolovou fixací po transplantaci. Tato skupina 

tak sloužila jako kontrolní relativně zdravá kohorta. Průměrný věk kadaverózních 

dárců zahrnutých do studie představoval 55 let (rozmezí 30–76 let). Poměr 

pohlaví muži/ženy byl 6/14. U každého dárce příčinu smrti představovala 

mozková smrt. b) Příjemci s vaskulárními plicními chorobami (n = 10) zahrnující 

plicní explantáty osmi pacientů s IPAH, jednoho pacienta s plicní veno-okluzivní 

nemocí a jednoho pacienta s plicní kapilární hemangiomatózou. Průměrný věk 

příjemců s vaskulárními plicními chorobami představoval 26,7 let (rozmezí 18–

36 let). Poměr pohlaví muži/ženy byl 1/9. K objektivnímu vyjádření tíže postižení 

byla u všech pacientů zaznamenána předoperačně naměřená hodnota plicní 

hypertenze. c) Příjemci s restrikčními plicními chorobami (n = 10) zahrnovali šest 

pacientů s diagnózou EAA, dva případy PPFE, jeden případ IPF a pacienta 

trpícího revmatoidním postižením plic (RPP). Průměrný věk příjemců 

s restrikčními plicními chorobami byl 50,9 let (rozmezí 45–61 let). Poměr pohlaví 

muži/ženy byl 6/4. K objektivnímu vyjádření tíže postižení byla pacientům 

naměřena FVC, jejíž předoperačně naměřená hodnota byla zaznamenána spolu 

s hodnotou plicní hypertenze. d) Příjemci s obstrukčními plicními chorobami (n 

= 10) představovali devět pacientů s CHOPN a jednoho s panacinárním plicním 

emfyzémem v rámci deficitu α-1-antitrypsinu. Průměrný věk příjemců 

s restrikčními plicními chorobami představoval 60,4 let (rozmezí 56–66 let). 

Poměr pohlaví muži/ženy byl 6/4. K objektivnímu vyjádření tíže postižení bylo 

pacientům naměřeno FEV1, jehož předoperační naměřená hodnota byla 

zaznamenána spolu s hodnotou plicní hypertenze.  
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Ke stanovení uvedených diagnóz vedl klinický follow-up, CT vyšetření plic a 

histopatologická analýza. Zároveň jsme při sestavení kohorty zajistili 

rovnoměrnou distribuci laterality plicních křídel. Obdobně jsme ověřili, že žádný 

pacient neměl diagnostikovanou chorobu kostní dřeně, která by mohla zasáhnout 

do vyzrávání megakaryocytární řady. V souvislosti s diferenciací destiček byla 

zaznamenána i hladina trombocytů v krvi, vyšetřená u každého příjemce jeden 

den před transplantací v rámci předoperačního vyšetření.  

 

Všechny plicní explantáty byly ihned po odběru fixovány v neutrálním 

pufrovaném 4% formaldehydu a transportovány do histopatologické laboratoře, 

kde byla provedena jejich post-fixace. Vzorky plicního parenchymu jsme vybírali 

náhodně, aby se zabránilo zkreslení cíleným náběrem patologicky 

změněných/nezměněných oblastí. Všechny vzorky měly plochu řezu min. 

velikosti 1 cm2 a byly zality do parafínových bločků, které byly následně krájeny 

mikrotomem na tkáňové řezy tloušťky 4 µm a nabarveny přehledovým barvením 

H&E. Nabarvené řezy byly zamontovány krycími sklíčky. Hodnocení plicních 

megakaryocytů se opíralo o nález jaderných buněk, pozitivních 

v imunohistochemickém markeru CD61. Při charakterizaci a mapování plicních 

megakaryocytů jsme zaznamenali lokalizaci jejich výskytu a největší zastiženou 

velikost v každém vzorku. Dle poměru velikosti k erytrocytům jsme stanovili tři 

základní velikostní kategorie plicních megakaryocytů: velké (50–100 µm), střední 

(20–49 µm) a malé (19 µm).  

