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Zpresnéni tkanové diagnostiky v transplantaénim programu

Abstrakt

V této praci se zabyvame tkanovou diagnostikou transplantovanych organt pochazejicich
od darcii 1 pfijemcti. U darovanych orgéanu (graftli) jsme se zaméfili na upiesnéni dosud
provizorniho skérovaciho systému rejekénich zmén v programu transplantace délohy.
Pomoci histopatologické diagnostiky, véetn¢€ imunohistochemickych metod, jsme porovnali
nalezy lymfocytarnich infiltrath uvadénych ve zminéném skorovacim systému s nalezy v
resekatech déloh Zen po hysterektomii provedené z divodi nesouvisejicich s déloznim
hrdlem. Cilem nasi prace bylo ovéfit platnost tzv. kategorie borderline zmén - morfologicky
obraz téchto zmén se vSak ukazal byt prekryvnym s fyziologickym nalezem ve zdravém
déloznim hrdle a tudiZ nevyZadujicim imunosupresivni terapii. U organll piijemcl jsme se
zamétili na roli plicnich megakaryocytl v explantatech po transplantaci plic. Cilem bylo
prispét k oziejméni patogeneze chorob vedoucich k nutnosti této transplantace. Plicni
megakaryocyty jsme histopatologicky a imunohistochemicky mapovali ve vzorcich plicnich
explantati piijjemct s riznymi zakladnimi plicnimi chorobami a objevili jejich vyrazné
zvySenou Ucast u vaskularnich plicnich 1ézi. U idiopatické plicni hypertenze by tento nalez
mohl pomoci vysvétlit dosud kryptogenni cévni pfestavbu. Tato prace ukazuje, Ze v obou
oblastech transplantacni mediciny mé histopatologické vySetfeni stale dulezitou tlohu a

poskytuje transplantacnimu tymu cenné a jinym zptisobem nezjistitelné informace.

Klic¢ova slova: borderline rejekéni zmény, idiopaticka plicni hypertenze, plicni

megakaryocyty, transplantace dé€lohy, transplantace plic.



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.

Keywords: borderline rejection, idiopathic pulmonary hypertension, lung transplantation,

pulmonary megakaryocytes, uterus transplantation.
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1 UVOD

1.1 Uloha patologa v transplantaénim programu

Transplantacni program predstavuje vysoce specializovanou a dynamickou oblast chirurgie,
kterd v soucasné dob¢ vyzaduje multidisciplinarni pfistup se zapojenim fady obori do tzv.
transplantacniho tymu, jehoz souc¢ésti nutné musi byt i patolog. V ramci transplanta¢niho
tymu totiz patolog predstavuje klicovy clanek, jehoz stézejnim ukolem je tkanova
diagnostika organti darce (donora) i1 piijemce (recipienta) (Valente et al., 20006).
Nejzasadnéjsi roli hraje bioptické ovéfeni darovaného orgéanu (tj. Stépu/graftu), protoze na
zaklad¢ histopatologické diagnézy se v tomto piipadé pro chirurga odviji cely nasledny
management pacienta i terapeuticky postup. Zadné méné invazivni metodé se zatim
nepodarilo histopatologické vySetfeni v diagnostice rejekce zcela nahradit (Veta et al.,

2021).

1.1.1 Biopticka diagnostika orgdnu darce

Kuréeni spravné diagnozy Stépu patolog vyuzivd histopatologickych metod a
mikroskopického vySetfeni, prostiednictvim kterych odliSuje potencidlni rejekéni, ¢i
nerejek¢ni poskozeni. Vysledna diagnéza musi byt spolehliva, protoze terapie rejekce a
infekci (coby nejcastéjsiho typu nerejekéniho poSkozeni graftu) je v podstaté protichtidna.
V piipadé prikazu rejekce (odhojeni graftu) klinik nasazuje antirejekéni imunosupresivni
1é¢bu, ktera naopak usnadiiuje vznik infekénich komplikaci. Ukolem kazdého
transplantologa je tudiz odpovidajicim zptisobem vyvazit antirejek¢ni a anti-infekcni 1écbu
pacienta na zaklad¢ diagndéz stanovenych patologem. Toto pravidlo obecné plati pro
prakticky vSechny typy organovych transplantaci, u nichZ je stanoveni rejekce zavislé na

invazivnim bioptickém odbéru tkani Stépu.

Biopsie graftu se zpravidla déli na tzv. protokolarni a akutni. Protokoldrné se odebiraji
biopsie u vSech pacientli po urcitych ¢asovych intervalech od transplantace a slouzi
k zhodnoceni pfijmuti §t€pu piijemcem. Jednotliva specifika, tj. pocet a natasovani odbért,
se liSi v zavislosti na transplantovaném organu i mezi jednotlivymi pracovisti. Akutni
biopsie se nabiraji kdykoli dojde ke klinickému zhorSeni stavu pacienta, jeZ by mohlo byt
zpusobeno rejekcei. Bioptické vySetieni chirurgovi pomaha takové ptipady odhalit (Swanson

and Wallace, 2014).
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V ramci vybranych orgdnovych transplantaci (napft. ledvin) se rozliSuje jesté dalsi specialni
tkanovy odbér darce, tzv. ,,biopsie nulté hodiny* (,,zero-hour graft biopsy*), kterd slouzi
k posouzeni celkového stavu a pfipadného subklinického (a jinym zplsobem
nedetekovatelného) poskozeni §tépu tésné pred samotnou transplantaci (Rathore et al.,

2017).

1.1.2 Biopticka diagnostika organu piijemce

Bioptické ovéteni se vSak tyka i vyjmutého ptivodniho orgdnu piijemce. Soucasti samotné
transplantace je tzv. explantace pfijemcova postizené¢ho organu, ktery je nasledné zaslan na
prislusny ustav patologie k bioptickému vysSetieni obdobnym zplsobem jako jiné
chirurgicky resekované organy. V téchto pfipadech samoziejmé patolog neposuzuje
rejekéni zmény, ale jeho tlohou je potvrdit ptivodni diagnézu choroby, kterd priméarné vedla
k samotné transplantaci. Vzhledem ke zpravidla hojnému mnozstvi materialu dovoluje
vysledek daného vySetfeni Casto i mnohem detailnéj$i ozfejméni plvodni 1éze, nez
umoznily piedchozi klinické a zobrazovaci metody (Bravo et al., 2005) ¢i inicidlni biopticky
odbér pted transplantaci (Razia et al., 2022). Explantované organy timto také predstavuji
bohaty zdroj biologického materialu pro vyzkum etiopatogeneze a morfologickych znaki
zminénych chorob, protoze jimi postizené tkané nebyvaji v takovém mnozstvi jinym
zpiisobem dostupné. Soucasné s explantovanym organem piijemce mulzZe byt chirurgem
zaslana 1 ¢ast organu darce, ktera nebyla vyuzita pro transplantaci (napt. z diivodu pfilisné
velikosti graftu). V takovych ptipadech posuzuje patolog stav obou organti, coz dovoluje

pfedpovidat pfijeti graftu pfijemcem a jeho posttransplantacni stav (Aigner et al., 2005).

1.1.3 Nekropticka diagnostika organu darce i pfijemce

Pro kompletnost nelze nezminit i tfeti roli, kterou patolog v transplantacni medicin€ zastava,
a totiz nekroptické vySetieni organti darce i ptijemce. Nekropsie transplantovanych pacient
se vySetiuji v ramci patologicko-anatomické pitvy. Stran piijemce slouZzi pitva k objasnéni
davodi vedoucich k potencidlnimu selhani Stépu Ci jiné pticiné smrti pacienta. V soucasné
dob& dochazi k selhani Stépu zejména kvili infekénim komplikacim pfi iatrogenné
navozené imunosupresi ¢i pusobenim chronické rejekce. Posuzovani ptipadnych rejek¢nich
zmén v nekropsii vyuziva stejné postupy a klasifikacni systémy jako pii bioptickém

vySetteni.
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Nekroptické vysetteni tél darcu predstavuje v transplantacni patologii marginalni zalezitost,
ktera dovoluje zhodnotit stav orgdnti ponechanych po odbéru chirurgem v téle in situ, a tudiz

nevyuzitych k transplantaci (Valente et al., 2006).

Ve své praci jsem se vénoval tkanové diagnostice u dosud mén¢ probadanych organovych

transplantaci - u transplantace délohy a plic.

1.2 Transplantace délohy

Transplantace délohy (UTx) piedstavuje novou experimentalni metodu 1écby absolutniho
uterinniho faktoru infertility (AUFI), ktery postihuje 3-5 % neplodnych Zen. Jedna se
zejména o Zeny se zavaznymi vrozenymi ¢i ziskanymi chorobami délohy a pacientky ve
fertilnim véku po hysterektomii (Briannstrom et al., 2018). UTx neslouzi k zachrané Zivota
a zdravi (jako napft. transplantace srdce, plic, jater ¢i ledvin), ale patii do skupiny tzv.
vaskularné-kompozitnich alotransplantaci (jako napf. transplantace obliceje a ruky), které
jsou urcené ke zvyseni kvality Zivota a zkvalitnéni socialni integrace jedinct do spolecnosti.
UTx se vSak vSem ostatnim orgdnovym transplantacim vymykéa zejména tim, Ze jde
o jedinou primarn¢ planovanou docasnou transplantaci a uzivani imunosupresivni terapie je
proto nutné pouze do doby naplnéni reprodukénich cili ptijemkynég. Poté je délozni Stép
ztéla vyjmut a antirejekéni 1é€ba mize byt ukoncena. MoZnost reprodukce biologicky
vlastnich potomkl fadi UTx mezi metody asistované reprodukce, ale n€kterymi zastanci
adopci byva oznaCovana 1 jako pfili§ naro¢na a relativné radikalni forma lidské reprodukce

(Lotz, 2018).

Dosud bylo ve svété provedeno vice nez 100 transplantaci délohy, diky nimZ se Zendm s
AUFI narodilo ptes 30 déti (Richards et al., 2021). Recentné publikovana analyza potvrdila
vysokou miru (79 %) porodi v terminu nebo kratce pted stddiem zralosti a zaroven
nebylo mozné vylécit standardnimi gynekologicko-porodnickymi a neonatologickymi
lécebnymi postupy (Johannesson et al., 2021). Ackoli UTx &eli fadé nezodpovézenych
etickych otazek, je vnimana jako nad&na experimentdlni lécba AUFI, jejiz efektivita
a bezpecnost by meéla byt potvrzena v dohledné dobé po ukonceni studii probihajici
v mnoha zemich svéta. Role patologa spocivd zejména v hodnoceni rejekénich zmén
uterinnich alograftii. Evaluace rejekci délohy vychéazi z dosud platného provizorniho

skorovaciho systému Svédskych autorti (Molne et al., 2017), ktery vSak jiz ve svém nazvu
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odrazi nezbytnost dal§iho vyzkumu a moznost jeho tipravy v budoucnu. Odborna publikac¢ni
aktivita zabyvajici se patologickymi aspekty 1éCby neplodnosti pomoci UTx je sice

minimalni, probihajici studie by ale mohly v dohledné dob¢ piinést nové vysledky.

Historie transplantace délohy

Prvni transplantace délohy u clovéka probéhla v roce 2000 v Saudské Arabii, kdy
pfijemkyné délohy pfijala $t€p od nepiibuzné zijici darkyné. Ackoli samotny odbér
1 transplantace prob¢hly uspésné, po tfech mésicich od operace byla zjisténa nekrédza graftu
kvili dehiscenci utero-vagindlni anastomo6zy a naslednému prolapsu délohy do pochvy
s okluzi uterinnich cév (Fageeh et al., 2002). V pribchu nasledujicich dvou desetileti od
tohoto pokusu se z UTx vyvinula nadéjna experimentalni metoda 1écby neplodnosti, ktera
by se mohla po stadiu oveétovani stat v budoucnu standardni [é¢ebnou metodou (Brannstrom
et al., 2014). V roce 2014 se ve Svédsku narodilo cisafskym fezem prvni dité z délohy
transplantované od Zzijici darkyné (Brinnstrom et al., 2015). Na tento porod navazovaly
dalsi, pricemz nékteré z prijemkyn d€lohy porodily dvé déti aaz poté podstoupily
hysterektomii (Dahm-Kéhler et al., 2016). Prvni dit¢ z délohy kadaverdézni darkyné se
narodilo v roce 2017 v Brazilii (Ejzenberg et al., 2019). Poc¢atky uterinniho transplanta¢niho
programu v Ceské republice se datuji do let 2014-2015, kdy probéhla studie s inicialni
kohortou 50 ¢eskych pacientek s kongenitalni agenezi délohy a pochvy (syndromem Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser) a neovaginou vytvorenou technikou podle Vecchiettiho (Chmel
et al.,, 2018). Z téchto z4jemkyn o UTx se rekrutovala cast pacientek, které se staly
pfijemkynémi transplantované délohy v Ceské republice po roce 2016, pficemz pét Zzen
obdrzelo délohu od Zijicich a pét od kadaverdznich darkyn. Celkem sedm ptipadt UTx bylo
funk¢né GspéSnych, vSechny tyto zeny podstoupily embryotransfery v ramci asistované
reprodukce a prvni porod zdravého ditéte po UTx probéhl v Praze v roce 2019 ve 35.

gestatnim tydnu (Chmel et al., 2020a, 2019).

Etické aspekty transplantace delohy

UTx byla jiz od pocatku spojena s fadou kontroverzi stran etickych, medicinskych,
psychologickych a ndbozenskych aspektli. Zastanci této slozité 1écby neplodnosti ji obhajuji
jako de facto jedinou kauzélni terapeutickou moznost, ktera Zenam s AUFI zajisti jak
geneticky, tak zeyména biologicky, vlastniho potomka (biologickd matka je vzdy ta, ktera

cey

dit¢ porodi). Ve srovnani s zijicimi darci ledvin a ¢asti jater obhdjcové UTx rovnéz

eey

zdiiraznuji nizsi riziko vzniku zdvaznych komplikaci u Zijicich darkyi délohy (Testa et al.,
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2017). Navic ve srovnani se surogatnim téhotenstvim, které umoziuje zajistit neplodnému
paru geneticky vlastni dité cestou nahradni téhotné, je UTx spojena s eticky
akceptovatelnym pfijetim vSech rizik spojenych s otéhotnénim, graviditou a porodem
samotnou piijemkyni délohy. Kritici UTx na druhou stranu zdiraziiuji zejména
chirurgickou narocnost jak odbéru d€lozniho Stépu od Zzijici darkyné, tak isamotné
transplantace, ale upozoriuji i na rizika vyplyvajici z uzivani imunosuprese, a to za cenu
,pouhého” zvySeni kvality Zivota a nikoli za cenu jeho zachrany jako u jinych organovych
transplantaci. Nékteré kontroverze mohou byt spojeny i s darcovstvim délohy od zemfielych

darkyn. Souhrn aktudlnich etickych postoji k této experimentalni metodé 1écby AUFI byl

recentn¢ publikovan i1 v ¢eské odborné literature (Chmel et al., 2021).

1.2.1 Tkanova diagnostika délohy piijemkyné
Jako u jinych organovych transplantaci, vysetieni explantatu piijemkyn v rdmci UTx slouzi
predevsim k potvrzeni zékladniho stavu, ktery primarné k nutnosti transplantace vedl —

v tomto piipadé k AUFI.

Mezi nejcCastéjsi priciny AUFI se fadi uterinni ageneze a jiné zadvazné malformace délohy.
V ramci Ceského UTx programu §lo o dominantni indikaci - uterinni graft obdrzely
pacientky s Mayerovym-Rokitanského-Kiisterovym-Hauserovym syndromem (Chmel et
al., 2020a, 2020b, 2018). Jedna se o vrozenou vyvojovou vadu charakterizovanou poruchou
vyvoje derivati Miillerianskych duktd, v disledku které dochazi k uterinni agenezi a rizné
vyjadiené hypoplazii vaginy s jeji vyslednou atrézii. Syndrom proto té€Z byva synonymicky
nazyvany Miilleridnskou aplazii (Folch et al., 2000). Ovéfeni malformaci patologem obecné
spoc¢iva zejména v makroskopickém posouzeni (pokud je d€loha pfitomna) a nema

charakteristicky mikroskopicky obraz.

Kromé malformaci patii mezi pfic¢iny AUFI i ziskané choroby délohy ovliviiujici fertilitu.
Mezi nej€astéjsi patii intrauterinni adheze po zénétech ¢i nesSetrné kyretazi (Ashermaniv
syndrom) a leiomyomy deformujici délozni dutinu. DalSi skupinu zahrnuji pacientky ve
fertilnim véku po hysterektomii z jinych ditvodi (Brannstrom et al., 2018). I ziskané pficiny
AUFI predstavuji vétSinou choroby snadno ovéfitelné laparoskopicky, hysteroskopicky ¢i
prostiednictvim zobrazovacich metod. Bioptické vySetieni pivodni d€lohy piijemkyné
proto nabyva spiSe podptirného vyznamu s vyjimkou ovéfeni uterinnich leiomyomt, které

vSak predstavuji pomérné rutinni zélezitost znamou i v populaci netransplantovanych zen.
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1.2.2 Tkanovéa diagnostika d¢lohy darkyné

Podobné jako v pfipad€ jinych organovych transplantaci je role patologa v ramci UTx
nezastupitelnd zejména v hodnoceni hrozicich znamek rejekce v transplantované déloze.
Podminkou kvalitni histopatologické diagnostiky je gynekologem technicky spravné
provedend biopsie z d€lozniho hrdla transplantované délohy. Idealné pod kolposkopickou
kontrolou mista optimalniho odbéru, tj. z ektocervixu, coz mize byt problémem zejména v
pfipad¢ potransplantacni stendzy utero-vaginadlni anastomoézy, kterd zpusobuje horsi
viditelnost ektocervixu nachazejiciho se nad stendézou (Chmel et al., 2020b). Biopsie
odebirana z ektocervixu délozniho hrdla je sice pro pacientku nekomfortni, ale diky
ptrerusené inervaci délohy pfi jejim odbéru od darkyné fakticky nebolestiva. Stale neni zcela
jisté, zda zanétlivé zmény v ektocervixu koreluji s eventualnimi zanétlivymi (rejekénimi)
zménami ve zbytku délohy, nicméné nedavna svédska studie sedmi explantovanych déloh
po transplantaci naznacila reprezentativnost ektocervikalnich odbéri pro celou délohu
(Broecker et al., 2021). Kontrolni biopticky odbér se opakuje v pravidelnych intervalech po
transplantaci, pted ot€hotnénim, ale i v pribéhu gravidity (Briannstrom et al., 2015, 2014;
Brucker et al., 2020; Chmel et al.,, 2019; Ejzenberg et al., 2019). Pokud je rejekce
histopatologicky potvrzena, provadi se po podani ¢i upravé udrzovaci imunosupresivni
antirejekeni 1éEby opakovana biopsie k vylouceni perzistujicich zndmek rejekce. Opakovani
biopsie mize oddalit nasledujici embryotransfery ¢ekanim na zhojeni mista odbéru tkané
z ektocervixu a zaroven i prodluzovat dobu uzivani imunosupresiv. Stanoveni stupné
rejekce je zalozeno na provizornim skérovacim systému Svédskych autort, které hodnoti
zanétlivy infiltrat v ektocervixu (Molne et al., 2017). Tato klasifikace déli histopatologické
(subklinické) rejekéni zmény na mirné (grade 1), sttedni (grade 2) a tézké (grade 3), pficemz
zaroven zavadi 1 kategorii tzv. hrani¢nich (borderline) zmén a kategorii grade 0, zndmou

z kontroly znamek rejekce u jinych organovych transplantaci.