 

Výsledky každé skupiny příjemců jsme porovnali se skupinou kadaverózních 

dárců a statisticky vyhodnotili. Ke statistické analýze jsme použili t-test 

s výpočtem hodnoty p. Rozdíly byly považovány za významné při p < 0,05. 

Naměřené hodnoty byly vyobrazeny v boxplotech, které ukazují skupinový 

průměr + střední chybu průměru a ve kterých symbol * označuje statistickou 

signifikanci, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.  
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4 Výsledky 

 

4.1 Experiment 1: Histopatologická analýza ektocervikálních biopsií 
netransplantovaných děloh a korelace nálezů s provizorním skórovacím 
systémem rejekčních změn transplantovaných děloh 

Z celkového počtu 54 bioptických odběrů jsme 52 vzorků vyhodnotili jako 

adekvátní se zastiženou oblastí ektocervixu. Všechny biopsie obsahovaly 

v alespoň malé míře vyjádřenou lymfocytární celulizaci stromatu, která v každém 

případě přesahovala 20 buněk. V pěti případech (9,6 %) se T-lymfocyty 

vyskytovaly izolovaně bez tvorby shluků v počtu nad 20 buněk ve vzorku a 

odpovídaly tedy Kategorii 2 navrženého semikvantitativního skórovacího 

systému. Většina vzorků nicméně vykazovala shlukující se T-lymfocyty zejména 

v oblasti epitelo-stromální junkce a ve 43 případech (82,7 %) tak korelovala 

s Kategorií 3. Další čtyři případy (7,7 %) obsahovaly fokální lymfocytární 

infiltráty, odpovídající Kategorii 4. Ve zbývajících dvou případech se jednalo o 

neadekvátní odběry se zastižením izolovaných struktur endocervixu. Žádný 

ektocervikální vzorek nekoreloval s Kategoriemi 1 a 5 daného systému.  

 

Pomocí imunohistochemické analýzy lymfocytárních populací ektocervixu jsme 

zjistili, že většinu zánětlivých elementů tvoří aktivované T-lymfocyty pozitivní 

v imunohistochemickém markeru CD45RO. Ve 24 případech (46,2 %) byly 

dominantní subpopulací T-lymfocytů CD8 pozitivní cytotoxické buňky. V šesti 

případech (11,5 %) představovaly příměs. V 17 vzorcích (32,7 %) se nacházely 

pouze izolovaně a v pěti případech (9,6 %) byl imunohistochemický marker CD8 

zcela negativní. 49 vzorků bylo negativní v imunohistochemickém průkazu 

markeru CD4 a ve 3 případech (5,7 %) byly detekovány izolované helpery coby 

příměs T-lymfocytární populace.  

Ve srovnání s T-lymfocyty představovaly v ektocervixu B-lymfocyty minoritní 

část lymfocytárních infiltrátů. Zcela chyběly ve 41 vzorcích (78,8 %) a v devíti 
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případech (17,3 %) jejich počet nepřesahoval 20 buněk, čímž dohromady v 96,2 

% odpovídaly Kategorii 1. S Kategorií 2 koreloval jediný vzorek (1,9 %), kde se 

nacházely roztroušené lymfocyty přesahující počet 20 buněk v materiálu. Ve 

zbývajícím ektocervikálním odběru (1,9 %) byl patrný ložiskový infiltrát B-

lymfocytů spadající do Kategorie 4 navrženého systému. Přesvědčivé 

morfologické obrazy Kategorie 3 ani 5 nebyly v populaci B-lymfocytů 

ektocervixu zastiženy.   

 

Ve všech případech se v endocervikální porci biopsie nacházely zánětlivé 

aglomeráty T-lymfocytů, které byly v porovnání s ektocervixem intenzivnější. 

V 11 případech (73,3 %) byly patrné fokální infiltráty, odpovídající Kategorii 4. 

Další tři případy (20 %) vykazovaly difuzní T-lymfocytární infiltráty, korelující 

s Kategorií 5 navrženého systému, která v ektocervixu nebyla přítomná. 

Zbývající případ (6,7 %) spadal do Kategorie 3. Většinu T-lymfocytů zastupovaly 

CD8 pozitivní cytotoxické T-buňky, které v 11 případech (73,3 %) představovaly 

dominantní subpopulaci. Tři vzorky (20 %) obsahovaly pouze izolované Tc-

lymfocyty a jeden byl zcela negativní v průkazu markeru CD8. Žádné CD4 

pozitivní helpery nebyly v endocervixu detekovány.  

Mezi imunofenotypy lymfocytárních populací ektocervixu a endocervixu jsme 

identifikovali podstatný rozdíl v přítomnosti hojných CD20 pozitivních B-

lymfocytů v endocervixu. Ve čtyřech případech (26,6 %) endocervikálních 

biopsiích byly patrné shlukující se B-lymfocyty s obrazem Kategorie 3 

navrženého semikvantitativního systému, které v dalších deseti vzorcích (66,7 %) 

formovaly dokonce ložiskové infiltráty typické pro Kategorii 4. Zbývající případ 

(6, 7 %) obsahoval pouze izolované CD20 pozitivní lymfocyty pod hranicí 20 

buněk a tudíž odpovídající Kategorii 1. Vyšetřovaný imunohistochemický marker 

C4d byl negativní ve všech případech ektocervikálních i endocervikálních odběrů.  
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Z celkového počtu 54 biopsií bylo 26 nabráno v proliferační a 28 v sekreční fázi 

menstruačního cyklu. Meziskupinové srovnání nepotvrdilo vliv fáze 

menstruačního cyklu na celulární zánětlivé infiltráty v ektocervixu.  

 

4.2 Experiment 2: Mapování plicních megakaryocytů v explantovaných 
plicích po transplantaci  

Ve skupině kadaverózních dárců (n = 20) jsme pozorovali interindividuální 

rozdíly v počtech plicních megakaryocytů. Průměrný počet megakaryocytů na 1 

cm2 ± SD odpovídal hodnotě 33,55 ± 22,56 buněk/cm2 (rozmezí 6–83 

megakaryocytů/cm2). Ve všech případech se tyto buňky nacházely izolovaně 

v lumen kapilár interalveolárních sept plicního parenchymu. Cytomorfologie 

megakaryocytů zahrnovala zejména střední velikost.  

Mezi příjemci (n = 30) se charakter plicních megakaryocytů velmi lišil 

v závislosti na konkrétní skupině, ve které se nacházeli. Největší zastoupení jsme 

pozorovali ve skupině příjemců s vaskulárními plicními chorobami (n = 10). 

Průměrný počet megakaryocytů na 1 cm2 ± SD odpovídal hodnotě 225 ± 216,87 

buněk/cm2 (rozmezí 33–764 megakaryocytů/cm2). Tento nález představuje 

statisticky významný rozdíl v porovnání s kadaverózními dárci (p = 0,021). 

Pokud jsme zahrnuli pouze příjemce s diagnózou IPAH, zvýšil se průměrný počet 

plicních megakaryocytů na 264,5 ± 226,3 buněk/cm2 (rozmezí 62–764 

megakaryocytů/cm2). Tato skupina také jako jediná ve všech vzorcích vykazovala 

shlukování megakaryocytů v kapilárním lumen interalveolárních sept. Navíc ve 

většině případů (70 %) obsahovala velké formy vyšetřovaných buněk, které byly 

v jiných kohortách zastiženy jen vzácně. 