1.2.2.1 Diagnostika rejekce v ramci UTx

Rejekéni zmény uterinnich graftd jsou definovany na zéklad¢ provizorniho skérovaciho
systému rejekénich zmén po transplantaci délohy. V rdmci soucasné platné klasifikace
morfologie rejekénich zmén se rozpozndvaji 4 kategorie (Moélne et al., 2017), které jsou
definovany nésledujicimi rysy, graficky zndzornénymi na pfiloZeném schématu (obr. 1):
Grade 0 znaci absenci rejekce (normalni nalez). Grade I (mirna rejekce) je charakterizovan
mirnym smisenym zanctlivym infiltradtem s dominanci lymfocytl, které se nachazeji

zejména na epitelo-stromalni junkci ektocervixu (v oblasti superficidlniho stromatu a
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stratum basale dlazdicového epitelu). Zanétliva infiltrace byva loziskova a epitel
nevykazuje regresivni zmény s vyjimkou ojedin€lych apoptéz keratinocytt. Grade 2
(stfedni stupen rejekce) obsahuje v oblasti epitelo-stromélni junkce stfedné intenzivni
smiSeny zanét s vyjadienym intraepitelidlnim influxem leukocyti a edémem stromatu.
Krom¢ pirevazujicich lymfocytl 1ze pozorovat ucast CetnéjSich neutrofilnich granulocyti.
Dlazdicovy epitel muze byt fokaln€ ztenceny, edematozné prosakly a obsahovat disperzni
apoptoticka téliska. Grade 3 (t€zkou rejekci) definuje pfitomnost napadného difuzniho
smiSen¢ho zanétlivého infiltratu s prevahou lymfocyti a ucasti hojnych neutrofilnich a
eozinofilnich granulocyti. V dlazdicovém epitelu 1ze kromé apoptotickych télisek po
zaniklych keratinocytech pozorovat eroze az ulcerace s nekrotizaci vystelky i ptilehlého

stromatu.

Provizorni skoérovaci systém déloznich alografti dale uvadi kategorii tzv. hranicnich
(borderline) zmen. Tu piedstavuji minimalné dva malé nesplyvajici aglomeraty lymfocytt,
jez lze nalézt zejména v epitelo-stromalni junkci. V epitelu je muze doprovazet
intercelularni edém; v intersticiu se nachazi pfevazné ve stromalnich papilach. Vyznam
téchto aglomerati ve vztahu krejekci je zatim nejisty, pfitomnost podobnych
»pseudorejekénich® zmén byla totiz v nedavné studii prokazana i u zdravych Zen s vlastni
délohou (Agarwal et al., 2022). Grade X znali nereprezentativni vzorek. Prozatimni
klasifikace hodnotila pouze akutni celularni rejekéni zmény; pro humoralni 1 chronickou
rejekci délohy stale chybi spolehliva data. Dosud bylo publikovano jen nékolik ptipadi
popisuyjicich vyskyt protrahované smiSené celularni a suspektni humorédlni rejekce

u pacientek s uterinnim alograftem (Agarwal et al., 2022; Flyckt et al., 2020).

Recentni studie dale navrhuji kromé& uvedenych histopatologickych znakl uterinni rejekce
hodnotit 1 dal§i morfologické rysy, zejména perivaskuladrni zanétlivé zmény a defekty
kapilar s ndslednym krvacenim do intersticia (Agarwal et al., 2022; Kudose et al., 2022).
Tyto charakteristiky vSak byly popsdny az po provedeni nasi studie a ¢ekaji na uvedeni do

praxe.

16



Obr. 1. Schéma provizorniho skérovaciho systému rejekénich zmén po UTx. A: Grade 0, tj. normalni
cervikalni biopsie s izolovanymi zanétlivymi bunkami. B: Borderline zmény definované shlukujicimi se
zanétlivymi buitkami s pfevahou lymfocytl v oblasti epitelo-stromalni junkce s intraepitelialnim influxem
leukocytt. C: Grade I (mirna) rejekce charakterizovana loziskovym smiSenym zanétlivym infiltratem
s pfevahou lymfocytli v oblasti epitelo-stromalni junkce. D: Grade 2 (stfedni) rejekce charakterizovana
loziskovym az splyvajicim smiSenym zanétlivym infiltratem s pfevahou lymfocytl v oblasti epitelo-stromalni
junkce, doprovazena redukeci Sife epitelu a stromalnim edémem. E: Grade 3 (t€zka) rejekce s napadnym

difuznim smiSenym zanétlivym infiltratem. Epitelialni eroze/ulcerace mohou byt pfitomny.

1.3 Transplantace plic

Transplantace plic (LTx) pfedstavuje Zivot zachranujici a zaroven vyrazné Zzivot
zkvalititujici terapeutickou metodu, kterd je indikovana jako posledni moznost v piipade
terminalnich stadii variabilnich chronickych plicnich onemocnéni. Jedna se o stavy, u
kterych byly vyCerpany moznosti konzervativni terapie a je ocekavana snizena doba pieziti
pacienta. Avsak ne kratsi, nez predpoklddany Cas straveny na cekact listin€ (,,waiting list*;
primérné 12-18 mésici) (Chadimova et al., 2015). Tito pacienti maji prakticky chybéjici
kvalitu zivota — zpravidla jsou imobilni a odkdzani na kyslikovou podporu. Snad pravé

z davodi vitalni indikace a vyrazného zkvalitnéni zivota neni v souvislosti s LTx tolik
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skloniovana eticka stranka této 1éCebné metody, obzvlasté v porovnani s vySe uvedenou

transplantaci délohy.

Podminkou zatazeni do transplantacniho plicniho programu je kromé splnéni indikacnich
kritérii zaroven i nesplnéni fady kontraindikaci. Ve zkratce 1ze kontraindikace rozdé¢lit na
absolutni a relativni. Mezi absolutni kontraindikace se fadi anamnéza malignity v minulych
péti letech (s vyjimkou koznich karcinomi), termindlni stddia onemocnéni jinych organt
(zejména mozku, srdce, ledvin a jater), sepse, pokrocila ischemicka choroba srde¢ni, aktivni
tuberkuloza, krvacivé choroby, non-compliance pacienta, neléCitelné psychiatrické
onemocnéni (schizofrenie apod.), deformity hrudniku ¢i patete, absence socidlniho zazemi
a zavislosti na navykovych latkach (alkohol, drogy a v souvislosti s plicemi zejména
koufeni). V ptfipadé vyskytu nékteré z absolutnich kontraindikaci je LTx zpravidla
automaticky zamitnuta. Jiny postup je aplikovan u relativnich kontraindikaci. Pokud se
n¢kterd z nich vyskytne, je na rozhodnuti transplantacniho tymu, zda bude LTx provedena.
Mezi tyto stavy se fadi veék pacienta nad 65 let, kritické/klinicky nestabilni funk¢ni stavy,
kolonizace vysoce virulentnimi/multirezistentnimi kmeny mikroorganizmti a chronické
infekce typu HIV ¢i chronickych virovych hepatitid B i C (v minulosti pfedstavujici
absolutni kontraindikace), pfedchozi resekce plic a fada jinych chorob v pokrocilém stadiu
(systétmova onemocnéni, obezita, malnutrice, progresivni neuromuskularni poruchy,

osteoporoza, diabetes mellitus, arteridlni hypertenze atd.) (Weill, 2018).

Stran darce je také tieba splnit nékteré podminky, aby mohly byt darované plice vyuZity
jako $tép. Obecné by mély mit zachovany respiracni funkce a dale také velikostné odpovidat
hrudniku piijemce. Mezi zakladni kritéria zajiStujici zachovanou schopnost respirace patii
absence plicnich infekci, anamnézy dlouhodobé ventilace ¢i traumat hrudniku. Dale je
vyzadovano splnéni urcité imunologické kompatibility — konkrétné shody v ABO systému
krevnich skupin dérce a pfijemce a negativni cross-match test/panel reaktivnich protilatek,
tj. negativni pfedoperacni screening na piitomnost donor-specifickych protilatek (DSA)
proti HLA (human leukocyte antigen) darce. Tyto protilatky mohou byt v séru piijemce
preformovéany po pfedchozi transfuzi, t€hotenstvi €i re-transplantaci. DSA vytvoiené de
novo po LTx zvysuji riziko vzniku vétSiny typi rejekei (Hachem, 2011; Morrell et al., 2014;
nejvétsi podobnost (teoreticky dosazitelnd napf. v ramci izotransplantace mezi

jednovajeénymi dvojcaty; avSak ani zde nejde vlivem genetickych polymorfizmii najit
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absolutni shodu). Ve vysledku lze akceptovat cca jen 15-20 % darcii, coz piedstavuje hlavni
limitaci v provadéni LTx v Ceské republice navzdory zdej$imu piedpokladanému souhlasu

s darovanim organti po smrti (Chadimova et al., 2015).

I ptes peclivy vybér vhodnych darcti i piijemct a rozvoj chirurgickych technik maji pacienti
Sest let) (Chambers et al., 2017). Vliv na to ma anatomické uspotradani plic, které - na rozdil
od jinych transplantovanych orgénti - ptichazi s kazdym vdechem a vydechem do kontaktu
se zevnim prostfedim, coz v terénu posttransplantaéni imunosuprese usnadiiuje vznik
infekci (Martinu et al., 2009). Také dosud ne zcela objasnéné mechanizmy vedouci
k chronické rejekci jsou odpovédné za snizenou dobu pieziti LTx pacientl, zejména
v pozd¢j$im obdobi, tj. jeden rok po LTx a dale (Parulekar and Kao, 2019). Tyto faktory
ptedstavuji vyzvy pro budouci vyzkum v oblasti LTx a zaroveinl odrazi komplikovanou

cestu, kterd k soucasnému rozvoji LTx historicky vedla.

Historie transplantace plic

Prvni transplantace plice u ¢loveéka probéhla v roce 1963 v USA (Hardy et al., 1963; Venuta
and van Raemdonck, 2017). Jednalo se o jednostrannou plicni transplantaci (SLTx), po které
pacient piezil cca dva tydny. Uspé&$né zopakovat podobny zakrok se podatilo az o dvé
desetileti pozd¢ji v Kanad€, kdy byla opét provedena SLTx. Po dalSich tfech letech
(Toronto Lung Transplant Group, 1986). Chirurgicky postup byl dale zdokonalen
piechodem z en-block metody s trachealni anastom6zou na dodnes pouzivanou metodu tzv.
sekvenéni transplantace obou plicnich kiidel. Dal§im milnikem v LTx byl ptfenos plic od
darce s nebijicim srdcem v roce 2001 (Steen et al., 2001), zejména proto, Ze v soucasné dobé
pochézi vétsSina $tépl od zemfielych darc. Pocatky plicniho transplanta¢niho programu
v Ceské republice se datuji do roku 1997, kdy byla na 3. chirurgické klinice 1. LF UK a FN
Motol v Praze provedena prvni SLTx u pacienta s hypersenzitivni pneumonii (Lischke et
al., 2011), nasledovana o rok pozd¢ji uspésnou DLTx u pacientky s chronickou obstrukcni
plicni nemoci (CHOPN) (Pafko et al., 1999). Uvedené pracovisté¢ dnes patii mezi
velkoobjemova centra, které kromé Ceské republiky poskytuje LTx i slovenskym
pacientiim. Za rok 2021 zde byly transplantovany plice 52 pacientim, ¢imZ Cesky plicni

transplantacni program nezaostava ani na svétové pomery.
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1.3.1 Tkanovéa diagnostika plic piijemce

Oproti vySe zminénému bioptickému vySetieni explantati déloh, které v UTx hraje spise
okrajovou roli, je tkanova diagnostika explantovanych plic piijemce v rdmci LTx mnohem
komplikovanéjsi a relativné Casto pifindsi necekané¢ nalezy. Kromé ovéfeni diagndzy
zékladni choroby totiz pomaha uptesnit jeji rozsah a detekovat neoziejmeéné vedlejsi nalezy
(napf. floridni zanétlivé zmény v plicnim parenchymu, reaktivaci tuberkul6znich lozisek
(Bravo et al., 2005) & vzacné i nerozpoznané nadorové 1éze). Rada téchto 16zi by pii
Podstatou vySetfeni explantovanych plic vSak zistava potvrzeni zakladni plicni choroby,

které byla indikaci k LTx.

Nejcastéjsimi indikacemi k LTx jsou chronické plicni choroby v terminalnim stadiu, které
mohou byt rozdéleny do nékolika kategorii na zakladé dominantniho klinického nélezu.
Prvni kategorii predstavuji zastupci obstruk¢nich poruch - zejména CHOPN 1 jiné pficiny
emfyzematozniho postizeni plic (deficit a-1-antitrypsinu) a plicni postizeni v ramci cystické
fibrozy (CF) (Chadimova et al., 2015). Casté jsou téZ choroby z heterogenni skupiny
restrikénich plicnich nemoci. Z nejbézngjSich je urcit€é nutné uvést hypersenzitivni
pneumonii/exogenni alergickou alveolitidu (EAA), idiopatickou plicni fibrozu (IPF),
nespecifickou intersticialni pneumonii (NSIP), kryptogenni organizujici pneumonii (COP),
pleuroparenchymalni fibroelastozu (PPFE), kombinovany syndrom plicni fibrozy a
emfyzému (CPFE), sarkoidéozu, lymfangioleiomyomatézu, plicni histiocytozu
z Langerhansovych bun€k a déale sekundarni plicni postizeni v ramci systémovych
onemocnéni (revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes, sklerodermie atd.) a
polékovych postizeni. Tteti skupinu piedstavuji choroby charakterizované dominantnim
postiZzenim plicnich cév. Jedna se hlavné o primarni/idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi
(IPAH), plicni veno-okluzivni nemoc (VON) a vzacné i plicni kapildrni hemangiomat6ézu
(PKH). Zvlastni kategorii pfedstavuji retransplantované plice z diivodii n¢kterého z typi
chronické rejekce (CLAD, chronic lung allograft dysfunction) — bronchiolitis obliterans a

RAS (restrictive allograft syndrome — nadzev dosud nema cesky ekvivalent)

Rada t&chto plicnich nemoci (napf. restrikéni plicni choroby) nemusi byt snadno
diagnostikovatelna pomoci klinickych a zobrazovacich metod a vyZaduje histopatologickou
analyzu, ktera pted resekci plice byva mozna pouze prostiednictvim limitovaného odbéru

(transbronchidlni biopsii ¢i kryobiopsii) a tudiz s omezenou vypovédni hodnotou. Plicni
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explantat po LTx tedy piedstavuje cenny material s bohatym mnozstvim tkané, ktera miize
byt vySetiena k pfesnéjsSimu stanoveni diagnoézy. Na druhou stranu nutno zminit, ze
vzhledem k Casto termindlnimu stavu danych plicnich onemocnéni (napt. ,,vostinovité
plice® v ramci restrikénich plicnich chorob) mtize byt pomérné€ obtizné konkrétni jednotky
v pozdnim stadiu jednoznacn¢ subklasifikovat. VétSina zminénych plicnich postizeni je
idiopatického piivodu s nejistou etiopatogenezi a mnozstvi patologicky zménéné tkané
ziskané resekci po LTx je nedocenénym materidlem k vyzkumnym uceliim, které by mohly

pomoci oziejmit obecnou podstatu téchto poruch.

1.3.2 Tkanovéa diagnostika plic darce

V soucasnosti je v LTx programu také velkou vyzvou zvladnuti rejek¢nich poskozeni §tépu,
které predstavuji hlavni komplikace této metody (Parulekar and Kao, 2019). K jejich
diagnostice je zpravidla nutny biopticky odbér $tépu, z néjz patologové urcuji rejekci.
Biopsie transplantovanych plic se rozdéluji na protokoléarni (standardné nabirané v urcitych
casovych intervalech po LTx; napt. po jednom, tiech a Sesti mésicich a déle po prvnim roce)
a tzv. akutni, odebirané v piipad¢ subklinického poklesu hodnot ve spirometrickém
vySetieni pacienta, nebo pfi pfipadné manifestaci klinickych ptiznakti (Chadimova et al.,
2015). Symptomy rejekce jsou samy o sob& nespecifické (duSnost, suchy az produktivni
kasel, subfebrilie) a bioptické ovéfeni je tudiz nutné i u klinicky manifestnich ptipad
(Parulekar and Kao, 2019). Pfitomnost pfiznakil byva soucasné spojena s vyssim stupném
rejekénich zmén (de Vito Dabbs et al., 2004). Nutnost odhalit a 1é¢it 1 asymptomatickou
rejekei vyplyva také z rizika vzniku chronické rejekce (Hachem et al., 2005; Hopkins et al.,
2004; Husain et al., 1999) shrozicim selhanim $tépu a naslednym umrtim pacienta
v disledku postupného poskozeni plicniho parenchymu alogenni reakci v kombinaci

s neimunitnimi mechanizmy.

V patogenezi rejekce mohou dominovat celularni nebo humorédlni slozky imunity.
V piipadé¢ bunééné imunitni odpovédi rejekce prakticky odpovidda  vzniku
lymfo(plazmo)cytarniho (nehnisavého) zanétu. Proto se pacientim po LTx nasazuje
imunosupresivni terapie k optimalizaci jejich posttransplantacniho ptezivani. V ramci
soucasné minimalizace infekénich komplikaci imunosuprese se LTx pacientim ve
spolupréaci s mikrobiology zaroven nasazuje i anti-infekéni profylaxe. Imunosupresivni
strategie spociva v induk¢ni a udrzovaci 16€b¢ a v ptipad¢€ potieby 1 v terapii (sub)klinicky

manifestované rejekce. Indukce imunosuprese zahrnuje podani antilymfocytarnich
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protilatek nebo monoklonalnich protilatek proti receptoru interleukinu-2. Udrzovaci davky
imunosupresiv pak predstavuji kombinaci inhibitoru kalcineurinového receptoru
(cyklosporin A) a kortikosteroidii (Witt et al., 2014). Variantou cyklosporinu mize byt
takrolimus, ktery dokaze kromée epizod akutni rejekce snizit i Cetnost vyskytu bronchiolitis
obliterans (Treede et al., 2012). I pfes dané protokoly muze rejekce vzniknout kdykoli
v posttransplantacnim obdobi pacientova zivota a podle rychlosti svého vyvinu se d€li na

hyperakutni, akutni a chronickou formu.

Hyperakutni rejekce je v porovnéni s jinymi organovymi transplantacemi u LTx vzéacna (de
Jesus Peixoto Camargo et al., 2008), cemuz napomahd jeji prevence prostfednictvim rutinné
provadéného cross-match testu piijemct. Naopak velmi Casty je vyskyt nékterého z typi
akutni celularni rejekce (ACR) — az 28 % piijemct plic vyvine alespoil jednu terapii
vyzadujici epizodu ACR béhem prvniho roku po transplantaci (Chambers et al., 2017).
Vedle celularni formy existuje 1 humoralni rejekce (AMR, antibody mediated rejection), jez
ale zatim neni pfili§ probaddna (Roux et al., 2019). ACR i AMR piedstavuji hlavni riziko
pro rozvoj n¢které formy chronické rejekce, kterd je hlavnim faktorem zabrafnujicim
dlouhodobému pfezivani pacientd s LTx a ktera se objevuje v obdobi od jednoho roku po
transplantaci a dale (Parulekar and Kao, 2019). Termin chronické rejekce/CLAD zastiesuje
rizné typy chronického poskozeni graftu: bronchiolitis obliterans syndrom (BOS), jez
odpovida obstrukéni formé, a RAS, predstavujici restrikéni typ s horsi prognézou. Kromé
téchto dvou zdkladnich forem CLAD se nov€ rozpoznavaji i jejich smiSend a bliZze

neurcitelna forma (Glanville et al., 2019; Verleden et al., 2019).

Z uvedenych typt rejekei predstavuje diagnostickou vyzvu zejména AMR a RAS, jez dosud
nemaji zcela spolehlivé stanovena morfologicka kritéria, kterd by mohla byt vyuzita k jejich
jednozna¢nému stanoveni histopatologickym vysetfenim. Obé tyto jednotky tudiz ke svému
potvrzeni vyzaduji multidisciplinarni ptistup s korelaci klinickych, zobrazovacich a
histopatologickych vysetieni. ACR a BOS vsak dokéze patolog pomérné snadno urcit diky
dobte definovanym histopatologickym diagnostickym kritériim a odpovidajicimu systému

gradingu (Parulekar and Kao, 2019; Stewart et al., 2007).

1.3.2.1 Diagnostika hyperakutni rejekce v ramci LTx
Hyperakutni rejekce plic byla diky zavedeni rutinné provadéného cross-match testu

prakticky vymycena. Avsak pokud se vyskytne, je tieba ji prokézat pomoci diagnostickych
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kritérii prevzatych z morfologického nalezu u jinych organovych transplantaci (ledviny,
jatra, srdce) (de Jesus Peixoto Camargo et al., 2008; Frost et al., 1996). Stanoveni danych
kritérii vyzaduje multidisciplinarni spolupréci, a kromé klinického obrazu zahrnuje prikaz
DSA v séru piijemce i graftu (imunofluorescencni pritkaz jejich vazby na epitel 1 endotel) a
histopatologické znamky difuzniho poskozeni Stépu. V piipadé LTx se jedna o obraz
difuzniho alveolarniho poSkozeni - diffuse alveolar damage (DAD) s neutrofilnimi infiltraty

a destickovymi tromby v kapilarach.

1.3.2.2 Diagnostika akutni (celularni) rejekce v rdmci LTx

Prvni standardizované klasifika¢ni schéma rejekénich zmén stanovila International Society
for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) v roce 1990 s naslednou revizi mezindrodni
skupinou transplantacnich patologli v roce 1995 (Yousem et al., 1996). Dalsi revize se
odehrala v roce 2006 pod vedenim ISHLT a je platnd dodnes (Stewart et al., 2007).
Standardizace morfologickych nalezi je dulezitd pro nasledujici strategii terapie a
spolupraci mezinarodnich transplantaénich tymu. Plicni tkané€ k danému vySetieni lze ziskat
bronchoskopicky prostiednictvim transbronchidlni biopsie s ndbérem min. péti Castek
parenchymu (Parulekar and Kao, 2019; Stewart et al., 2007), nebo metodou kryobiopsie,
ktera 1 pfi odbéru jednoho vzorku poskytuje bohatéjsi material s vys$§i mirou zachyceni

bronchiolii (Svorcova et al., 2022).

V soucasné klasifikaci je diagn6za ACR zaloZena na pfitomnosti rejek¢nich infiltratd, tj.
perivaskularnich az intersticialnich mono(morfo)nuklearnich leukocytti, zejména lymfocytt
(Parulekar and Kao, 2019; Stewart et al., 2007). S rostoucim stupném rejekce stoupa pomér
cytotoxickych T-lymfocytii (CD8 pozitivnich) vii¢i helperiim (CD4 pozitivnim) (de Blic et
al., 1992). Kromé¢ antigen stimulovanych T-lymfocyta se na rejek¢nim infiltratu v piipadé
vysSich stupni rejekce dale podili 1 makrofagy a eozinofilni ¢i neutrofilni granulocyty.
Akutni rejekéni infiltraty se podle své lokalizace déli na dvé zékladni kategorie (Parulekar
and Kao, 2019; Stewart et al., 2007): Grade A slouzici k posouzeni perivaskularnich az
intersticialnich a pfipadné intraalveoldrnich rejekénich infiltrati, a grade B umoziujici

zhodnotit rejekéni zmény peribrochiolarné€ v rdmci tzv. lymfocytarni bronchiolitidy.
Grade A je dale subklasifikovan do péti stupiiti (Parulekar and Kao, 2019; Stewart et al.,

2007), které jsou definovany nasledujicimi rysy a graficky zndzornény na piiloZeném

schématu (obr. 2): Grade A0 znaci absenci perivaskuldrnich rejekénich zmén (normalni

23



nalez). Grade Al (minimalni rejekce) je charakterizovan rozptylenymi lymfocytarnimi
infiltraty perivaskuldrné (zejména kolem venul) do maximalni §ife dvou az tii vrstev bun¢k,
bez znamek endotelitidy a bez ucasti eozinofilnich granulocytii. Grade A2 (mirna rejekce)
odpovida nélezu ¢etnéjSich perivaskuldrnich rejekénich infiltratd rozpoznatelnych i na malé
zvétSeni objektivu (4x) a tvofenych kromé lymfocytl 1 pfimési makrofagl a eozinofilnich
granulocytli. V rdmci mirné rejekce jiz miize byt zastizena endotelitida, coz oznacuje
pfitomnost zdufelych endotelii malych a stfednich cév (zejména venul) s adhezi
intravaskuldrnich lymfocyti. Grade A3 (stiedni rejekce) je definovana vyskytem hustych
perivaskularnich rejekénich infiltrath s Sifenim do intersticia v¢etné interalveolarnich sept a
ojedinélym prinikem do alveolii. V zanétlivych infiltratech lze identifikovat lymfocyty,
makrofagy, eozinofilni a disperzné€ i neutrofilni granulocyty. Stfedni rejekce je bézné
asociovana s endotelitidou. Vzacné se vyskytujici grade A4 (tézka rejekce) se vyznacuje
difuznimi rejekénimi infiltraty perivaskularné az intersticidlné, vcetné vyskytu
v interalveolarnich septech a hojnym intraalveolarnim prinikem. Vyjadfena je vzdy
endotelitida az nekrotizujici vaskulitida a regresivni zmény az nekrotizace pneumocytu,
véetn¢ pritomnosti hyalinnich blanek, ¢imZz obraz mlze nabyvat charakteru
nerozpoznatelného od akutni fadze DAD. Grade AX znac¢i nereprezentativni vzorek bez

pfitomnosti struktur plicniho parenchymu a cév malého kalibru (venuly, arterioly).
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Obr. 2. Schéma klasifikace a gradingu A ACR plic. A: Grade A0, tj. normalni plicni parenchym s izolovanymi
zanétlivymi bunikami. B: Grade Al (minimalni) rejekce s rozptylenymi perivaskularnimi lymfocytarnimi
infiltraty. C: Grade A2 (mirna) rejekce charakterizovana cetnéj$imi perivaskularnimi smisenymi zanétlivymi
infiltraty patrnymi i na malé zvétSeni a moznou endotelitidou. D: Grade A3 (stfedni) rejekce s obrazem
hustych perivaskularnich smiSenych infiltrat Sificich se do intersticia vcetné interalveolarnich sept.
Endotelitida je prakticky pravidlem. E: Grade A4 (t¢zkd) rejekce vykazuje az obraz DAD s difuznimi
smiSenymi zanétlivymi infiltraty pronikajicimi i intraalveolarné, kde dochéazi k nekréze pneumocytu.

Endotelitida mtze piejit do nekrotizujici vaskulitidy.

Grade B (lymfocytarni bronchiolitida) zpravidla doprovazi grade A rejekci minimalné
stejné zavaznosti a predstavuje peribronchioldrni zéanétlivé zmeény, u kterych neni
identifikovana non-rejekéni pficina (napf. infekce) a které jsou déle subklasifikovany do ti
stupiii (Parulekar and Kao, 2019; Stewart et al., 2007). Ty jsou definovany nésledujicimi

rysy a graficky znazornény na pfilozeném schématu (obr. 3): Grade B0 znali absenci
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peribronchiolarnich rejekénich zmén (normalni nalez). Grade BIR (low grade akutni
rejekéni bronchiolitida) je charakterizovan pfitomnosti peribronchiolarni zanétlivé
celulizace bez intraepitelidlniho influxu lymfocytl a bez regresivnich zmén bronchiolarniho
epitelu. Grade B2R (high grade akutni rejekéni bronchiolitida) obsahuje husty
peribronchiolarni rejek¢ni infiltrat s intraepitelidlnim prinikem lymfocyti a regresivnimi
zménami epitelu bronchiola (dlazdicobunécna metaplazie az nekroza a ulcerace). Grade BX

znadi nereprezentativni vzorek bez zastizeni bronchiolt.

Obr. 3. Schéma klasifikace a gradingu B ACR plic. A: Grade B0, tj. nalez normalnich bronchiold bez
zanétlivé celulizace. B: Grade BIR (low grade akutni rejekcéni bronchiolitida) s peribronchiolarnimi
lymfocytarnimi infiltraty bez regresivnich zmén vystelky bronchiolu. Grade B zpravidla doprovazi znamky
akutni celularni rejekce typu A. C: Grade B2R (high grade akutni rejekcni bronchiolitida) charakterizovana
hustym peribronchiolarnim zénétem s intraepitelidlnim prinikem leukocytli a naslednymi regresivnimi

zménami bronchiolarniho epitelu.

1.3.2.3 Diagnostika chronické rejekce v ramci LTx
Chronicka rejekce plic vznika nejdiive po tfech mésicich (vétsSinou vSak az po prvnim roce)
od LTx a podili se na ni imunitni i neimunitni mechanizmy (Verleden et al., 2019).

Z imunitnich pochodt jde piedevsim o opakované epizody ACR (Parulekar and Kao, 2019)
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a z neimunitnich faktor hraje roli opotiebeni Stépu (vliv denervace se ztratou kaslaciho

reflexu, nefunk¢ni lymfatické drendze s postupnou fibrotizaci intersticia atd.).

Tradicné se chronické rejekce plic délila na grade C (bronchiolitis obliterans) a grade D
(vaskuléarni rejekce) (Stewart et al., 2007). Grade C urcuje ptitomnost (C1), ¢i neptitomnost
(CO0) obliterujici bronchiolitidy, tj. intrabronchiolarnich zatkovitych proliferaci vaziva,
vedoucich ke stendze az Uplné obliteraci bronchiolarnich lumen. V disledku ¢ehoz se
vyviji t€zké ireverzibilni obstrukéni poruSeni plicnich funkci, vedouci zpravidla ke smrti
pacienta. Ackoli mé bronchiolitis obliterans jasné stanovend morfologicka kritéria, byva
v biopsiich zastizena spiSe vyjimecn¢ a diagnostika je zaloZena na zéklad¢ trvalého poklesu
plicnich funkci s vyloucenim jinych pfi¢in (ACR, gastroezofagealni reflux, stendza
bronchidlnich anastoméz, infekce atd.) (Verleden et al., 2019). Grade D zahrnuje akceleraci
chronické arterialni a ven6zni sklerdzy s fibrointimalni fibrotizaci a naslednou stenotizaci

lumen, kterou vSak nelze diagnostikovat na zdklad€ samotné transbronchidlni biopsie.

Nové se chronickd rejekce oznacuje jako CLAD a je definovana jako vyznamny trvaly
pokles plicnich funkei po LTx (konkrétné pokles FEV| > 20 % od referen¢ni hodnoty a
trvajici nad 3 mésice s vylou¢enim non-rejekénich pticin). Podle rizné€ tézkého poklesu
FEV 1ze CLAD klinicky subklasifikovat na stage 1-4. Termin CLAD pfitom zastfeSuje dva
odlisné fenotypy, které by se mély blize specifikovat - BOS (klinickda manifestace vySe
popsané morfologické jednotky bronchiolitis obliterans) a RAS. Piipadné na jejich
smiSenou a blize neurcenou formu (Glanville et al., 2019; Verleden et al., 2019). Obstruk¢ni
charakter BOS je vedle poklesu FEV; dale uréen pomérem FEVI/FVC < 0,7. RAS
predstavuje restrikéni formu chronickeé rejekce s trvalym poklesem plicnich funkci (vedle
FEV1 je nutny i pokles TLC > 10 %) na podklad¢é pleurdlnich zmén a intersticidlni
fibrotizace, kterd byva patrna na CT jako tzv. ,,opacity mlécného skla® (Verleden et al.,
2019). Z uvedeného vyplyva, ze k diagnéze CLAD je v soucasnosti nutna multidisciplinarni
spoluprace s korelaci klinickych dat a vyuzitim spirometrie, zobrazovacich metod (RTG,
CT) a casto i celotélové pletysmografie (Verleden et al., 2019). Histopatologicka evaluace
mize stanovit diagné6zu BOS pouze v pfipadech se zastizenym postizenim bronchiolu
v odebraném materialu, jak je popsano vyse. Oproti tomu RAS dosud nemé dokonce zddna
jednoznaéné stanovend morfologicka kritéria, kterd by dokazala jeho diagnozu urcit pouze

na zaklad¢ biopsie bez spoluprace dalSich metod. Histopatologickymi znaky RAS
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uvadénymi v literatufe  jsou pievazné subpleuralni fibroelastéza a  obraz

chronické/proliferativni faze DAD (Glanville et al., 2019; Ofek et al., 2013).

1.3.2.4 Diagnostika humoralni rejekce v ramci LTx

V ramci revize klasifikace ACR byla také vyvinuta snaha o stanoveni morfologickych
kritérii AMR, vyuzitelnych v diagnostice tohoto procesu (Stewart et al., 2007). AvSak ani
pies dané usili neni dodnes mozné AMR stanovit pouze na zaklad¢ bioptického vySetieni
plicniho parenchymu (Roux et al., 2019). Diagnéza AMR ptedstavuje vysledek korelace
klinickych a laboratornich metod — opird se o serologicky prikaz DSA v séru pfijemce,
histopatologicky nalez kapilaritidy v bioptickém vzorku Stépu,
imunofluorescen¢ni/imunohistochemicky prikaz vazby C4d slozky komplementu na
endotelie kapildr §tépu a vylouceni infekce. Hodnoti se také ptipadné klinické zhorSeni
plicnich funkei (Parulekar and Kao, 2019). Zadny ze zminénych znakd viak izolované ke
stanoveni diagndzy nestaci (Haas et al., 2014; Hachem, 2012; Lefaucheur et al., 2009;
Salvadori and Bertoni, 2014). Praci patologa je ozifejméni dvou zuvedenych kritérii -
identifikace kapilaritidy (obraz marginalizace az adheze neutrofilnich granulocytii na
aktivovany endotel plicnich kapilar s moznym vznikem DAD) a vySetfeni vazby C4d slozky

komplementu na endotelie v kapilarach graftu.

ISHLT dale AMR Kklasifikuje podle pfitomnosti méfitelné dysfunkce St€pu na klinickou a
subklinickou. Tyto podtypy potom déli na zaklad€ poctu splnénych diagnostickych kritérii
na definitivni (spliuji-li vSechna kritéria), pravdépodobné (chybi-li jedno kritérium) a
mozné (chybi-li dvé kritéria) (Levine et al., 2016). Pfesnd incidence, patogeneze,
standardizovana terapie ani chovani plicni AMR neni dosud zcela zndmé vzhledem

k Cerstvosti revidovanych diagnostickych kritérii (Parulekar and Kao, 2019).
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2 CILE PRACE A HYPOTEZY

Tkéanova diagnostika transplantovanych organii piijemce i déarce je nedilnou soucasti
prakticky kazdého transplantacniho programu. Zejména biopticka evaluace darovaného
organu je zcela zédsadni vzhledem k nemoznosti stanovit diagnozu rejekce jinym zptisobem
nez histopatologicky. Vysledek tohoto vySetieni urcuje managment a terapii
transplantovaného pacienta. V piipadech, kdy neni mozné zcela jisté klinicky a radiologicky
ovefit zakladni diagnoézu vedouci k nutnosti transplantace, je rovnéz dulezité bioptické
zhodnoceni explantovaného organu piijemce. Piedkladana prace je zaméifena na méné
probadané oblasti tkanové diagnostiky vyse popsanych organovych transplantaci:
transplantace délohy - UTx (stran organu darce) a transplantace plic - LTx (stran organu

ptijemce).

2.1 Experiment 1: Histopatologicka analyza ektocervikalnich biopsii netransplantovanych
déloh a korelace nalezii s provizornim skérovacim systémem rejekénich zmén

transplantovanych déloh

Protoze UTx ptedstavuje relativné novou metodu, je soucasny skérovaci systém rejekénich
zmén provizorni a zahrnuje zv1astni kategorii tzv. borderline zmén, u niZ dodnes neni zcela

Jisté, zda predstavuje skutecné rejekéni zmény, €1 fyziologicky nalez.

2.1.1 Hypotéza

Histopatologicky a imunohistochemicky ndlez lymfocytarnich infiltrati v ektocervixu
netransplantovanych (vlastnich) déloh premenopauzalnich Zen, operovanych z divoda
nesouvisejicich s déloznim hrdlem, se bude liSit od morfologického obrazu rejekce a
borderline kategorie provizorniho skorovaciho systému rejekénich zmén po transplantaci

délohy.

2.1.2 Cile prace
Cilem Experimentu 1 bylo:
- charakterizovat morfologicky obraz lymfocytarni infiltrace v ektocervixu

netransplantovanych déloh premenopauzalnich zen ve fyziologickém terénu;
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- charakterizovat  imunohistochemicky  profil  lymfocytarni  populace
v ektocervixu netransplantovanych déloh premenopauzalnich Zen ve
fyziologickém terénu;

- korelovat fyziologické nalezy s provizornim skérovacim systémem rejekcnich
zmen po transplantaci délohy, zejména ve vztahu k tzv. borderline zménam;

- zhodnotit moznost vyuziti imunohistochemie pii histopatologické diagnostice
rejekce transplantovanych déloh a sestavit panel vhodnych protilatek;

- korelovat vliv menstrua¢niho cyklu na lymfocytarni infiltraci v ektocervixu

netransplantovanych déloh premenopauzalnich Zen ve fyziologickém terénu.

2.2 Experiment 2: Mapovani plicnich megakaryocytt v explantovanych plicich po

transplantaci

V ptipadé transplantace plic jsme se zaméfili na bioptické hodnoceni plicnich explantatii
ptijemct. Mapovali jsme plicni megakaryocyty v zékladnich skupindch postizeni plic, které
vedly k nutnosti LTx. Jako kontrolni tkan¢ jsme vyuzivali ¢asti plicniho parenchymu darc,

ktery nebyl vyuZit k samotné transplantaci.

2.2.1 Hypotéza

Plicni megakaryocyty jsou opomijenym typem bunék, a to i pfesto, Ze bylo uz pifed pomérné
dlouhou dobou dokazano, ze trombocyty vznikaji rozpadem megakaryocytl v plicich spiSe
nez odstépovanim jejich cytoplazmy v kostni deni. Role plic pro biogenezi desticek je zcela
zasadni — na celkovém poctu vytvorenych trombocytil se podili az z 50 % (Lefrangais et al.,
2017; Levine et al., 2009; Martin et al., 1983; Pedersen, 2009; Trowbridge et al., 1982).
Kromé¢ jin¢ho byla produkce desti¢ek v plicich potvrzena porovnanim rozdilu intaktnich
megakaryocytli mezi plicni arteridlni a aortalni krvi (Levine et al., 2009) a plicni arterialni
a venozni krvi (Scheinin and Koivuniemi, 1963). Funkce plicnich megakaryocytli byla
popsana i na mySich modelech (Lefrancais et al., 2017; Yeung et al., 2020). Studie
charakterizujici tyto buiiky alesponl ¢astecné piimo v plicnim parenchymu jsou vSak pouze
ojediné&lé a stanovuji primérny pocet plicnich megakaryocytii na hodnotu 14,65 bunék/cm?
(Sharma and Talbot, 1986), respektive 16,8 bungk/cm? (Soares, 1992). Tyto prace byly ale
provadény na kadaveroznich plicich v ramci nekroptickych vySetfeni (Sharma and Talbot,
1986; Soares, 1992). Nekroptické vzorky sdili riziko autolyzy, ktera mtze skutecné pocty
bun¢k zkreslit, zvlast’ pokud jde o populaci velkych a kiehkych bunék, jakymi jsou prave
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megakaryocyty. Na druhou stranu je obtizné ziskat dostatecné velké a reprezentativni
vzorky zdravého plicniho parenchymu (alespont 1 cm?) z Zivych pacient bioptickou cestou,
at’ uz transbronchialni biopsii ¢i kryobiopsii.