Nejnižší denzitu plicních megakaryocytů jsme detekovali ve skupině příjemců s 

restrikčními plicními chorobami (n = 10). Průměrný počet megakaryocytů na 1 

cm2 ± SD odpovídal hodnotě 5,8 ± 4,6 buněk/cm2 (rozmezí 1–15 
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megakaryocytů/cm2). Opět jde o statisticky významný rozdíl vůči kadaverózním 

dárcům (p = 0,0001). Plicní parenchym příjemců s obstrukčními plicními 

chorobami (n = 10) vykazoval nižší počty plicních megakaryocytů proti dárcům 

(p = 0,001), ale ne v takové míře jako u příjemců s restrikčními plicními 

chorobami. Průměrný počet megakaryocytů na 1 cm2 ± SD odpovídal hodnotě 

11,9 ± 10,3 buněk/cm2 (rozmezí 2–30 megakaryocytů/cm2). Ve všech případech 

se plicní megakaryocyty opět nacházely pouze izolovaně v lumen kapilár 

interalveolárních sept a u obou skupin byly patrné převážně středně velké plicní 

megakaryocyty.  

 

Obr. 1. Boxploty (krabicové grafy) s outliery, zakreslenými prostřednictvím bodů znázorňující 

specifické počty plicních megakaryocytů na cm2 a statistické rozdíly mezi jednotlivými 

skupinami příjemců a kontrolní skupinou kadaverózních dárců.  
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5 Diskuze 

 

5.1 Experiment 1: Histopatologická analýza ektocervikálních biopsií 
netransplantovaných děloh a korelace nálezů s provizorním skórovacím 
systémem rejekčních změn transplantovaných děloh 

V našem experimentu jsme histopatologicky a imunohistochemicky mapovali 

lymfocytární populace v rámci ektocervikálních biopsií netransplantovaných 

děloh premenopauzálních žen a nálezy korelovali s provizorním skórovacím 

systémem rejekčních změn transplantovaných děloh (Mölne et al., 2017). Obrazy 

připomínající borderline až rejekční změny z daného systému hodnocení rejekce 

byly zaznamenány v 90,4 % ektocervikálních biopsií premenopauzálních žen 

s vlastní dělohou. Nálezy se podobaly jak na morfologické, tak 

imunohistochemické úrovni. V případě diagnózy borderline změn uterinního 

graftu je obvykle indikována ektocervikální re-biopsie. Opakování bioptického 

odběru ale může vést k prodloužení intervalu do embryotransferu kvůli nutnosti 

počkat na zhojení post-bioptických defektů děložního čípku (Putman et al., 2021). 

Bylo by předčasné tvrdit, že borderline kategorie z provizorního skórovacího 

systému rejekčních změn v ektocervikálních biopsiích transplantovaných děloh 

odpovídá normálnímu nálezu jako grade 0, ačkoli to výsledky naší práce 

naznačují (Balko et al., 2022a, 2022b). Na druhé straně, morfologický obraz 

borderline kategorie byl kromě premenopauzálních žen s vlastní dělohou popsán 

i u příjemkyň uterinního graftu s klinickými známkami rejekčního poškození 

(Broecker et al., 2021). Je tudíž třeba tyto nálezy nejprve ověřit na větších 

kohortách pacientek a do té doby borderline kategorii ponechat s přihlédnutím k 

tomu, že se jedná pouze o „zánětlivé změny nejistého významu“, které není třeba 

řešit podáváním imunosupresivní antirejekční terapie.  
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Pro imunohistochemické mapování lymfocytárních populací v ektocervixu a 

endocervixu jsme sestavili podobný panel protilátek, jaký je využívaný 

v ověřování rejekčních změn u řady jiných transplantovaných orgánů. Jednalo se 

o protilátky proti markerům CD45RO, CD8, CD4, CD20 a C4d. 

Imunohistochemická analýza lymfocytárních populací ektocervixu potvrdila, že 

většinu zánětlivých elementů tvoří aktivované T-lymfocyty. Obdobný nález byl 

potvrzen v normálním děložním čípku (Poppe et al., 1998) i v ektocervixu 

uterinních graftů (Mölne et al., 2017). Rozpoznat v ektocervixu nerejekční 

lymfocytární infiltráty od hraničně rejekčních je tudíž kromě histopatologické 

morfologie nemožné i na úrovni exprese proteinů. Část studovaných lymfoidních 

buněk nebyla pozitivní ani v jednom ze základních lymfocytárních markerů – tyto 

buňky by mohly odpovídat NK-buňkám, NK/T či Treg lymfocytům. Navržený 

panel vyšetřovaných imunohistochemických markerů by tedy mohl být rozšířen 

o další protilátky, zejména cíleným na antigen CD56 coby marker NK-buněk.  