Hypotézou této studie bylo vyuziti explantati plic po transplantaci coby unikatniho
bioptického materidlu k charakterizaci téchto bun¢k. Cilili jsme zejména na mapovani
plicnich megakaryocytli mezi riznymi piijemci, jejichz plice byly terminalné poskozeny
variabilnimi plicnimi chorobami. Jako kontrolni skupina byly vySetfeny i relativn¢ zdravé
plice kadaverdznich darci, jejichz ¢asti nebyly vyuzity z divodi ptilisné velikosti (vétSinou
lingula levé plice/stfedni lalok pravé plice), ptipadné celé plice v rdmci provedeni SLTx.
Ptedpokléadali jsme, ze pocet, charakter ¢i distribuce plicnich megakaryocytl se miize mezi
jednotlivymi skupinami plicich chorob lisit a Ze tyto znaky by mohly byt dal§im cennym
stiipkem pfi skladani mozaiky jejich etiopatogeneze, piipadné diagnostickym znakem pfi
histopatologické evaluaci danych procest. Stimulem pro nasi hypotézu byl naznak spojitosti
mezi abnormalni funkci plicnich megakaryocytii a vaskularnimi chorobami ve starSich

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

2.2.2 Cile prace
Cilem Experimentu 2 bylo:

- zmapovat celkovy pocet, charakteristiku a distribuci plicnich megakaryocyti
v explantatech plic pfijemcti na zakladé jejich pivodni klinicko-patologické
diagnozy;

- obdobn¢ popsat plicni megakaryocyty na nevyuzitych plicich kadaveroznich
darci, které predstavuji relativné zdravy plicni parenchym, vybrany k provedeni
LTx. Na rozdil od nekroptického materidlu je oSetfeny aplikaci prezervacniho
roztoku s kratkou dobou studené ischemie, coZ zabraiiuje vzniku autolyzy;

- korelovat a statisticky vyhodnotit rozdily v populacich plicnich megakaryocyti
mezi jednotlivymi typy plicnich chorob i relativné zdravym plicnim
parenchymem darci;

- identifikovat plicni choroby, u kterych by kvantitativni/kvalitativni aberace
plicnich megakaryocytti mohly hrat roli v etiopatogenezi ¢i piipadné slouzit jako

diagnosticky znak daného onemocnéni.
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3 METODIKA

3.1 Experiment 1: Histopatologicka analyza ektocervikalnich biopsii netransplantovanych
déloh a korelace nalezli s provizornim skérovacim systémem rejekénich zmén

transplantovanych déloh

3.1.1 Kohorta pacientek

Do nasi prospektivni non-randomizované studie bylo celkem zafazeno 54
premenopauzalnich zen indikovanych k abdominalni/laparoskopicky asistované vaginalni
hysterektomii z diivodi nesouvisejicich s déloznim hrdlem (ve vSech ptfipadech §lo o
benigni 1éze postihujici délozni télo). Konkrétné se jednalo o leiomyomy délozniho téla (n
= 25) a abnormalni uterinni krvaceni (n = 29), které byly potvrzeny hysteroskopicky. Pred
samotnou operaci byla v celkové anestezii provedena ektocervikalni biopsie bez
kolposkopické kontroly. Tento postup jsme zvolili jako minimalni zatéz participantek
v souvislosti s jinak bolestivym bioptickym odbérem z ektocervixu. Biopsie byla odebirdna
z predni Casti ektocervixu v oblasti pobliz transformacni zény a endocervikéalniho kanalu

délozniho hrdla.

Mezi indikacni kritéria k zafazeni do studie jsme zahrnuli v&k pacientek, benigni
extracervikalni 1éze vedouci k hysterektomii a fyziologicky preoperaéni ndlez na
cervikdlnim stéru (Papanicolaouové testu). Mezi kontraindikace pattila vaginalni ¢i
cervikalni infekce v dobé biopsie, pfitomnost perioperacniho délozniho krvéaceni, anamnéza
imunitniho ¢i autoimunitniho onemocnéni a uzivani imunosupresiv, véetn¢ kortikosteroidii
1 jakychkoli jinych 1€kl ovliviiyjicich imunitni stav jejich uzivatele. Po vysvétleni principu
1 zaméru studie a rizik souvisejicich s odbérem ektocervikalni biopsie jsme od vSech
Ucastnic ziskali informovany souhlas. Dale jsme zaznamenali zakladni demografické udaje
danych pacientek, vcetné¢ datace menstruaéniho cyklu gynekologem, a popisy

histopatologickych nalezl ze ziskanych bioptickych odbéri.
Primérny vk pacientek zahrnutych do studie pfedstavoval 45,1 let (rozmezi 3654 let) au

vSech se jednalo o premenopauzalni obdobi. Primérny body mass index byl 26,6 + 6.1

(rozmezi 17,1-40,8) a primérna parita 1,9 + 0,89 (rozmezi 0—4).
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3.1.2 Histopatologické vySetieni

Bioptické vzorky o velikosti cca 3-4 x 6-8 mm byly ihned po odbéru fixovany v neutralnim
pufrovaném 4% formaldehydu a transportovany do histopatologické laboratote, kde byla
provedena jejich post-fixace a zaliti do parafinovych blockd. Parafinové bloc¢ky byly
nasledné krajeny mikrotomem na tkanové fezy tloustky 4 um a nabarveny piehledovym
barvenim hematoxylinem-eozinem (H&E) a specialnim barvenim Massonovym
trichromem pouzitym k odliSeni kolagennich vldken v oblastech piipadné fibrotizace a

intimalni sklerdzy arterii. Nabarvené fezy byly zamontovany krycimi sklicky.

Béhem histopatologického vySetieni jsme smeétfovali pozornost zejména na epitelo-
stromalni junkci a na pfitomnost zanétlivé infiltrace v cervikalnim stromatu. Cilen¢ jsme
patrali po znamkach zanétlivych zmén, vcetné tzv. interface celulizace, pritomnosti
mikrovaskularnich zanétlivych infiltrati a perivaskularni stromdlni zanétlivé celulizace.
Hodnotili jsme i stav cév stran piipadného prikazu arteriopatie (napt. endotelitidy c¢i
intimalni skler6zy) a epitelu stran ptipadnych regresivnich zmén, véetné dysplazie. Vsechny
vzorky byly vySetfeny dvéma patology, kteti méli oba zkuSenosti s hodnocenim rejek¢énich

zmén v uterinnich graftech.

3.1.3 Imunohistochemie (IHC)

Bioptické vzorky jsme vySettili také imunohistochemicky s prikazem exprese molekul
CD45R0O, CD8, CD4, CD20 a C4d, pro zakladni charakterizaci celularnich zanétlivych
infiltratt. Pouzili jsme tenké histologické fezy (tloustky 3 um) s nésledujicimi protilatkami
a laboratornimi protokoly: anti-CD45RO protilatka (mysi monoklonalni protilatka, klon
UCHLI1 [Agilent-Dako, Santa Clara, CA, USA], fedéni 1:300, demaskovani antigennich
epitopit varem v pufrovaném roztoku pH 6 ve vodni lazni); anti-CDS8 protilatka (mys$i
monoklondlni protilatka, klon C8/144B-[Agilent-Dako, Santa Clara, CA, USA], fedéni
1:200, demaskovani antigennich epitopli varem v pufrovaném roztoku pH 9 ve vodni 1azni);
anti-CD4 protilatka (mySi monoklondlni protilatka, klon 4B12 [BioGenex Laboratories,
Fremont, CA, USA], fedéni 1:250, demaskovani antigennich epitopti varem v pufrovaném
roztoku pH 9 ve vodni lazni); anti-CD20 protilatka (mysi monoklonalni protilatka, klon L26
[Agilent-Dako, Santa Clara, CA, USA], fedéni 1:300, demaskovani antigennich epitopii
varem v pufrovaném roztoku pH 6 ve vodni 14zni); anti-C4d protilatka (mysi monoklondlni
protilatka, klon A24-T [Zytomed Systems GmbH, Berlin, Némecko], fedéni 1:150,

demaskovani antigennich epitopti varem v pufrovaném roztoku pH 6 ve vodni lazni).
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Detekce byla provedena prostiednictvim jednokrokového mikropolymerniho non-
biotinového systému (Bio-SB) s peroxidazovym komplexem a 3,3’-diaminobenzidin

tetrahydrochloridem. Jadra byla dobarvena hematoxylinem.

3.1.4 Semikvantitativni skorovaci systém

Pro charakterizaci lymfocytarni populace v barveni H&E i1 v IHC jsme stanovili
semikvantitativni skorovaci systém, ktery oproti absolutnim poctim bunék usnadiiuje
reprodukovatelnost a 1épe odrazi situaci pii hodnoceni rejekcnich infiltrati v praxi pfi
rutinnim odecitani biopsii graftu. Systém se zakldda na pétistupniovém skore, které je
definovdno nasledujicimi rysy a graficky znazornéno na schématu (obr. 4): Kategorii 1
zahrnuji pfipady, které obsahuji maximalné 20 izolovanych lymfocytii v celém bioptickém
materiadlu (v provizornim skérovacim systému rejekénich zmén po UTx by odpovidala
normalnimu nélezu v ektocervikalni biopsii — grade 0). Kategorie 2 predstavuje nalez nad
20 lymfocytt v odbéru, které se vSak stale nachazeji pouze disperzné bez tendence k tvorbé
shlukt (také odpovidd normélnimu néalezu v provizornim skorovacim systému rejekénich
zmén po UTx; tyto prvni dvé kategorie byly odliSeny z klasifikacnich divodd s
predpokladanou minimalni ucasti lymfocytli ve vzorcich netransplantovanych ,,zdravych*
déloh premenopauzalnich Zen). Kategorie 3 je definovana piitomnosti shlukujicich se
lymfocytli v drobné klastry, nachazejici se predev§im v oblasti epitelo-stromalni junkce
(tato kategorie mnoZstvim a charakterem lymfocytarnich infiltrati koresponduje s tzv.
borderline zménami transplantovanych d€loh). Kategorii 4 charakterizuje nalez loZiskovych
lymfocytarnich infiltratt, tj. rizné velkych skupin lymfocytii az s obrazem primarnich,
pfipadné sekundarnich, lymfatickych folikuli s/bez germinélnich center a moZznou casti
leukocytil jinych typl (dand mnoZstvi lymfocyti se dle provizorniho skérovaciho systému
rejekénich zmén po UTx vyskytuji u rejekce grade 1 az 2 — oba stupné obsahuji nepfesné
rozliSené loziskové zanétlivé zmény a spolehlivéji se odliSuji pritomnosti stromalniho
edému/redukce povrchového epitelu s ¢etnymi apoptotickymi telisky u grade 2 rejekce).
Kategorii 5 urCuje ptitomnost difuznich splyvajicich infiltratd lymfocytl s moznou ucasti
zanétlivych bunék dalsich typl (odpovida grade 3 rejekci v transplantovanych délohach,
kde mohou byt zanétlivé elementy doprovazeny regresivnimi zménami az erozemi a

ulceracemi vystelky ¢i jinak vyjadienou nekrézou ektocervikalnich tkani).

Zékladni lymfocytarni populace jsme zmapovali také imunohistochemicky s vyuzitim

markert CD45RO (znaci aktivované T-lymfocyty) a CD20 (B-lymfocyty). Tyto dva

34



zakladni typy lymfocytl jsme hodnotili pomoci vySe uvedeného semikvantitativniho
skorovaciho systému. Subpopulace T-lymfocyti byly dale charakterizovany pomoci
markerd CD4 (pomocné/helper T-lymfocyty) a CD8 (cytotoxické T-lymfocyty).
Subpopulace, jejiz pocet presahoval 80 % T-lymfocytarni populace, byla oznacena za
dominantni. V pfipadech, kdy zadnd subpopulace jednozna¢né nepievaZovala, napf.
v ptipadech vyskytii pouze disperznich T-lymfocytl, byly subpopulace oznaceny za ptimes.

Pokud lymfocyty nékterého typu ve vzorku zcela chybély, zaznamenali jsme jejich absenci.

Obr. 4. Schéma semikvantitativniho skorovaciho systému navrzeného k charakterizaci lymfocytarnich
populaci v ektocervixu netransplantovanych déloh premenopauzalnich Zen. A: Kategorie 1, tj. nalez
maximalné 20 izolovanych lymfocyti v celém bioptickém vzorku. B: Kategorii 2 charakterizuje vyskyt vice
nez 20 lymfocyti v odbéru, avsak stale se vyskytujicich pouze izolované ¢i disperzné (bez tendence k tvorbe
shlukd). C: Kategorie 3, definovana pritomnosti drobnych lymfocytarnich shlukti zejména v oblasti epitelo-

stromalni junkce. D: Kategorie 4 snalezem loziskovych lymfocytarnich infiltratd az s obrazem
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primarnich/sekundarnich lymfatickych folikult. E: Kategorie 5 urena difuznimi splyvajicimi lymfocytarnimi

infiltraty.

3.1.5 Etické aspekty

Protokol studie byl schvalen na institucionalnim zasedani Etické komise Fakultni

nemocnice Motol (EK-34/20) 29. ledna 2020.
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3.2 Experiment 2: Mapovani plicnich megakaryocytl v explantovanych plicich po

transplantaci

3.2.1 Kohorta pacientii

Do nasi studie jsme vybrali 50 pacientl zatazenych do plicniho transplantacniho programu
Fakultni nemocnice Motol mezi lety 2015 az 2021. Vybér se v ptipadée ptijemcti (n = 30)
odvijel od jejich zakladni indika¢ni klinicko-patologické diagnozy. Plice kadaverdznich
darcti (n = 20) jsme zvolili na zaklad¢ dostupnosti ¢asti jejich nevyuzitého parenchymu. Od
kazdého ucastnika studie byl ziskan informovany souhlas ohledn€ vyzkumného vySetrovani
resekovanych organt a tkani; v ptipad¢ kadaver6znich darct Slo o predpokladany souhlas
s odb&rem organtl, ktery je obecné platny v CR. Zahrnuti pacienti byli nasledné rozdéleni

do ctyt skupin:

a) Kadaverozni darci (n = 20), ze kterych byl pro studii pouzit plicni parenchym pro LTx
nevyuzitych ¢asti plic. Jednalo se o nadmérné velké (,,oversized) plice, jejichz velikost
musela byt redukovéna, aby se veSly do darcovy hrudni dutiny (v téchto pfipadech byla
zpravidla chirurgicky resekovana lingula levé plice a stfedni lalok pravé plice). Eventualné
byla zahrnuta celd plicni ktidla v ptipadech, kdy byla provedena SLTx. Ziskany plicni
parenchym byl v kazdém piipad¢ pfed samotnym odbérem makroskopicky vysetifen a uznan
vhodnym pro transplantacni Gcely. Absenci plicniho postizeni jsme nésledné potvrdili i
mikroskopicky prostfednictvim histopatologického vysetieni. I ptfes kadaverdzni piivod
darcovskych plic bylo zabranéno jejich autolyze okamzitou aplikaci prezervacniho roztoku
(Perfadex) po odbéru s kratkou dobou studené ischemie (pod osm hodin) a okamzitou
formolovou fixaci po transplantaci. Tato skupina tak slouZila jako kontrolni relativné zdrava
kohorta. Primérny vék kadaverdznich darcti zahrnutych do studie ptfedstavoval 55 let
(rozmezi 30-76 let). Pomér pohlavi muzi/zeny byl 6/14. U kazdého darce jsme zaznamenali

pfic¢inu imrti, kterou ve vSech ptipad¢ piedstavovala centralni (mozkovd) smrt.

b) Prijemci s vaskularnimi plicnimi chorobami (n = 10). Tato skupina zahrnovala plicni
explantaty osmi pacienti s [IPAH, jednoho pacienta s plicni veno-okluzivni nemoci a
jednoho pacienta splicni kapilarni hemangiomatézou. Primémy veék piijemct
s vaskularnimi plicnimi chorobami zahrnutych do studie pfedstavoval 26,7 let (rozmezi 18—
36 let). Pomér pohlavi muzi/zeny byl 1/9. K objektivnimu vyjadfeni tize postizeni byla u

vSech pacientii zaznamendna piredoperacné namefena hodnota plicni hypertenze.

37



¢) Prijemci s restrikcnimi plicnimi chorobami (n = 10). V této skupin¢ bylo Sest pacientii
s diagnozou EAA, dva ptipady PPFE, jeden piipad IPF a pacient trpici revmatoidnim
postizenim plic (RPP) pfi revmatoidni artritidé. Primérny v€k piijemct s restrikénimi
plicnimi chorobami zahrnutych do studie byl 50,9 let (rozmezi 45-61 let). Pomér pohlavi
muzi/zeny byl 6/4. K objektivnimu vyjadieni tize postizeni byla pacientim namétena FVC,
jejiz predoperacné naméiend hodnota byla zaznamenana spolu s hodnotou plicni

hypertenze.

d) Prijemci s obstrukcnimi plicnimi chorobami (n = 10). Do této skupiny bylo zatazeno
devét pacienti s CHOPN a jeden s panacindrnim plicnim emfyzémem v rdmci deficitu a-1-
antitrypsinu. Pramérny vék piijemct s restrikénimi plicnimi chorobami zahrnutych do
studie predstavoval 60,4 let (rozmezi 56—66 let). Pomér pohlavi muzi/zeny byl 6/4.
K objektivnimu vyjadieni tize postizeni bylo pacientim naméfeno FEV, jehoZz

pfedoperacni naméfend hodnota byla zaznamendna spolu s hodnotou plicni hypertenze.

Ke stanoveni uvedenych diagnéz ve vSech piipadech vedl klinicky follow-up, CT vySetteni
plic a histopatologicka analyza bioptickych vzorkil plicniho parenchymu. Zaroven jsme pfi
sestaveni kohorty zajistili rovnomérnou distribuci laterality (obdobny pocet levych a
pravych plicnich kiidel) k zabranéni zkresleni poctu plicnich megakaryocytl v zavislosti na
lokalité v plicnim parenchymu. Obdobné jsme ovéfili, Ze Zadny pacient nemél v dobé
odbéru ani anamnesticky diagnostikovanou Zadnou myeloproliferativni nemoc,
myelodysplazii ¢i jinou malignitu kostni diené, kterd by mohla zasahnout do vyzravani
megakaryocytarni fady a kterd by =zaroven pfedstavovala kontraindikaci k LTx.
V souvislosti s diferenciaci desticek byla k uvedenym tdajiim zaznamendna i1 hladina
trombocyt v krvi, vySetfend u kazdého piijemce jeden den pifed transplantaci v rdmci

pfedoperacniho vySetieni.

3.2.2 Histopatologické vySetieni

Vsechny plicni explantaty byly ihned po odbéru fixovany v neutrdlnim pufrovaném 4%
formaldehydu a transportovany do histopatologické laboratote, kde byla provedena jejich
post-fixace. Behem makroskopického vySetfeni jsme nahodnym zplisobem vybrali vzorky
plicniho parenchymu, aby se zabrdnilo zkresleni cilenym néabérem patologicky
zménénych/nezménénych oblasti. Dbalo se pouze na vyse zminéné rovnomérné zastoupeni

levé a pravé plice. Viechny vzorky mély plochu fezu min. velikosti 1 cm? a byly zality do
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parafinovych blockl. Parafinové blocky byly nasledné krajeny mikrotomem na tkanové
fezy tloustky 4 um a nabarveny pichledovym barvenim H&E. Nabarvené tfezy byly

zamontovany krycimi sklicky.

3.2.3 Imunohistochemie

Bioptické vzorky jsme ke spolehlivé detekci plicnich megakaryocyti vySetfili také
imunohistochemicky s prikazem exprese megakaryocytarniho markeru CD61. Pouzili jsme
tenké histologické fezy (tloustky 3 um) s protilatkou anti-CD61 (mysSi monoklonalni
protilatka, klon 2f2, Bio-SB, fedéni 1:100; demaskovani antigennich epitopti varem
v pufrovaném roztoku pH 9 ve vodni lazni). Detekce byla provedena prostfednictvim
jednokrokového mikropolymerniho non-biotinového systému (Bio-SB) s peroxiddzovym
komplexem a 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochloridem. Jadra byla dobarvena

hematoxylinem.