 

Výsledky naší práce dále ukazují, že existují významné rozdíly mezi 

lymfocytárními populacemi ektocervixu a endocervixu. V endocervikálním 

intersticiu byly u premenopauzálních žen s vlastní dělohou prokázány 

lymfocytární infiltráty, které v navrženém semikvantitativním skórovacím 

systému dosahovaly vyšších kategorií v porovnání s ektocervikálními odběry. 

Vzhledem k doporučovanému odběru ektocervikálních biopsií z oblastí poblíž 

transformační zóny a endocervikálního kanálu (Mölne et al., 2017) ale mohou být 

v získaném materiálu snadno zastiženy i úseky endocervixu. Pak hrozí riziko 

nesprávné interpretace zde přítomných lymfocytárních infiltrátů za rejekční 

změny. Předcházet tomuto diagnostickému omylu lze především co nejpřesnějším 

odběrem ektocervikální biopsie. Naše práce však nabízí řešení i pro případy, kdy 

už k nevhodnému odběru došlo a v materiálu se nachází endocervikální stroma 

s hojnými lymfocyty. Ty totiž mohou být odlišeny imunohistochemicky, protože 
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jak patrno z výsledků naší studie, v endocervixu se nacházejí četné CD20 

pozitivní B-buňky, které jsou v ektocervixu zastiženy pouze vzácně.  

 

Meziskupinové srovnání pacientek v naší studii nepotvrdilo vliv menstruace na 

celulární zánětlivé infiltrátu v ektocervixu co do jejich kvality ani kvantity, 

obdobně jako to naznačuje i jiná studie (Poppe et al., 1998).  

 

5.2 Experiment 2: Mapování plicních megakaryocytů v explantovaných 
plicích po transplantaci  

V rámci tohoto experimentu jsme využívali unikátní bioptický materiál z LTx 

programu, který oproti jiným vzorkům skýtá řadu výhod. Primárně jsme se 

zaměřili na mapování plicních megakaryocytů, protože jsme ve starších studiích 

narazili na možnou spojitost mezi jejich abnormální funkcí a vaskulárními 

chorobami (Brown and Martin, 1994; Mandal et al., 2007; Martin et al., 1983). 

Námi naměřené hodnoty počtu plicních megakaryocytů vykazovaly značnou 

interindividuální variabilitu. I přesto jsme vypozorovali tendence k odlišnému 

průměrnému počtu plicních megakaryocytů mezi jednotlivými skupinami 

pacientů. Tento nález se následně podařilo podpořit průkazem statisticky 

významných rozdílů mezi všemi kohortami příjemců a kontrolní skupinou dárců. 

Průměrný počet daných buněk v plicích kadaverózních dárců byl mírně vyšší než 

v předchozích studiích využívajících nekropsie (Sharma and Talbot, 1986; 

Soares, 1992) – snad právě díky zábraně autolýzy využitím LTx materiálu.  

 

Nejvyšší průměrný počet a zároveň kvalitativní změny plicních megakaryocytů 

jsme naměřili v kohortě příjemců s diagnózami vaskulárních plicních chorob, 

zejména IPAH. Nápadné rozdíly v počtu, morfologii i distribuci plicních 

megakaryocytů ve vzorcích IPAH pacientů vyvolávají podezření, že by se tyto 

buňky mohly podílet na etiopatogenezi zmíněné choroby, obzvláště přihlédneme-
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li k jejich uvedené roli v tvorbě destiček (Lefrançais et al., 2017; Levine et al., 

2009; Martin et al., 1983; Pedersen, 2009; Trowbridge et al., 1982). Tuto tezi 

podporují nedávné důkazy o klíčové roli destiček při vzniku plicní hypertenze 

(Kazimierczyk et al., 2019; Kazimierczyk and Kamiński, 2018; Zanjani, 2012). 