Hodnoceni a kvantifikace plicnich megakaryocytt se opiralo o ndlez imunohistochemicky
znazornénych jadernych bungk, pozitivnich v imunohistochemickém markeru CDG6I.
Pfitomnost jadra pomohla odliSit plicni megakaryocyty od CD61 pozitivnich
akumulovanych desti¢ek a destickovych trombi. Pii charakterizaci a mapovani plicnich
megakaryocytli jsme zaznamenavali lokalizaci jejich vyskytu a nejvétsi zastizenou velikost
téchto bunc¢k v kazdém vzorku. Kurceni velikosti se vyuzivalo poméfovani vici
erytrocytim, coby univerzalnimu histologickému meéfidlu s konstantnim primérem
erytrocytarnich elementd 7,5 pum a hojnym vyskytem v prakticky vSudyptitomnych
krevnich cévach. Dle ur¢eného poméru velikosti k erytrocytim jsme stanovili tfi zakladni
velikostni kategorie plicnich megakaryocytt: velké (definované primérem 50-100 um a
typickym obrazem megakaryocyti kostni dfené¢ s objemnou cytoplazmou), stfedni
(definované velikosti 20-49 pm a obsaZzenym stiednim mnoZstvim cytoplazmy) a malé (s
velikosti pod 19 um a patrnym pouze tzkym lemem cytoplazmy). Dale jsme kvantifikovali
absolutni podet piitomnych megakaryocytli/1 cm? plicniho parenchymu, vyznaceny na
histologickém sklicku pomoci mtizky. Vysledky kazdé skupiny pifijemcii jsme porovnali se

skupinou kadaverdznich darct a statisticky vyhodnotili.

3.2.4 Statistické vyhodnoceni
Ke statistické analyze jsme pouzili t-test s vypoctem hodnoty p. Rozdily byly povazovany

za vyznamné pii p < 0,05. Namétené hodnoty byly vyobrazeny v boxplotech, které ukazuji
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skupinovy primér + stfedni chybu primeéru a ve kterych symbol * oznacuje statistickou

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

40



4 VYSLEDKY

4.1 Experiment 1: Histopatologicka analyza ektocervikalnich biopsii netransplantovanych
déloh a korelace nalezi s provizornim skérovacim systémem rejekénich zmén

transplantovanych déloh

4.1.1 Ektocervikalni nalezy

Z celkového poctu 54 bioptickych odbérti jsme 52 vzorkl vyhodnotili jako adekvatni se
zastizenou oblasti ektocervixu. VSechny biopsie obsahovaly v alespoii malé¢ mife
vyjadienou lymfocytarni celulizaci stromatu, kterd v kazdém ptipad¢ presahovala 20 bunék.
Zadny piipad tudiz nespadal do Kategorie 1 navrzeného semikvantitativniho skérovaciho

systému k charakterizaci lymfocytarnich populaci (tab. 1).

Tab. 1. Lymfocytarni populace v ektocervixu netransplantovanych zen v premenopauzalnim véku.

n %
Bioptické vzorky 52 100
Semikvantitativni skérovaci systém CD45RO pozitivnich T-lymfocyti
Kategorie 1 0 0
Kategorie 2 5 9,6
Kategorie 3 43 82,7
Kategorie 4 4 7,7
Kategorie 5 0 0

Semikvantitativni skérovaci systém CD20 pozitivnich B-lymfocyta

Kategorie 1 50 96,2
Kategorie 2 1 1,9
Kategorie 3 0 0
Kategorie 4 1 1,9
Kategorie 5 0 0

V péti pripadech (9,6 %) se T-lymfocyty vyskytovaly izolované bez tvorby shlukli v poctu
nad 20 bunék ve vzorku a odpovidaly tedy Kategorii 2 (obr. 5).
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Obr. 5. Kategorie 2 semikvantitativniho skérovaciho systému lymfocytarnich populaci. A: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétSeni 100x) — subepitelidlni stroma obsahuje disperzni
izolované lymfocyty, které jsou nenapadné pii zvétseni 100x. B: Svételna mikroskopie ektocervikalni biopsie
(barveni H&E; zvétSeni 200x) — ve vét§im zvétSeni objektivu jsou jiz izolované lymfocyty patrné. C: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (IHC, barveni CD45RO; zvétSeni 200x) — stejny piipad se zvyraznénim

T-lymfocyti pomoci imunohistochemického markeru CD45RO.

VétSina vzorkl nicméné vykazovala shlukujici se T-lymfocyty zejména v oblasti epitelo-
stromalni junkce a ve 43 piipadech (82,7 %) tak korelovala s Kategorii 3 navrzeného
semikvantitativniho skérovaciho systému. Ve vSech téchto biopsiich byl také identifikovan
intraepitelidlni influx danych zanétlivych bunék, které izolované pronikaly mezi

keratinocyty povrchového dlazdicového epitelu (obr. 6).
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Obr. 6. Kategorie 3 semikvantitativniho skoérovaciho systému lymfocytarnich populaci. A: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétseni 100x) — shlukujici se lymfocyty v oblasti epitelo-
stromalni junkce ektocervixu jsou patrné jiz na malé zvétSeni objektivu. B: Svételna mikroskopie
ektocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétseni 200x) — detail intraepitelialniho influxu izolovanych lymfocyti,
ktery je patrny i v pfehledovém barveni. C: Svételna mikroskopie ektocervikalni biopsie (IHC, barveni
CDA45RO; zvétseni 100x) — imunohistochemické znazornéni aktivovanych T-lymfocytd. D: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (IHC, barveni CD45RO; zvétSeni 200x) — detail intraepitelidlniho influxu

izolovanych lymfocytt.

Dalsi ctyfi ptipady (7,7 %) obsahovaly fokalni lymfocytarni infiltraty odpovidajici
Kategorii 4 navrzeného semikvantitativniho skorovaciho systému (obr. 7), ve kterych byla
patrna velka loziska lymfocytd nabyvajici az vzhledu primérnich lymfatickych folikuld. O
pravé lymfatické folikuly vSak neSlo vzhledem k niZe uvedené skladbé z prevazné T-

lymfocytl — tento obraz vznikl zejména perivaskularni distribuci téchto infiltrata.
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Obr. 7. Kategorie 4 semikvantitativniho skorovaciho systému lymfocytarnich populaci. A: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétseni 100x) — velka loziska lymfocytarnich infiltrat
patrna i na malé zvétSeni objektivu. B: Svételna mikroskopie ektocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétseni
200x) — morfologicky dojem lymfatickych folikull je vyvolan akumulaci ¢etnych lymfocyti perivaskularné
(v centru loziska je zastizeno lumen cévy). Patrny je opét i intraepitelialni influx lymfocyti. C: Svételna
mikroskopie ektocervikalni biopsie (IHC, barveni CD45RO; zvétSeni 100x) — stejny piipad se zvyraznénim
T-lymfocyti pomoci imunohistochemického markeru CD45RO. Loziska infiltratu jsou formovana
aktivovanymi T-lymfocyty a nejde tedy o pravé lymfatické folikuly. D: Svételna mikroskopie ektocervikalni
biopsie (IHC, barveni CD45RO; zvétseni 200x) — stejny piipad se zvyraznénim T-lymfocyti pomoci

imunohistochemického markeru CD45RO a napadnym intraepitelidlnim influxem zanétlivych elementd.

Ve zbyvajicich dvou ptipadech z celkového poctu 54 bioptickych vzorkl se jednalo o
neadekvatni odbéry se zastizenim izolovanych struktur endocervixu. Zadny ektocervikalni
vzorek neobsahoval difuzni lymfocytarni infiltrat, ktery by koreloval s Kategorii 5 dan¢ho
systému. Ze vSech ektocervikalnich vzorkii byl v 51 ptipadech (98 %) detekovan
intraepitelidlni influx lymfocytl. Z dalSich sledovanych zmén nebyly v Zadném vzorku
patrné znamky infekce lidskym papilomavirem (HPV; tj. intraepitelidlni dysplazie ci
koilocytéza) ani endotelitidy ¢i intimalni sklerézy cév. Nalezy byly ve shodé

s morfologickym obrazem v resekatech délohy po vzajemné korelaci. Celkové srovnani
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provizorniho skoérovaciho systému uterinni rejekce a navrZzeného semikvantitativniho

systému hodnoceni T-lymfocytarnich infiltrati je pfiloZeno na schématu (obr. 8).

Provizorni skérovaci systém Semikvantitativni skérovaci
uterinni rejekce systém lymfocytarnich infiltratd

= 5(9,6 %)

= 43 (82,7 %)

= 4 (7,7 %)

Grade 3 rejekce Kategorie 5

Obr. 8. Schematické srovnani provizorniho skoérovaciho systému uterinni rejekce s navrzenym
semikvantitativnim skorovacim systémem hodnoceni lymfocytarnich infiltratd v cervikalni biopsii.
Odpovidajici mnozstvi lymfocytl mezi jednotlivymi stupni gradingu a semikvantitativnimi kategoriemi jsou
spojeny Sipkami. Absolutni a procentualni zastoupeni jednotlivych kategorii v dané kohorté pacientek je
vyjadieno ¢iselné.
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Pomoci imunohistochemické analyzy lymfocytarnich populaci ektocervixu jsme zjistili, ze
vétsinu zanétlivych elementl tvofi aktivované T-lymfocyty (ve vSech ptipadech pozitivni
v imunohistochemickém markeru CD45RO). T-lymfocyty byly dale sub-kategorizovany na
jednotlivé podtypy podle exprese znakd Th-/Tc-lymfocyti (tj. imunohistochemickych
markerd CD4 a CD8). Ve 24 ptipadech (46,2 %) ptedstavovaly dominantni subpopulaci T-
lymfocytl cytotoxické buiiky (pozitivni v priikkazu markeru CDS). V Sesti piipadech (11,5
%) byly cytotoxické T-lymfocyty roztrouSené a piedstavovaly pouze ptimés. V 17 vzorcich
(32,7 %) se nachazely pouze izolované a v péti pripadech (9,6 %) byl imunohistochemicky
marker CD8 zcela negativni. Zbylé dva ptipady byly k blizSimu mapovani neadekvatni
zdivodu odbéru endocervikalni partie délozniho hrdla bez zastizenych struktur
ektocervixu. 49 vzorki (94,2 %) bylo negativni v imunohistochemickém prikazu markeru
CD4 a ve 3 ptipadech (5,8 %) byly detekovany izolované helpery coby piimés T-

lymfocytarni populace.

Ve srovnani s T-lymfocyty pifedstavovaly v ektocervixu B-lymfocyty minoritni Cést
lymfocytarnich infiltrati. Zcela chybély ve 41 vzorcich (78,8 %) a v deviti ptipadech (17,3
%) jejich pocet nepiesahoval 20 bungk, ¢imZ dohromady v 96,2 % odpovidaly Kategorii 1
podle semikvantitativniho skorovaciho systému k charakterizaci lymfocytarnich populaci.
S Kategorii 2 koreloval jediny vzorek (1,9 %), kde se nachazely roztrousené lymfocyty
piesahujici pocet 20 bunék v materialu. Ve zbyvajicim ektocervikalnim odbéru (1,9 %) byl
patrny loziskovy infiltrat B-lymfocyti spadajici do Kategorie 4 navrzeného systému.
PtesvédCivé morfologické obrazy Kategorie 3 ani 5 nebyly v populaci B-lymfocyti
ektocervixu zastizeny. Tento nalez minoritni G€asti B-lymfocytl v infiltratech zrcadli
imunofenotyp lymfocytli z provizorniho skorovaciho systému rejekénich zmén po UTx

(Mdlne et al., 2017).

Vétsina ektocervikalnich biopsii tedy obsahovala shlukujici se lymfocytarni infiltraty
zejména Vv oblasti epitelo-stromdlni junkce s vyjadienym intraepitelidlnim influxem.
Dominantni populaci byly aktivované T-lymfocyty (pozitivni v imunohistochemickém
markeru CD45R0O) s dominantni subpopulaci CDS8 pozitivnich cytotoxickych bun¢k; CD4
pozitivni pomocné T-lymfocyty a B-lymfocyty byly v ektocervixu zastizeny pomérné

vzacné.
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4.1.2 Endocervikalni néalezy

Cilem bioptickych odbérii byl zisk ektocervikalnich tkani, avSak vzhledem k nabéru pobliz
transformacni zony az endocervikalniho kanalu bez kolposkopické kontroly byly v 15
ptipadech (27,8 %) ve vzorku zastizeny téz struktury endocervixu. Ve vSech ptipadech se
v endocervikalni porci biopsie nachdzely zanétlivé zmeény, které byly v porovnani

s ektocervixem intenzivnéjsi (tab. 2).

Tab. 2. Lymfocytarni populace v endocervixu netransplantovanych zen v premenopauzalnim véku.

n %
Bioptické vzorky 15 100
Semikvantitativni skérovaci systém CD45RO pozitivnich T-lymfocyti
Kategorie 1 0 0
Kategorie 2 0 0
Kategorie 3 1 6,7
Kategorie 4 11 73,3
Kategorie 5 3 20,0
Semikvantitativni skérovaci systém CD20 pozitivnich B-lymfocytia
Kategorie 1 1 6,7
Kategorie 2 0 0
Kategorie 3 4 26,6
Kategorie 4 10 66,7
Kategorie 5 0 0

Zanétlivé zmeény sestavaly z pfevazné lymfocytarnich infiltrati a ¢asto byly patrné jiz na
malé zvétSeni (obr. 9). V 11 ptipadech (73,3 %) byly patrné fokalni infiltraty odpovidajici
Kategorii 4 semikvantitativniho skorovaciho systému lymfocytarnich populaci. Dalsi tfi
ptipady (20 %) vykazovaly difuzni lymfocytarni infiltraty korelujici s Kategorii 5 daného
systému, ktera v ektocervixu nebyla pritomna. Zbyvajici ptipad (6,7 %) spadal do Kategorie
3, definované shlukujicimi se lymfocyty. Imunoprofil lymfocyti odpovidal zejména
aktivovanym T-bunkam s pozitivitou imunohistochemického markeru CD45RO. Vétsinu
T-lymfocyti zastupovaly CD8 pozitivni cytotoxické T-bunky, které v 11 ptipadech (73,3
%) predstavovaly dominantni subpopulaci obdobn¢ jako v ektocervixu. Tti vzorky (20 %)
vSak obsahovaly pouze izolované Tc-lymfocyty a jeden byl zcela negativni v prikazu

markeru CD8. Zadné CD4 pozitivni helpery nebyly v endocervixu detekovany.

Mezi imunofenotypy lymfocytdrnich populaci ektocervixu a endocervixu jsme

identifikovali podstatny rozdil v pfitomnosti hojnych CD20 pozitivnich B-lymfocyti
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v endocervixu, které byly jen vzacné zastizené v ektocervixu. Ve ctyfech ptipadech (26,6
%) endocervikalnich biopsiich byly patrné shlukujici se B-lymfocyty s obrazem Kategorie
3 navrzeného semikvantitativniho systému, které v dalSich deseti vzorcich (66,7 %)
formovaly dokonce loziskové infiltraty typické pro Kategorii 4. Zbyvajici ptipad (6, 7 %)
obsahoval pouze izolované CD20 pozitivni lymfocyty pod hranici 20 bunék a tudiz
odpovidajici Kategorii 1. VySetfovany imunohistochemicky marker C4d byl negativni ve

vSech ptipadech ektocervikalnich i endocervikalnich odbért.
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Obr. 9. Endocervikalni zanétlivé infiltraty. A: Svételna mikroskopie endocervikalni biopsie (barveni H&E;
zvétSeni 100x) - neadekvatni odbér se zastizenim pouze endocervikalni tkané bez vyzadovanych

ektocervikalnich struktur. Jiz na malé zvétSeni jsou patrné difuzni splyvajici lymfocytarni infiltraty

48



charakteristické pro Kategorii 5 navrzené¢ho semikvantitativniho skorovaciho systému. B: Svételna
mikroskopie endocervikalni biopsie (barveni H&E; zvétseni 200x) — detail difuzniho infiltratu lymfocyta
v endocervikalnim stromatu. C: Svételna mikroskopie endocervikalni biopsie (IHC, barveni CD45RO;
zvétSeni 200x) — podobné jako v ektocervixu, i v endocervixu predstavuji T-buniky dominantni lymfocytarni
populaci. D: Svételna mikroskopie endocervikdlni biopsie (IHC, barveni CDS8; zvétSeni 200x) —
imunohistochemické znazornéni CDS8 pozitivni subpopulace cytotoxickych T-lymfocytd. E: Svételna
mikroskopie endocervikalni biopsie (IHC, barveni CD4; zvétSeni 200x) — negativita imunohistochemického
markeru CD4. F: Svételnd mikroskopie endocervikalni biopsie (IHC, barveni CD20; zvétSeni 200x) — oproti

ektocervixu se v endocervixu nachazi hojné CD20 pozitivni B-lymfocyty.

4.1.3 Vliv menstruac¢niho cyklu na lymfocytarni infiltraty v ektocervixu

Z celkového poctu 54 biopsii bylo 26 nabrano v proliferaéni a 28 v sekre¢ni fazi
menstruacniho cyklu. Klinicky stanovena datace menstrua¢niho cyklu byla u kazdého
pfipadu potvrzena histopatologickym vySetfenim endometria v odebrané d¢loze.
Meziskupinové srovnani nepotvrdilo vliv faze menstruacniho cyklu na celularni zanétlivé
infiltraty v ektocervixu. Vice detaili ohledné¢ lymfocytarnich populaci ektocervixu a

endocervixu ve vztahu k menstruaénimu cyklu je uvedeno v tab. 3.

Tab. 3. Korelace nalezti populaci lymfocytd ektocervixu a endocervixu ve vztahu k menstruaénimu cyklu.

Udaje pacientek stran menstrua¢niho cyklu Kategorie 1-5 navrZzeného semikvantitati-
vniho skorovaciho systému

C. | Vék | Délka Délka Menstruacni | Poro | Ektoc. Ektoc. Endoc. Endoc.
(r.) cyklu | krvaceni faze dy | T-buiiky | B-buiiky | T-buiiky | B-buiiky

1| 45 28 4 sekreéni 0 2 1 N. N.

2 | 45 28 7 sekreéni 3 3 1 N. N

3 | 40 28 5 sekreéni 4 3 1 N. N

4 | 40 28 7 prolifera¢ni 2 N. N. 4 4

51 51 28 5 prolifera¢ni 2 2 1 N. N

6 | 38 28 5 proliferacni 2 3 1 N. N

7| 44 28 4 proliferacni 2 4 1 N. N

8 | 45 22-28 12 prolifera¢ni 3 3 1 4 3

9 | 46 19-21 4 sekrecni 3 3 1 5 4

10| 39 28-29 5 sekrecni 3 N. N. 5 4

11| 52 28 7 proliferacni 2 2 1 N. N

12| 37 26-32 10 sekrecni 1 3 1 4 4

13| 43 28 5 sekrecni 2 3 1 3 3

14 | 43 28 5 proliferacni 2 3 1 N. N

15| 42 28 7 sekrecni 4 3 1 N. N
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16 | 40 28 4 proliferacni 2 3 4 4
17| 54 26-28 5 proliferacni 0 3 N. N.
18| 47 28 5 sekre¢ni 2 3 N. N.
19 | 47 28 5 prolifera¢ni 1 3 N. N.
20 | 43 27 7 prolifera¢ni 2 3 N. N.
21| 50 28 5 sekre¢ni 1 4 N. N.
22 | 45 28 5 proliferacni 3 3 N. N.
23| 49 21 3 sekre¢ni 2 3 N. N.
24 | 48 27 7 proliferacni 2 3 N. N.
25 | 48 28 4 proliferacni 2 3 4 4
26 | 45 28-35 5 sekrecni 0 3 N. N.
27| 45 24 7 sekre¢ni 1 3 4 4
28 | 53 24 8 sekre¢ni 3 3 N. N.
29 | 47 25 4 proliferacni 0 3 4 1
30 | 45 28 5 proliferacni 1 3 N. N.
31| 44 28 5 proliferacni 1 4 N. N.
32| 36 30-31 15 sekrecni 2 3 4 3
33| 40 28 5 sekrecni 2 3 N. N.
34| 42 28 5 sekrecni 2 3 N. N.
35| 44 28 6 prolifera¢ni 2 3 N. N.
36 | 45 28 4 sekrecni 1 3 N. N.
37| 42 29 5 sekrecni 2 2 N. N.
38 | 46 28 5 prolifera¢ni 1 3 N. N.
39 | 50 28 7 prolifera¢ni 2 3 N. N.
40 | 45 28 8 sekrecni 2 3 N. N.
41| 46 30 5 sekre¢ni 2 3 N. N.
42 | 54 28 5 sekre¢ni 3 2 N. N.
43 | 42 26-28 4 sekrecni 2 3 N. N.
44 | 44 23-28 5 proliferacni 2 3 4 3
45| 43 28 8 sekre¢ni 1 3 N. N.
46 | 44 28 7 sekre¢ni 2 3 N. N.
47 | 47 28-30 9 prolifera¢ni 1 3 N. N.
48 | 50 28 5 proliferacni 2 3 N. N.
49 | 42 ne ne sekrecni 2 3 4 4
50 | 48 30 5 proliferacni 2 4 N. N.
51| 50 28 5 proliferacni 3 3 N. N.
52 | 47 21 11 sekrecni 3 3 5 4
53| 47 26-28 5-7 prolifera¢ni 2 3 N. N.
54| 43 28 6 sekrecni 2 3 4 4

Vysvetlivky: Ektoc., ektocervix; Endoc., endocervix; N, nezastizen.
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4.2 Experiment 2: Mapovani plicnich megakaryocytt v explantovanych plicich po

transplantaci

4.2.1 Vysledky kontrolni skupiny kadaverdznich darcti

Ve skupiné¢ kadaverodznich darcti (n = 20) jsme pozorovali interindividualni rozdily
v poétech plicnich megakaryocyti. Priméry pocet megakaryocytd na 1 cm? + SD
odpovidal hodnotg 33,55 + 22,56 bunék/cm? (rozmezi 6-83 megakaryocytii/cm?). Ve viech
piipadech se tyto buiniky nachéazely v lumen kapilar interalveolarnich sept plicniho
parenchymu. Cytomorfologie megakaryocytli zahrnovala zejména stiedni velikost v 15
ptipadech (75 %). Tti ptipady (15 %) obsahovaly maximalné¢ malé formy plicnich
megakaryocytll s pouze tenkym lemem cytoplazmy, které nebyly patrné v barveni HE a
pfipominaly tzv. ,,nahd jadra®. Zbyvajici velké formy s bohatou cytoplazmou se nachéazely
ve dvou piipadech (10 %). VSechny vzorky obsahovaly pouze izolované plicni

megakaryocyty bez tendence k tvorbé shluki (obr. 10).

Obr. 10. Svételna mikroskopie biopsie plicniho parenchymu darce (IHC, barveni CD61; zvétseni 200x) —
imunohistochemicky jsou znazornéné plicni megakaryocyty nachdzejici se izolované v lumen kapilar

interalveolarnich sept. Maximalni velikost danych bun¢k odpovidé stanovené stfedni forme.
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Vice detailii ohledné charakteristiky kontrolni skupiny kadaverdznich darci s relativné

zdravym plicnim parenchymem a jejich plicnich megakaryocytt je uvedeno v tab. 4.

Tab. 4. Charakteristika kadaverdznich darct a jejich plicnich megakaryocyti.

Kadaverézni darci Plicni megakaryocyty
C. | Pohlavi | Vék | P¥itina Explantat n/cm? | Lokalita Nejvétsi velikost
(r.) smrti

1 muz 46 SAH leva plice 6 IS malé (izolované)

2 muz 56 CMP pravy stiedni lalok 47 IS stiedni (izolované)
3 muz 42 CE pravy stfedni lalok 36 IS stiedni (izolované)
4 zena 60 CMP lingula 22 IS stiedni (izolované)
5 zena 71 CE pravy stfedni lalok 31 IS stfedni (izolovan¢)
6 muz 39 CE pravy stfedni lalok 76 IS velké (izolované)

7 zena 76 SAH pravy stfedni lalok 33 IS stfedni (izolovan¢)
8 zena 67 SAH prava plice 17 IS stfedni (izolovan¢)
9 zena 69 SAH pravy stfedni lalok 28 IS stfedni (izolované)
10 zena 54 RAC pravy stfedni lalok 83 IS velké (izolované)
11 zena 50 SAH pravy stfedni lalok 28 IS stfedni (izolovan¢)
12 zena 71 CMP pravy horni lalok 9 IS stfedni (izolované)
13 zena 35 CE lingula 44 IS stiedni (izolované)
14 zena 60 SAH pravy stfedni lalok 15 IS malé (izolované)

15 muz 53 CMP lingula 25 IS stiedni (izolované)
16 zena 46 CMP lingula 18 IS stiedni (izolované)
17 zena 64 SAH leva plice 16 IS stiedni (izolované)
18 zena 54 SAH pravy stiedni lalok 36 IS malé (izolované)

19 zena 62 CMP lingula 21 IS stiedni (izolované)
20 muz 30 MT pravy stiedni lalok 80 IS stiedni (izolované)

Vysvetlivky: SAH, subarachnoidalni hemoragie; CMP, cévni mozkova piihoda; CE, cerebralni edém; RAC,

ruptura arteria carotis; MT, mozkové trauma; IS, interalveolarni septa.

4.2.2 Vysledky jednotlivych skupin piijemci

Mezi ptijemci (n = 30) se charakter plicnich megakaryocyti velmi lisil v zavislosti na
konkrétni skuping, ve které se nachazeli. Statistické zhodnoceni zastoupeni plicnich
megakaryocytll vSech skupin je zndzornéno prostfednictvim boxplotii/krabicovych grafii

(obr. 11).
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Obr. 11. Boxploty (krabicové grafy) s outliery (odlehlymi hodnotami), zakreslenymi prostiednictvim bodt

znazorhujici specifické poéty plicnich megakaryocyti na cm? a statistické rozdily mezi jednotlivymi

skupinami pfijemct a kontrolni skupinou kadaverdznich darci.

Vice detaili ohledn& charakteristiky jednotlivych skupin pifijemct a jejich plicnich

megakaryocytl je uvedeno v tab. 5.

Tab. 5. Charakteristika jednotlivych skupin ptijemct a jejich plicnich megakaryocyti.
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Pfijemci s vaskularnimi plicnimi chorobami

Pacienti Plicni megakaryocyty
C. | Pohlavi | Vék Dg. PH Explantat PLTx | n/cm? | Lokal. | Nejvétsi
(r.) (mm/H 10791 velikost
g)
1 zena 28 IPAH 55 leva plice 95 342 IS velké (S)
2 zena 18 IPAH 74 prava plice 80 322 IS velké (S)
3 zena 28 IPAH 55 prava plice 208 148 IS stiedni (S)
4 zena 21 VON 42 prava plice 93 101 IS stiedni (S)
5 zena 32 IPAH 67 leva plice 159 764 IS velké (S)
6 zena 36 PKH 78 leva plice 160 33 IS stiedni (S)
7 muz 32 IPAH 38 prava plice 265 62 IS velké (S)
8 zena 19 IPAH 69 leva plice 99 100 IS velké (S)
9 zena 21 IPAH 76 leva plice 179 247 IS velké (S)
10 zena 32 IPAH 59 leva plice 79 131 IS velké (S)
Piijemci s restrikénimi plicnimi chorobami
Pacienti Plicni megakaryocyty
C. | Pohlavi | Vék Dg. PH FVC | Explant | PLTx | n/cm? | Lokal. | Nejv&tsi
(r.) (mm/ (%) at 1079/1 velikost
Hg)
1 muz 50 EAA 11 55,1 p. plice 183 6 IS stiedni (I)
2 muz 51 EAA 44 47,3 1. plice 82 9 IS stfedni (I)
3 muz 53 RPP 20 28,9 | p.plice 230 3 IS stiedni (I)
4 muz 46 EAA 19 32,7 1. plice 136 15 IS stfedni (I)
5 muz 49 EAA 16 48,4 | p. plice 282 11 IS stfedni (I)
6 zena 61 EAA 26 31,1 1. plice 229 2 IS stiedni (I)
7 muz 55 IPF 17 55,7 | p.plice 249 2 IS stiedni (I)
8 Zena 49 EAA 37 26,6 | p.plice 320 6 IS stfedni (I)
9 zena 50 PPFE 20 29,3 1. plice 248 3 IS stfedni (I)
10 zena 45 PPFE 23 17,5 1. plice 135 1 IS malé (I)
Piijemci s obstrukénimi plicnimi chorobami
Pacienti Plicni megakaryocyty
C. | Pohlavi | VEk Dg. PH FEV: | Explant | PLTx | n/em? | Lokal. | Nejvétsi
(r.) (mm/ (%) at 107911 velikost
Hg)
1 Zena 57 CHOPN 21 17,1 p. plice 114 17 IS stiedni (I)
2 muz 65 CHOPN 27 18,9 1. plice 240 30 IS stfedni (I)
3 muz 59 CHOPN 24 30,5 1. plice 154 2 IS stfedni (I)
4 muz 56 CHOPN 35 19,0 | p. plice 354 29 IS velké (I)
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5 muz 66 CHOPN 27 23,2 | L plice 267 8 IS malé (I)

6 Zena 57 CHOPN 31 21,4 | p.plice 158 4 IS stfedni (I)

7 muz 63 CHOPN 38 34,1 1. plice 424 12 IS stfedni (I)

8 zena 59 | deficita- 13 35,1 | p.plice 186 6 IS stfedni (I)
L-antitryp.

9 zena 64 CHOPN 17 23,9 | p.plice 270 3 IS stiedni (I)

10 muz 58 CHOPN 36 22,5 1. plice 258 8 IS malé (I)

Vysvetlivky: 1S, interalveolarni septa; I, izolované; S, shlukujici; PH, plicni hypertenze.

Nejvétsi zastoupeni plicnich megakaryocytli jsme pozorovali ve skupiné piijemct
s vaskuldrnimi plicnimi chorobami (n = 10). Primérny po&et megakaryocytdi na 1 cm? = SD
odpovidal hodnot& 225 + 216,87 bunék/cm? (rozmezi 33-764 megakaryocyti/cm?). Tento
nalez predstavuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kadaveréznimi darci (p =
0,021). Tato skupina pfijemcti zahrnovala pacienta s diagnézou PKH, jehoz plicni
konkrétné 33 bunék/cm?. A dale pak pacienta s diagnézou plicni VON, v jehoZ plicich jsme
také detekovali nizsi primérny pocet megakaryocyti v porovnani s ostatnimi piijemci
s vaskularni plicni poruchou, konkrétng 101 bunék/cm?. Vsichni zbyvajici pacienti méli
diagnostikovanou IPAH. Pokud jsme zahrnuli pouze tyto jedince, zvysil se primérny pocet
plicnich megakaryocytti na 264,5 +226,3 bunék/cm? (rozmezi 62-764 megakaryocyti/cm?).
Skupina piijemct s vaskularnimi plicnimi chorobami také jako jedind vykazovala urcité
morfologické rysy, které jsme nezastihli v ostatnich kohortach. Mezi tyto znaky patiilo
shlukovani megakaryocytii do aglomerati nékolika bunék v kapilarnim lumen
interalveolarnich sept, které¢ byly patrné ve vSech piipadech (obr. 12). LiSila se i
cytomorfologie téchto bunék — v sedmi ptipadech (70 %) Slo o velké formy, které byly
v jinych kohortach zastiZzeny jen vzacné. Zbyvajici tii vzorky (30 %) obsahovaly maximalné

stitedni formy plicnich megakaryocytt.

55



'
¥ ‘
v /
-
- o  wh ’ A 4
e & ‘f-' (' . 4 '] g
- pA ] -
A { w2 ’
e (:-q‘ v 3 ¢ L o “»
o« ': af : (l‘nlr
» o [} . LN
: :: S g % "
\ 12807, gre -
= i < L I | a',,‘ ks .“ [ I [
iy M 'y, & . ¢ L
& s { o g - L] . . ’. P . s "-l .
= v % e &rd
* v o
> -« f ‘ L daFn
e . 4 4
™ ar” .
’ s e “’\ ’ / aha
Lt (J ’l‘\ - :
¥
a‘-*-l = 1
. v ¥ L il 03 iy
‘a o ) "- -
¥
'y * § ).. ’ !
be? g = *C .‘1' AN

\
s
<
®

." %
3\‘-’
..fgd
Lol ™
L]
L
=
’
-

A o e
- . - ’ N
¢ W d . F .'.._

- i e 4 - " LT

Obr. 12. Svételna mikroskopie biopsie plicniho parenchymu ptijemce s diagnézou IPAH (IHC, barveni CD61;
zvétSeni 200x) — imunohistochemicky jsou znazornény plicni megakaryocyty, které se v kapilarnim lumen

interalveolarnich sept shlukuji a dosahuji v navrhovaném systému velké velikosti.

cvwr

restrikénimi plicnimi chorobami (n = 10). Primérny pocet megakaryocytdi na 1 cm? £ SD
odpovidal hodnot& 5,8 + 4,6 bunék/cm? (rozmezi 1-15 megakaryocyti/cm?). Tento nalez
predstavuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kadaver6znimi darci (p = 0,0001).
Obdobné¢ jako u kontrolni skupiny kadaverdznich darcii se i zde ve vSech piipadech
nachazely plicni megakaryocyty pouze izolované€ v lumen kapilér interalveolarnich sept a
zadny vzorek nevykazoval jejich shlukovani. U deviti pacientd (90 %) byly zastizeny
maximaln¢ stfedn¢ velké plicni megakaryocyty. Vyjimkou byl jeden piipad (10 %)

s obsazenymi pouze jejich malymi formami.

V porovnani s kontrolni skupinou kadaverdznich darcti vykazoval plicni parenchym
piijemct s obstrukénimi plicnimi chorobami (n = 10) nizsi poCty plicnich megakaryocytt,
ale ne v takové mife jako u piijemci s restrikénimi plicnimi chorobami. Primérny pocet
megakaryocytii na 1 cm? + SD odpovidal hodnoté 11,9 + 10,3 bunék/cm? (rozmezi 2-30
megakaryocytii/cm?). Tento nédlez predstavuje statisticky vyznamny rozdil v porovnani
s kadaver6znimi darci (p = 0,001). Ve vSech piipadech se plicni megakaryocyty opét

nachdazely pouze izolované v lumen kapilar interalveolarnich sept. U sedmi pacienti (70 %)
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byla nejvétsim cytomorfologickym obrazem stfedni forma, u dvou ptipada (20 %) mala

forma plicnich megakaryocyti a ve zbyvajicim jednom piipadé (10 %) velka forma.

Vramci statistického zhodnoceni jsme neprokazali Zzadnou korelaci mezi pocty
megakaryocytli v plicnim parenchymu a poctem trombocytt v periferni krvi, ktera byla u
vSech piijemct nabrana jeden den pied transplantaci v ramci stanoveni krevniho obrazu pfi
predoperac¢nim vysetieni. Obdobné vySettena krev pied odbérem organi nebyla u kontrolni
skupiny darcti k dispozici. Vyznamnou korelaci jsme neodhalili ani mezi po¢tem plicnich
megakaryocytl a tizi danych plicnich chorob objektivizovanych prostfednictvim priimérné
hodnoty krevniho tlaku v plicnici (u vSech skupin piijemcit), FVC (u restrikénich chorob) a

FEV| (u obstrukénich chorob).
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S DISKUZE

5.1 Experiment 1: Histopatologické analyza ektocervikalnich biopsii netransplantovanych
déloh a korelace nalezli s provizornim skérovacim systémem rejekénich zmén

transplantovanych déloh

Tato prace vychdzi z poznatki Svédskych prikopnikii UTx, kteti jako dosud jedinou
spolehlivou a bezpecnou metodu k casné detekci rejekénich zmén oznacili histopatologické
vySetfeni materialu z ektocervikalni biopsie (Brannstrom et al., 2014). U uterinnich grafti
se konkrétn¢ hodnoti ptfitomnost akutni celularni rejekce, kterd predstavuje zatim jedinou
spolehlivé prokazanou formu manifestované alogenni reakce (Chmel et al., 2019). Jedinymi
vyjimkami byly ojedinélé piipady popisujici vyskyt protrahované smiSené celularni
a suspektni humordlni rejekce u pacientek s uterinnim alograftem (Agarwal et al., 2022;
Flyckt et al., 2020). V jednom ptipadé byla takova rejekce zalécena opakovanym podanim
thymoglobulinu (Flyckt et al., 2020). Zadna jina data ohledné existence humoralni rejekce

uterinnich graftli nejsou dosud zndma a tato oblast vyZzaduje dalsi studie.

5.1.1 Charakteristika cervikalnich lymfocytarnich infiltratd a vyznam borderline zmén

V naSem experimentu jsme histopatologicky a imunohistochemicky mapovali lymfocytarni
populace v ramci ektocervikalnich biopsii netransplantovanych déloh premenopauzalnich
zen a nalezy korelovali sprovizornim skdérovacim systémem rejekénich zmén
transplantovanych déloh (Mdlne et al., 2017). Obrazy pfipominajici borderline az rejekéni
zmény z daného systému hodnoceni rejekce byly zaznamenany v 90,4 % ektocervikélnich
biopsii premenopauzalnich Zen s vlastni délohou. Nalezy se podobaly jak na morfologicke,
tak imunohistochemické trovni. Zadna predchozi studie zatim nepopsala histopatologicky
charakter ani imunoprofil lymfocytarnich populaci v ektocervixu ve vztahu k rejekénim
zménam transplantovanych déloh. Pouze v nedavno publikované praci zabyvajici se
histopatologickym vySetfenim sedmi uterinnich explantatl, byly v jedné déloze ze Sesti
kontrolnich pfipadi popsany ,fokalni zanétlivé zmény v ektocervixu piipominajici
borderline obraz* (Broecker et al., 2021) a obdobné zanétlivé zmény byly v dalsi Cerstvé
studii oznaceny jako ,,pseudorejekcni* (Agarwal et al., 2022). Ackoli tyto ndlezy jsme
v ramci nasi prace popsali u vétSiny déloh z kohorty 54 Zen, je v budoucnu nutné ovéieni
téchto nalezti na vétSich souborech premenopauzdlnich Zen s vlastni délohou, které

neuzivaji zadny typ 1€kt ovliviijicich stav imunity.
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Diagnézu posttransplantacni  uterinni rejekce v soucasnosti stanovuje patolog
prostiednictvim histopatologického vySetieni ektocervikalni biopsie provedené v nékolika
pravidelnych intervalech pred pocetim a n¢kolikrat béhem gravidity (Brannstrom et al.,
2015, 2014; Brucker et al., 2020; Chmel et al., 2019; Ejzenberg et al., 2019). V ptipad¢
diagnozy borderline zmén je obvykle indikovéna ektocervikalni re-biopsie. Opakovani
bioptického odbéru ale mize vést k prodlouzeni intervalu do embryotransferu kvtli nutnosti
pockat na zhojeni post-bioptickych defektt délozniho ¢ipku. Protokol odbéru cervikalnich
biopsii pfitom musi byt piisn¢ dodrzovan nehled€ na nac¢asovani embryotransferu (Putman
et al., 2021). Navic, pfestoze samotna ektocervikalni biopsie je diky pferuSené senzitivni
inervaci transplantované délohy prakticky nebolestiva, zvySuje se Castym opakovanim
cervikalnich bioptickych odbért riziko komplikaci a diskomfort piijemkyn uterinniho
graftu, coz by mohlo vyvoléavat otdzky o vyuzitelnosti UTx coby nové terapeutické metody

stran jeji efektivity a bezpecnosti.