Některé nedávné studie dále ukázaly, že nejen cytokinové produkty destiček 

mohou zapříčinit přestavbu plicních arterií (Humbert et al., 1998; Zheng et al., 

2015), ale také že trombogenezi a angiogenezi dokáží iniciovat i některé produkty 

megakaryocytů. Jedná se konkrétně o protrombogenní a proangiogenní faktory 

jakými jsou např. von Willebrandův faktor, vaskulární endoteliální růstový faktor 

A, fibroblastový růstový faktor 2, epidermální růstový faktor, destičkový růstový 

faktor a metalopeptidáza 9 (Andrae et al., 2008; Humbert et al., 1998; Italiano et 

al., 2008; Lee et al., 2007; Rhee et al., 2004; Salven et al., 1999; Zanjani, 2012). 

Hladina von Willebrandova faktoru bývá u IPAH pacientů dokonce zvýšena 

(Collados et al., 1999).  

 

Případná porucha fragmentace megakaryocytů by pak možná dokázala vysvětlit 

častý výskyt velkých forem těchto buněk v tak vysokých počtech v plicích IPAH 

pacientů. Data podporující myšlenku o poruše tvorby destiček lze najít ve studii, 

která naznačuje, že u IPAH pacientů dochází k jejich zvýšené obměně (Kéreveur 

et al., 2000). Navíc podobné abnormality v počtu, morfologii a distribuci 

megakaryocytů lze detekovat u řady chorob kostní dřeně, která představuje 

primární rezervoár megakaryocytární řady. Pro potvrzení těchto hypotéz je však 

zapotřebí získat obsáhlejší množství dat na větších kohortách pacientů.  

 

Nejnižší průměrný počet plicních megakaryocytů byl u pacientů s restrikčními 

chorobami plic a o něco vyšší u pacientů s obstrukčními chorobami plic. Tyto 

fenomény lze v obou případech vysvětlit ztrátou funkčního plicního parenchymu, 

konkrétně interalveolárních sept, ve kterých jsme ve všech případech všech kohort 

dané buňky prokázali.   
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6 Závěr 

 

V naší práci ukazujeme důležitost histopatologického vyšetření v transplantačním 

programu, které dodnes nebylo zcela nahrazeno žádnou jinou metodou 

k diagnostice rejekce orgánových štěpů. Hodnocení rejekčních změn zpravidla 

vychází z mezinárodně ustanovených skórovacích systémů, které jsou průběžně 

aktualizovány odbornými společnostmi. V naší práci uvádíme data, která lze 

využít ke změně zatím provizorního skórovacího systému relativně nové metody 

transplantace dělohy. V rámci zpřesnění tkáňové diagnostiky uterinních graftů 

navíc představujeme i imunohistochemický znak použitelný k odlišení 

pseudorejekčních infiltrátů endocervixu.  

Kromě průkazu rejekce v darovaném orgánu může patolog přispět i nálezem 

morfologických znaků v orgánu příjemce, které mohou pomoci osvětlit 

etiopatogenezi primárních onemocnění, která vedla k potřebě transplantace. 

V naší práci jsme odhalili potencionální etiologický faktor u idiopatické plicní 

hypertenze.  

Obě dvě části práce přesáhly očekávané cíle a naplnily stanovené hypotézy, čímž 

ozřejmily nové poznatky v tkáňové diagnostice dárců i příjemců, navíc hned ve 

dvou různých orgánových transplantačních programech. Tyto nálezy by mohly 

vést k přesnější histopatologické diagnostice pacientů v transplantačním 

programu, od které se odvíjí celá následná péče, zejména pak management rejekce 

graftu. Celkově jsou výsledky experimentů provedených v rámci této práce 

podnětem k dalším studiím na větších kohortách pacientů, které by mohly jejich 

výsledky jednoznačně potvrdit.  
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7 Souhrn  

7.1 Experiment 1: Histopatologická analýza ektocervikálních biopsií 
netransplantovaných děloh a korelace nálezů s provizorním skórovacím 
systémem rejekčních změn transplantovaných děloh  
V této práci jsme prokázali překryvný histopatologický a imunohistochemický 

obraz ektocervikálních lymfocytárních infiltrátů s borderline kategorií zmíněného 

provizorního skórovacího systému rejekce. Tento nález naznačuje, že podávání 

imunosupresivní terapie pacientkám s transplantovanou dělohou není v případě 

diagnózy borderline změn nutné. Také tím vyvstává otázka, zda je v těchto 

případech nutná re-biopsie uterinního graftu, která vede k prodloužení doby do 

embryotransferu. Naše studie zároveň přispívá ke zpřesnění tkáňové diagnostiky 

uterinních graftů nálezem užitečného diagnostického znaku, který umožňuje 

identifikovat neadekvátně odebrané struktury endocervixu v materiálu 

z ektocervikální biopsie. Ve stromatu endocervixu jsme totiž prokázali výraznější 

zánětlivé změny, na kterých se však oproti ektocervixu výrazněji podílí i B-

lymfocyty.  

 

7.2 Experiment 2: Mapování plicních megakaryocytů v explantovaných 
plicích po transplantaci  
Tato studie se zaměřila na mapování plicních megakaryocytů v plicích LTx dárců 

bez předchozího plicního onemocnění a LTx příjemců s různými plicními 

chorobami. Pacienti trpící idiopatickou plicní arteriální hypertenzí (IPAH) 

vykazovali kvantitativní a kvalitativní odlišnosti plicních megakaryocytů, které 

se ukázaly být statisticky významné v porovnání se všemi ostatními skupinami. 

Tento nález by mohl přispět k objasnění původu vazokonstrikce, trombotizace a 

cévní přestavby plicního řečiště – tj. všech základních mechanizmů vedoucích 

k rozvoji IPAH, jelikož u řady produktů destiček a megakaryocytů roste 

podezření, že jsou schopny tyto procesy vyvolávat.  
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8 Summary   

8.1 Experiment 1: Histopathological analysis of the ectocervical biopsy in 

non-transplanted uteri and correlation of the results to the provisional 

scoring system of subclinical graft rejection after uterus transplantation  

Our study showed similar histopathological and immunohistochemical findings 

of ectocervical lymphocytes to the borderline category of the scoring system of 

UTx rejection. This implies that there is no need to administer 

immunosuppressive therapy to the patients with a diagnosis of borderline changes 

of their uterine graft. It also raises a question whether it is necessary to perform 

re-biopsy in such cases, which would prolong the time before embryo-transfer.  

Furthermore, due to the immunohistochemical mapping of the lymphocytic 

populations, this study also provides a useful diagnostic tool on how to identify 

inadequate endocervical samples, which could raise uncertainty during 

histopathological evaluation of the cervical biopsy. As it has been proven, there 

are striking inflammatory changes with numerous B-lymphocytes within the 

endocervix compared to the ectocervix.  

 

8.2 Experiment 2: Mapping of the pulmonary megakaryocytes in explanted 

lungs after transplantation  

This study focused on mapping of the pulmonary megakaryocytes among LTx 

donor lungs without any previous pulmonary disease and LTx recipients suffering 

from different pulmonary disorders. Patients suffering from idiopathic pulmonary 

arterial hypertension (IPAH) showed morphological differences and strikingly 

higher and statistically validated counts of the lung’s megakaryocytes compared 

to all the other groups. Such finding could contribute to the understanding of the 

origin of vasoconstriction, thrombosis and vascular remodelling of the pulmonary 

circulation – all the basic mechanisms leading to the development of IPAH, as for 

there is an increasing evidence of several products of platelets and 

megakaryocytes to be capable of triggering such processes.   
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