Grading organovych rejekénich zmén obecné slouzi k bezprostfednimu odhaleni
zanétlivych projevt alogenni reakce, jez by mohly vést k selhéni transplantovaného organu,
ktery je bud’ zivotn¢ dillezity (jako srdce €i plice), nebo zvysujici kvalitu Zivota (jako napt
tvat, koncetiny ¢i déloha). Grade 0 zpravidla v danych systémech oznacuje normalni nalez
bez rejekce. Bylo by predcasné tvrdit, Zze borderline kategorie z provizorniho skérovaciho
systému rejekénich zmén v ektocervikalnich biopsiich transplantovanych déloh odpovida
také normalnimu nalezu, stejné€ jako grade 0, ackoli to vysledky nasi prace naznacuji (Balko
et al., 2022a, 2022b). Na druhou stranu, byl morfologicky obraz borderline kategorie kromé
premenopauzdlnich Zen s vlastni délohou popsdn 1 u pfijemkyn uterinniho graftu
s klinickymi zndmkami rejekéniho poskozeni (Broecker et al., 2021). Je tudiZ tfeba tyto
nalezy nejprve ovéfit na vétSich kohortdch pacientek a do té doby borderline kategorii
ponechat s pfihlédnutim k tomu, Ze se jedna pouze o ,,zanétlivé zmény nejistého vyznamu*,
které neni tieba feSit podavanim imunosupresivni antirejekéni terapie. Stejny terapeuticky
postup navic navrhuji i recentné publikované prace (Agarwal et al., 2022; Kudose et al.,

2022).

5.1.2 Imunohistochemicky profil cervikalnich lymfocytarnich infiltratd

Pro imunohistochemické mapovani lymfocytarnich populaci v ektocervixu a endocervixu
jsme sestavili podobny panel protilatek, jaky je vyuzivany v oveéfovani rejekcnich zmén u
fady jinych transplantovanych organa (napft. plic, srdce a ledvin). Jednalo se o protilatky

proti markerim CD45RO, CDS8, CD4, CD20 a C4d. Imunohistochemicka analyza
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lymfocytarnich populaci ektocervixu potvrdila, ze vétSinu zanétlivych elementl tvori
aktivované T-lymfocyty (v naSi studii ve vSech pfipadech prokazané expresi
imunohistochemického markeru CD45R0O). Obdobny nélez byl potvrzen v normalnim
déloznim ¢ipku (Poppe et al., 1998) i v ektocervixu uterinnich grafti (Mdlne et al., 2017).
Vysledky tedy wukazuji velmi podobny imunoprofil lymfocytarnich infiltrata
v netransplantovanych délohach jako u rejekénich infiltrati uterinnich graftd. Detailni
imunohistochemicka charakteristika rejekénich infiltrath byla popséna 1 v rdmci jinych
organovych transplantaci, napi. LTx (de Blic et al., 1992). Nékteré prace ukazaly, ze u
rejekce byvd pomérné typickd pievaha T-lymfocyti nad B-bunikami, navic s vySSim
pomérem CDS8 pozitivnich cytotoxickych bunék nad CD4 pozitivnimi helpery (Cheng et al.,
2013; Gelman et al., 2008). Obdobné zastoupeni téchto bunék bylo patrné i v ektocervixu
vétSiny pacientek znasi kohorty. Rozpoznat v ektocervixu nerejekéni lymfocytarni
infiltraty od hrani¢né rejekcnich je tudiz kromé histopatologické morfologie nemozné i na

urovni exprese proteintl.

Cast studovanych lymfoidnich bunék nebyla pozitivni ani v jednom ze zakladnich
lymfocytarnich markerd (CD20, CD8 a CD4) - tyto buiiky by mohly odpovidat NK-
bunkam, NK/T ¢i Treg lymfocytlim, jejichZ imunohistochemicky profil v§ak nebyl v ramci
experimentu vySetfovan. Navrzeny panel vySetfovanych imunohistochemickych markeri
by tedy mohl byt rozsifen o dalsi protilatky, zeyména cilenym na antigen CD56 coby marker

predevs§im NK-bungk.

PrestoZze ani na imunohistochemické urovni nelze prostfednictvim zdkladnich markert
odlisit fyziologické lymfocytarni infiltraty ektocervixu od hrani¢nich celularnich rejekénich
zmén uterinnich graftl, 1ze tak ucinit u vyssich stupni rejekce. Zde jsou totiz lymfocyty
v infiltratech doprovazeny i jinymi zanétlivymi bunikami a morfologicky patrnymi
regresivnimi zménami, které pomohou spravnou diagnézu urcit. Mezi takové zmény se fadi
edém stromatu a regrese ektocervikalni vystelky, konkrétné apoptdzy keratinocyti az
redukce $ite epitelu a piipadné ulcerace (Mélne et al., 2017). Nove se navrhuje zohlednit i
perivaskularni zanétlivé zmény a defekty kapilar s naslednym krvacenim do intersticia

(Agarwal et al., 2022; Kudose et al., 2022).

Odliseni rejekce od nehnisavych zanéth infekéni (virové) ¢i autoimunitni etiologie je

v transplantaéni mediciné obecné problematické, a kromé histopatologie vyzaduje
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multidisciplindrni feSeni se zhodnocenim klinického nalezu a vySetfenimi 1 jinymi

metodami (mikrobiologie, sérologie atd.).

5.1.3 Rozdily mezi ektocervikalnimi a endocervikalnimi nalezy

Ke spravné interpretaci ektocervikalnich biopsii je v kazdém piipadé nutné dodrzovat
optimalni techniku i misto odbéru vzork podle stanovenych protokolt. Vysledky nasi prace
totiz ukazuji, ze existuji vyznamné rozdily mezi lymfocytarnimi populacemi ektocervixu a
endocervixu. V endocervikalnim intersticiu byly v nasi kohorté¢ premenopauzalnich zen
s netransplantovanou d¢lohou prokazany lymfocytarni infiltraty, které v navrzeném
semikvantitativnim skdérovacim systému dosahovaly vysSich kategorii v porovnani
s ektocervikalnimi odbéry. Vzhledem k doporu¢ovanému odbéru ektocervikalnich biopsii
z oblasti pobliz transformacni zoény a endocervikdlniho kandlu (Mdlne et al., 2017) ale
mohou byt v ziskaném materidlu snadno zastizeny i tseky endocervixu. Pak hrozi riziko
nespravné interpretace zde pfitomnych napadnéjSich lymfocytarnich infiltratd coby
rejekénich zmén a to véetné jejich vysSich stupnii. Stat se tak mliZe pti hodnoceni tsekt
stromatu endocervixu bez zastizenych endocervikélnich Zzlazek/krypt ¢i povrchového
epitelu. Pfedchéazet tomuto diagnostickému omylu Ize pfedevsim co nejptfesnéj§im odbérem
ektocervikalni biopsie, ktery vyzaduje zapojeni zkuSeného gynekologa a idealné vyuZziti
kolposkopické kontroly. Tento postup umoziuje identifikovat optimalni misto bioptického
odbéru 1 minimalizovat riziko neadekvétniho samplingu napf. z jizvy po prechozi biopsii.
NaSe prace vSak nabizi feSeni 1 pro piipady, kdy uz k nevhodnému odbéru doslo a
v materialu se nachazi pouze endocervikalni stroma s hojnymi lymfocyty. Ty totiZ mohou
byt odliSeny imunohistochemicky, protoZe jak patrno z vysledkli naSeho mapovani
lymfocytli, v endocervixu se nachazeji cCetné CD20 pozitivni B-buiiky, které jsou

v ektocervixu zastizeny pouze vzacné.

5.1.4 Role menstruac¢niho cyklu na cervikalni lymfocytarni populace

Ackoli pomér cervikalnich biopsii nabranych v proliferaéni (n = 26) a sekre¢ni fazi (n = 28)
menstruacniho cyklu byl témét vyrovnany, meziskupinové srovnani nepotvrdilo vliv
menstruace na celularni zanétlivé infiltratu v ektocervixu co do jejich kvality ani kvantity,

obdobn¢ jako to naznacuje i jina studie (Poppe et al., 1998).
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5.2 Experiment 2: Mapovani plicnich megakaryocytii v explantovanych plicich po

transplantaci

5.2.1 Vyzkumné vyuziti bioptického materidlu z LTx programu

V ramci tohoto experimentu jsme vyuzivali unikatni biopticky materidl z transplanta¢niho
programu plic, ktery oproti jinym vzorkiim skytd fadu vyhod a nabizi moznosti vysetfeni,
kterd u jinych typti odbérh tkani nejsou mozna. Explantaty plic pfijemct se mnozstvim
biologického materialu vyrovnaji jednostranné ¢i Castéji dokonce oboustranné
pneumektomii. Navic indikace, které k nim vedou, se v jinych situacich zpravidla
chirurgicky nefesi. Proto je v ramci LTx mozné ziskat a vysetfit velké mnozstvi terminalné
poskozeného plicniho parenchymu, ktery by jinak byl u zivych pacienti dostupny
maximalné v podobé milimetrovych vzorkli odebranych prostfednictvim transbronchialni
biopsie ¢i kryobiopsie. Na rozdil od nekroptického materidlu je u plicnich explantati
pfijemcii navic minimalizovano riziko autolyzy okamzitou pooperacni formolovou fixaci.
Z vyzkumného hlediska je tak mozné studium riznych plicnich chorob, zejména
restrikéniho, obstrukéniho ¢i vaskularniho charakteru, které predstavuji hlavni indikace

k provedeni LTx.

Obdobn¢ existuje v ramci LTx programu i moznost obdrzet neposSkozené plice darct
v mnozstvi materidlu odpovidajicimu plicni lobektomii (v piipadé ,,oversized* plic) ¢i
jednostranné pneumektomii (v pfipadech SLTx). Ackoli tyto plice pochazi z kadaveri po
mozkové smrti, tak byly vySetfeny a vyhodnoceny jako dostatecné zdravé a vhodné pro
LTx. I pres sviij kadaverozni ptivod také nejsou prilis zatizeny autolyzou, protoze po odbéru
z téla darce jsou okamzité proplachnuty prezervaénim roztokem (Perfadex) a doba jejich
studené ischemie nesmi piekrocit osm hodin. V piipad€, ze nejsou béhem chirurgického
vykonu vyuzity, napf. z divodu ptiliSné velikosti viici hrudni dutiné piijemce ¢i pii SLTx,
jsou chirurgicky redukovéany. Resekované ¢asti (zpravidla lingula levé plice a stfedni lalok
pravé plice; v ptipadé SLTx celé plicni kiidlo) jsou ihned fixovany ve formolu, ¢imz je opét
eliminovano riziko jejich autolytického znehodnoceni. Z téchto divodli ptedstavuji
explantaty z transplanta¢niho programu optimalni zdroj tkani pro vyzkumné tcely a byly
v ramci této prace vyuzity ke studiu primarnich plicnich chorob vedoucich k nutnosti LTx.
Dany postup sliboval presnéjsi vysledky, nez podobné predchozi studie provedené na
nekroptickém materidlu s vy$Sim rizikem autolytickych zmén (Sharma and Talbot, 1986;

Soares, 1992).
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5.2.2 Primérné pocty plicnich megakaryocytt

Tato studie byla primarné zamétena na mapovani plicnich megakaryocyt v explantatech
plic piijemct indikovanych k LTx. Jako kontrolni skupinu jsme vybrali relativné ,,zdravé*
plicni explantaty kadaverdznich darcti bez prokdzaného plicniho onemocnéni. Plicni
megakaryocyty jsme zvolili, protoze jsme ve starSich studiich narazili na moznou spojitost
mezi jejich abnormalni funkci a vaskularnimi chorobami (Brown and Martin, 1994; Mandal
et al.,, 2007; Martin et al., 1983). Nami namétené hodnoty poctu plicnich megakaryocytt
vykazovaly znacnou interindividudlni variabilitu. I pfesto jsme vypozorovali urcité
tendence k odliSnému primérnému poctu plicnich megakaryocytii mezi jednotlivymi
skupinami pacientii. Tento nalez se nasledné podatilo podpofit priikkazem statisticky
vyznamnych rozdili mezi vSemi tfemi kohortami pfijemct a kontrolni skupinou darct.
Primérny pocet danych bunék v plicich kadaver6znich darci byl mirné vyssi (konkrétné
33,55 megakaryocyti/cm?) nez v predchozich studiich (Sharma and Talbot, 1986; Soares,

1992) - snad prave z divodi minimalizace autolytickych zmén diky vyuziti LTx materialu.

5.2.3 Plicni megakaryocyty piijemct s vaskularnimi plicnimi chorobami

Nejvyssi primérny pocet plicnich megakaryocyti jsme naméfili v kohorté piijemcii
s diagndzami vaskularnich plicnich chorob, ktery dosahl hodnoty 225 megakaryocytii/cm?.
V piipadé, Ze byli v dané skupiné vySetfeni izolované pacienti s IPAH, se tato hodnota jesté
zvysila na podet 264,5 megakaryocytii/cm?. Oproti populaci darcti jde o statisticky
ptijemcd, u kterych byly hladiny plicnich megakaryocyti nizsi nez v kohorté darcii. Kromé
kvantitativnich odliSnosti jsme zastihli i1 kvalitativni rozdily plicnich megakaryocyti u
jedinct s vaskuldrnimi plicnimi 1ézemi. Zejména tendence ke shlukovani az tvorbé
aglomeratl danych bun¢k a jejich napadné vétsi velikosti, respektive CastéjSimu nélezu
velkych forem (u 70 % pacientit). U jinych kohort nebylo shlukovani megakaryocytt patrné

v zadném z ptipadil a nalez cytomorfologicky velkych forem byl vzacny.

Népadné rozdily v poctu, morfologii 1 distribuci plicnich megakaryocyti ve vzorcich IPAH
pacientl vyvolavaji podezieni, ze by se tyto buniky mohly podilet na etiopatogenezi zminéné
choroby, obzvlasté prihlédneme-li k jejich uvedené roli v tvorbé desticek (Lefrancais et al.,
2017; Levine et al., 2009; Martin et al., 1983; Pedersen, 2009; Trowbridge et al., 1982).
Tuto tezi podporuji nedavné ditkazy o klicové roli desticek pii vzniku plicni hypertenze

(Kazimierczyk et al., 2019; Kazimierczyk and Kaminski, 2018; Zanjani, 2012). Nékteré
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wrwe

piestavbu plicnich arterii (Humbert et al., 1998; Zheng et al., 2015), ale také ze
trombogenezi a angiogenezi dokazi iniciovat i n¢které¢ produkty megakaryocytl. Jedna se
konkrétné o protrombogenni a proangiogenni faktory jakymi jsou napt. von Willebrandiv
faktor, vaskularni endotelialni ristovy faktor A, fibroblastovy rstovy faktor 2, epidermalni
rustovy faktor, destickovy rustovy faktor a metalopeptidaza 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 byva u IPAH pacienti dokonce zvySena
(Collados et al., 1999).

Ptipadna porucha fragmentace cytoplazmy megakaryocytl by pak mozna dokazala vysvétlit
Casty vyskyt velkych forem téchto bun¢k v tak vysokych poctech v plicnim parenchymu
IPAH pacientt, jako jsme popsali v nasi studii. Data podporujici myslenku o poruse tvorby
desticek z megakaryocytl 1ze najit ve studii, ktera naznacuje, ze u IPAH pacientli dochézi
k jejich zvysené obméné (Kéreveur et al., 2000). Navic podobné abnormality v poctu,
morfologii a distribuci megakaryocyti lze detekovat u myelodysplazii a
myeloproliferativnich chorob kostni dfené, ktera predstavuje primarni rezervoar
megakaryocytarni fady. Pro nckteré ztéchto poruch kostni dien¢ je dokonce obdobné
shlukovani megakaryocytti v drobné klastry typické. Pro potvrzeni téchto hypotéz je vSak

zapotiebi ziskat obsahlejsi mnozstvi dat na vétSich kohortach pacientd.

Faktorem svédc¢icim proti prostému stfadani megakaryocyti v plicnich cévach postizenych
IPAH je prukaz téchto bun¢k v lumen kapilar interalveoldrnich sept, kde byly detekovany
ve vSech ptipadech. V tomto misté¢ se dané¢ bunky nemohou pouze hromadit vlivem
zizeného lumen arterii, protoze kapilarni fecisté se nachazi az za stenotizovanymi tepnami,
kterymi tedy megakaryocyty musely nejprve projit, aby se dostaly az do kapilar
interalveolarnich sept. ZvysSeny pocet plicnich megakaryocyti tudiz nelze vysvétlit prostou

prestenotickou stazou krve, ve které by byly obsazeny.

5.2.4 Plicni megakaryocyty piijemct s restrikénimi a obstrukénimi plicnimi chorobami

Ve zbyvajicich skupindch LTx pfijemct byl primémy pocet plicnich megakaryocyti
v porovndni s kontrolni skupinou dércii niz8i. Nejniz§i byl u pacientl s restrikénimi
chorobami plic (5,8 bunék/cm?) a o néco vyssi u pacientd s obstrukénimi chorobami plic

(11,9 bungk/cm?). Oba rozdily byly vii¢i kontrolni skupiné prokazany jako statisticky
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vyznamné s p < 0,0001 (restrik¢ni plicni nemoci) a p < 0,001 (obstrukéni plicni nemoci).
Tyto fenomény lze v obou piipadech vysvétlit ztratou funkéniho plicniho parenchymu,
konkrétné interalveolarnich sept, ve kterych jsme ve vSech ptipadech vsech kohort dané
buniky prokazali. V rdmci restrikénich plicnich chorob dochéazi ke ztraté téchto struktur
vlivem jizevnaté fibrotizace intersticia s jeho rozsifenim a splyvanim jednotlivych sept. U
obstrukcnich plicnich chorob typu CHOPN se pocet interalveolarnich sept snizuje
destrukénim mechanizmem za vzniku ,air-trappingu® s naslednymi emfyzemat6znimi

zménami charakterizovanym ubytkem stén alveolt a ve vysledku snizenym povrchem plic.

5.2.5 Silné a slabé stranky experimentu

Tato studie mé urcité limitace — analyzuje pomérné¢ malé skupiny pacientll a k potvrzeni
obdrZenych dat je zapotiebi dalSich studii na vétSich kohortach. Urcity nedostatek by bylo
mozné vidét i v proplachnuti darcovskych plic prezervaénim roztokem (Perfadex), ktery by
mohl zkreslit skutecné pocty intravaskuldrnich bunécnych populaci. Avsak i ptes aplikaci
zminéného roztoku nebyl pii histopatologickém vySetfeni v cévach patrny Zadny rozdil
v mnozstvi bunék vii¢i plicim ptijemct ani na mikroskopické trovni. Déle je také jasné, Ze
darcovské plice nemohou byt povazovany za absolutné zdravé, jelikoz pochazi od
kadaveroznich darct po mozkové smrti, béhem které dochazi k endotelialnimu poSkozeni a
zvySené permeabilité¢ plicnich kapilar se vznikem neurogenniho edému plic (Busl and

Bleck, 2015).

Nase prace ma ale i fadu silnych stranek. Podle naSich poznatkt se jednd o prvni studii,
popisujici populace plicnich megakaryocytli na zdkladé lidského bioptického materidlu,
v tomto piipadé ziskaného vramci LTx programu. Diky tomu bylo mozné studovat
histopatologicky rozsahlou plochu plicniho parenchymu (cm?) ovlivnéného variabilnimi
chorobami bez jakéhokoli pfidaného rizika pro pacienty. Ziskat takové mnoZstvi plicniho
parenchymu jinymi typy bioptického odbéru neni prakticky mozné. Pfedchozi obdobné
studie vyuzivaly pro stejny ucel mysich modell (Yeung et al., 2020) ¢i nekroptickych
vzorkli (Sharma and Talbot, 1986; Soares, 1992).

NejvyznamnéjSim vysledkem této Casti nasi prace je, Ze popisuje znacné odliSné hladiny

plicnich megakaryocytii na zakladé definovanych primarnich plicnich postizeni a zfetelné

ukazuje kvantitativni a kvalitativni abnormity u IPAH pacient. Tyto vysledky korelu;ji
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s nedavnymi diikazy o roli desti¢ek pii rozvoji plicni hypertenze (Kazimierczyk et al., 2019;

Kazimierczyk and Kaminski, 2018; Zanjani, 2012).
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6 ZAVER

V naSi praci ukazujeme dllezitost histopatologického vySetfeni v transplantacnim
programu, které dodnes nebylo zcela nahrazeno zadnou jinou metodou k diagnostice rejekce
organovych Stépli. Hodnoceni rejekénich zmén zpravidla vychazi z mezinarodné
ustanovenych skérovacich systémi, které jsou prubézné aktualizovany odbornymi
spole¢nostmi. V nasi praci uvadime data, kterd lze vyuzit ke zméné zatim provizorniho
skorovaciho systému relativné nové metody transplantace d€lohy. V ramci zpiesnéni
tkanové diagnostiky uterinnich graftli navic predstavujeme i imunohistochemicky znak

pouzitelny k odliSeni pseudorejekcnich infiltratt endocervixu.

Krom¢ prikazu rejekce v darovaném organu mize patolog piispét 1 ndlezem
morfologickych znakli v orgdnu piijemce, které mohou pomoci osvétlit etiopatogenezi
primarnich onemocnéni, kterd vedla k potfebé transplantace. V nasi praci jsme odhalili

potencionalni etiologicky faktor u idiopatické plicni hypertenze.

Obé¢ dvé casti prace presahly ocekavané cile a naplnily stanovené hypotézy, ¢imz oziejmily
nové poznatky v tkanové diagnostice darci i pfijemcl, navic hned ve dvou riznych
organovych transplantacnich programech. Tyto nélezy by mohly vést k presné;si
histopatologické diagnostice pacientli v transplantacnim programu, od které se odviji cela
naslednd péce, zejména pak management rejekce graftu. Celkové jsou vysledky
experimentll provedenych v ramci této prace podnétem k dalSim studiim na vétSich

kohortach pacientti, které by mohly jejich vysledky jednoznacné potvrdit.
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7 SHRNUTI

7.1 Experiment 1: Histopatologické analyza ektocervikalnich biopsii netransplantovanych
déloh a korelace nalezli s provizornim skérovacim systémem rejekénich zmén

transplantovanych déloh

Podle nasich poznatk je tato prospektivni nerandomizovana studie prvni praci srovnavajici
histopatologické a  imunohistochemické nalezy v ektocervikalnich  biopsiich
premenopauzdlnich Zen s provizornim skoérovacim systémem rejekénich zmén uterinnich
graftl. V této praci jsme prokézali piekryvny histopatologicky a imunohistochemicky obraz
ektocervikalnich lymfocytarnich infiltratti s borderline kategorii zminéného provizorniho
skorovaciho systému rejekce pouzZivaného v predchozich UTx studiich. Tento nalez
naznacuje, ze podavani imunosupresivni terapie pacientkdm s transplantovanou délohou
neni v ptipad¢ diagnozy borderline zmén nutné. Také tim vyvstava otdzka, zda je v téchto
pfipadech nutnd re-biopsie uterinniho graftu, ktera vede k prodlouzeni doby do
embryotransferu. K ptipadnému definitivnimu zruSeni borderline kategorie ze skorovaciho
systému rejek¢nich zmén je vSak zapotfebi potvrzeni danych vysledkli na vétsi kohorté
pacientek.

Nase studie zaroven pfispiva ke zptesnéni tkanové diagnostiky uterinnich graftii nalezem
uzite¢ného diagnostického znaku, ktery umoziuje identifikovat neadekvatné odebrané
struktury endocervixu v materidlu z ektocervikélni biopsie. Ve stromatu endocervixu jsme
totiz prokazali vyrazn€j$i zanétlivé zmény, na kterych se vSak oproti ektocervixu vyraznéji

podili 1 B-lymfocyty.

7.2 Experiment 2: Mapovani plicnich megakaryocyti v explantovanych plicich po

transplantaci

Tato studie se zaméfila na mapovani plicnich megakaryocytii v plicich LTx darct bez
ptedchoziho plicniho onemocnéni a LTx pfijemct s riznymi plicnimi chorobami. Pacienti
trpici idiopatickou plicni arterialni hypertenzi (IPAH) vykazovali morfologické odlisnosti a
vyrazn€ vyssi pocty plicnich megakaryocytl, které se ukéazaly byt statisticky vyznamné
v porovnani se vSemi ostatnimi skupinami. Tento ndlez by mohl ptispét k objasnéni ptivodu

vazokonstrikce, trombotizace a cévni ptestavby plicniho feciSté — tj. vSech zakladnich
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mechanizmti vedoucich k rozvoji IPAH, jelikoz u fady produktt desti¢ek a megakaryocyta

roste podezieni, ze jsou schopny tyto procesy vyvolavat.
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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

To our knowledge, this prospective non-randomized study was the first to assess the
histopathological and immunohistochemical findings of ectocervical biopsies in
premenopausal women in relation to the provisional scoring system of rejection changes in
transplanted uteri. Our study showed similar histopathological and immunohistochemical
findings to the borderline category of the above mentioned scoring system of rejection used
in previous UTx studies. 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. However, similar studies are required to validate
our findings before this category is fully eliminated.

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 increasing evidence of several products of platelets

and megakaryocytes to be capable of triggering such processes.

70



9 LITERATURA

Agarwal, A., Johannesson, L., Findeis, S.K., Punar, M., Askar, M., Ma, T.-W., Pinto,
K., et al. (2022). Clinicopathological analysis of uterine allografts including
proposed scoring of ischemia reperfusion injury and T-cell-mediated rejection-
Dallas uterus transplant study: A pilot study. Transplantation 106, 167-177.

Aigner, C., Jaksch, P., Taghavi, S., Wisser, W., Marta, G., Winkler, G., Dekan, G.,
et al. (2005). Donor total lung capacity predicts recipient total lung capacity after
size-reduced lung transplantation. J Heart Lung Transplant 24, 2098-2102.

Andrae, J., Gallini, R., Betsholtz, C. (2008). Role of platelet-derived growth factors in
physiology and medicine. Genes Dev 22, 1276—-1312.

Balko, J., Novackova, M., §kapa, P., Pastor, Z., Chmel, R., Zamec¢nik, J., Chmel, R.
(2022a). Histopathological examination of the ectocervical biopsy in non-
transplanted uteri: A study contributing to the provisional scoring system of
subclinical graft rejection after uterus transplantation. Acta Obstet Gynecol Scand
101, 37-45.

Balko, J., Zamecnik, J., Chmel, R. (2022b). Transplantace délohy v 1écbé zenské
neplodnosti z pohledu patologa. Cesk Patol 58, 57—60.

Brinnstrom, M., Dahm Kihler, P., Greite, R., Mdlne, J., Diaz-Garcia, C., Tullius,
S.G. (2018). Uterus transplantation: A rapidly expanding field. Transplantation 102,
569-5717.

Brinnstrom, M., Johannesson, L., Bokstrom, H., Kvarnstrom, N., Molne, J., Dahm-
Kibhler, P., Enskog, A., et al. (2015). Livebirth after uterus transplantation. Lancet
385, 607-616.

Brinnstrom, M., Johannesson, L., Dahm-Kihler, P., Enskog, A., Mdolne, J.,
Kvarnstrom, N., Diaz-Garcia, C., et al. (2014). First clinical uterus transplantation
trial: a six-month report. Fertil Steril 101, 1228—-1236.

Bravo, C., Roldan, J., Roman, A., Degracia, J., Majo, J., Guerra, J., Monforte, V.,
et al. (2005). Tuberculosis in lung transplant recipients. Transplantation 79, 59—64.

Broecker, V., Brinnstrom, M., Ekberg, J., Dahm-Kéhler, P., Moélne, J. (2021).
Uterus transplantation: Histological findings in explants at elective hysterectomy.
Am J Transplant 21, 798-808.

Brown, A.S., Martin, J.F. (1994). The megakaryocyte platelet system and vascular
disease. Eur J Clin Invest 24, 9-15.

71



Brucker, S.Y., Strowitzki, T., Taran, F.-A., Rall, K., Scholler, D., Hoopmann, M.,
Henes, M., et.al. (2020). Living-Donor uterus transplantation: Pre-, intra-, and
postoperative parameters relevant to surgical success, pregnancy, and obstetrics with
live births. J Clin Med 9, 2485.

Busl, K.M., Bleck, T.P. (2015). Neurogenic Pulmonary Edema. Crit Care Med 43,
1710-1715.

Chadimova, M., Kodetova, D., Lischke, R., Simonek, J., Pozniak, J., Pafko, P.
(2015). Transplantace plic v Ceské republice — z pohledu patologa. Cesk Patol 51,
175-180.

Chambers, D.C., Yusen, R.D., Cherikh, W.S., Goldfarb, S.B., Kucheryavaya, A.Y.,
Khusch, K., Levvey, B.J., et al. (2017). The registry of the International society for
heart and lung transplantation: Thirty-fourth adult lung and heart-lung
transplantation report-2017; Focus theme: Allograft ischemic time. J Heart Lung
Transplant 36, 1047-1059.

Cheng, L., Guo, H., Qiao, X., Liu, Q., Nie, J., Li, J., Wang, J., et al. (2013). T cell
immunohistochemistry refines lung transplant acute rejection diagnosis and grading.
Diagn Pathol 8, 168.

Chmel, R., Cekal, M., Pastor, Z., Chmel, R., Paulasova, P., Havlovicova, M., Macek,
et al. (2020a). Assisted reproductive techniques and pregnancy results in women
with ~ Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser =~ syndrome  undergoing  uterus
transplantation: The Czech experience. J Pediatr Adolesc Gynecol 33, 410—414.

Chmel, R., Novackova, M., Cekal, M., Chmel, R., Pastor, Z. (2021). Current ethical
aspects of absolute uterine factor infertility treatment using uterus transplantation.
Ceska Gynekol 86, 40-45.

Chmel, R., Novackova, M., JanousSek, L., Matécha, J., Pastor, Z., MaluSkova, J.,
Cekal, M., et al. (2019). Revaluation and lessons learned from the first 9 cases of a
Czech uterus transplantation trial: Four deceased donor and 5 living donor uterus
transplantations. Am J Transplant 19, 855-864.

Chmel, R., Novackova, M., Pastor, Z. (2020b). Lessons learned from the Czech uterus
transplant trial related to surgical technique that may affect reproductive success.
Aust N Z J Obstet Gynaecol 60, 625-627.

Chmel, R., Novackova, M., Pastor, Z., Fronék, J. (2018). The interest of women with
Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser syndrome and laparoscopic Vecchietti neovagina

in uterus transplantation. J Pediatr Adolesc Gynecol 31, 480—484.

72



Collados, M.T., Sandoval, J., Lopez, S., Masso, F.A., Paez, A., Borbolla, J.R.,
Montafio, L.F. (1999). Characterization of von Willebrand factor in primary
pulmonary hypertension. Heart Vessels 14, 246-252.

Dahm-Kihler, P., Diaz-Garcia, C., Brinnstrom, M. (2016). Human uterus
transplantation in focus. Br Med Bull 117, 69-78.

de Blic, J., Peuchmaur, M., Carnot, F., Danel, C., Deruesne, M., Reynaud, P.,
Scheinmann, et al. (1992). Rejection in lung transplantation--an
immunohistochemical study of transbronchial biopsies. Transplantation 54, 639—
644.

de Jesus Peixoto Camargo, J., Marcantonio Camargo, S., Marcelo Schio, S., Noguchi
Machuca, T., Adélia Perin, F. (2008). Hyperacute rejection after single lung
transplantation: a case report. Transplant Proc 40, 867—869.

de Vito Dabbs, A., Hoffman, L.A., Iacono, A.T., Zullo, T.G., McCurry, K.R.,
Dauber, J.H. (2004). Are symptom reports useful for differentiating between acute
rejection and pulmonary infection after lung transplantation? Heart Lung 33, 372—
380.

Ejzenberg, D., Andraus, W., Baratelli Carelli Mendes, L.R., Ducatti, L., Song, A.,
Tanigawa, R., Rocha-Santos, V., et al. (2019). Livebirth after uterus
transplantation from a deceased donor in a recipient with uterine infertility. Lancet
392, 2697-2704.

Fageeh, W., Raffa, H., Jabbad, H., Marzouki, A. (2002). Transplantation of the human
uterus. Int J Gynaecol Obstet 76, 245-251.

Flyckt, R., Falcone, T., Quintini, C., Perni, U., Eghtesad, B., Richards, E.G., Farrell,
R.M., et al. (2020). First birth from a deceased donor uterus in the United States:
from severe graft rejection to successful cesarean delivery. Am J Obstet Gynecol
223, 143-151.

Folch, M., Pigem, 1., Konje, J.C. (2000). Miillerian agenesis: etiology, diagnosis, and
management. Obstet Gynecol Surv 55, 644—649.

Frost, A.E., Jammal, C.T., Cagle, P.T. (1996). Hyperacute Rejection Following Lung
Transplantation. Chest 110, 559-562.

Gelman, A.E., Okazaki, M., Lai, J., Kornfeld, C.G., Kreisel, F.H., Richardson, S.B.,
Sugimoto, S., et al. (2008). CD4+ T lymphocytes are not necessary for the acute

rejection of vascularized mouse lung transplants. J Immunol 180, 4754-4762.

73



Glanville, A.R., Verleden, G.M., Todd, J.L., Benden, C., Calabrese, F., Gottlieb, J.,
Hachem, R.R., et al. (2019). Chronic lung allograft dysfunction: Definition and
update of restrictive allograft syndrome-A consensus report from the Pulmonary
Council of the ISHLT. J Heart Lung Transplant 38, 483—492.

Haas, M., Sis, B., Racusen, L.C., Solez, K., Glotz, D., Colvin, R.B., Castro, M.C.R.,
et al. (2014). Banff 2013 meeting report: inclusion of c4d-negative antibody-
mediated rejection and antibody-associated arterial lesions. Am J Transplant 14,
272-283.

Hachem, R.R. (2012). Antibody-mediated lung transplant rejection. Curr Respir Care
Rep 1, 157-161.

Hachem, R.R. (2011). Antibodies to human leukocyte antigens in lung transplantation.
Clin Transpl 327-332.

Hachem, R.R., Khalifah, A.P., Chakinala, M.M., Yusen, R.D., Aloush, A.A.,
Mohanakumar, T., Patterson, G.A., et al. (2005). The significance of a single
episode of minimal acute rejection after lung transplantation. Transplantation 80,
1406-1413.

Hardy, J., Webb, W., Dalton, M., Walker, G. (1963). Lung homotransplantation in
man. JAMA 186, 1065-1074.

Hopkins, P.M., Aboyoun, C.L., Chhajed, P.N., Malouf, M.A., Plit, M.L., Rainer,
S.P., Glanville, A.R. (2004). Association of minimal rejection in lung transplant
recipients with obliterative bronchiolitis. Am J Respir Crit Care Med 170, 1022—
1026.

Humbert, M., Monti, G., Fartoukh, M., Magnan, A., Brenot, F., Rain, B., Capron,
F., et al. (1998). Platelet-derived growth factor expression in primary pulmonary
hypertension: comparison of HIV seropositive and HIV seronegative patients. Eur
Respir J 11, 554-559.

Husain, A.N., Siddiqui, M.T., Holmes, E.W., Chandrasekhar, A.J., McCabe, M.,
Radvany, R., Garrity, E.R. (1999). Analysis of risk factors for the development of
bronchiolitis obliterans syndrome. Am J Respir Crit Care Med 159, 829-833.

Italiano, J.E., Richardson, J.L., Patel-Hett, S., Battinelli, E., Zaslavsky, A., Short, S.,
Ryeom, S., et al. (2008). Angiogenesis is regulated by a novel mechanism: pro- and
antiangiogenic proteins are organized into separate platelet o granules and

differentially released. Blood 111, 1227-1233.

74



Johannesson, L., Testa, G., Putman, J.M., McKenna, G.J., Koon, E.C., York, J.R.,
Bayer, J., et al. (2021). Twelve live births after uterus transplantation in the Dallas
uterus transplant study. Obstetrics and gynecology 137, 241-249.

Kazimierczyk, R., Blaszczak, P., Jasiewicz, M., Knapp, M., Ptaszynska-
Kopczynska, K., Sobkowicz, B., Waszkiewicz, E., et al. (2019). Increased platelet
content of SDF-lalpha is associated with worse prognosis in patients with
pulmonary prterial hypertension. Platelets 30, 445-451.

Kazimierczyk, R., Kaminski, K. (2018). The role of platelets in the development and
progression of pulmonary arterial hypertension. Adv Med Sci 63, 312-316.

Kéreveur, A., Callebert, J., Humbert, M., Hervé, P., Simonneau, G., Launay, J.-M.,
Drouet, L. (2000). High plasma serotonin levels in primary pulmonary
hypertension. Arterioscler Thromb Vasc Biol 20, 2233-2239.

Kudose, S., Ratner, L., Batal, 1. (2022). Histopathologic grading of uterine allograft
rejection: The beginning of a long journey. Transplantation 106, 22-23.

Lee, S., Chen, T.T., Barber, C.L., Jordan, M.C., Murdock, J., Desai, S., Ferrara, N.,
et al. (2007). Autocrine VEGF Signaling Is Required for Vascular Homeostasis. Cell
130, 691-703.

Lefaucheur, C., Nochy, D., Andrade, J., Verine, J., Gautreau, C., Charron, D., Hill,
G.S., et al. (2009). Comparison of combination Plasmapheresis/IVIg/anti-CD20
versus high-dose IVIg in the treatment of antibody-mediated rejection. Am J
Transplant 9, 1099-1107.

Lefrancais, E., Ortiz-Muiioz, G., Caudrillier, A., Mallavia, B., Liu, F., Sayah, D.M.,
Thornton, E.E., et al. (2017). The lung is a site of platelet biogenesis and a reservoir
for haematopoietic progenitors. Nature 544, 105-109.

Levine, D.J., Glanville, A.R., Aboyoun, C., Belperio, J., Benden, C., Berry, G.J.,
Hachem, R., et al. (2016). Antibody-mediated rejection of the lung: A consensus
report of the International Society for Heart and Lung Transplantation. J Heart Lung
Transplant 35, 397-406.

Levine, R.F., Eldor, A., Shoff, P.K., Kirwin, S., Tenza, D., Cramer, E.M. (2009).
Circulating megakaryocytes: Delivery of large numbers of intact, mature
megakaryocytes to the lungs. Fur J Haematol 51, 233-246.

Lischke, R., Simonek, J., Pozniak, J., Schiitzner, J., Pafko, P. (2011). Transplantace
plic. Rozhl Chir 90, 612—-620.

75



Lotz, M. (2018). Uterus transplantation as radical reproduction: Taking the adoption
alternative more seriously. Bioethics 32, 499-508.

Mandal, R. v., Mark, E.J., Kradin, R.L. (2007). Megakaryocytes and platelet
homeostasis in diffuse alveolar damage. Exp Mol Pathol 83, 327-331.

Martin, J.F., Slater, D.N., Bridge, Trowbridge, E.A. (1983). Abnormal intrapulmonary
platelet production: a possible cause of vascular and lung disease. Lancet 321, 793—
796.

Martinu, T., Chen, D.-F., Palmer, S.M. (2009). Acute rejection and humoral
sensitization in lung transplant recipients. Proc Am Thorac Soc 6, 54—65.

Molne, J., Broecker, V., Ekberg, J., Nilsson, O., Dahm-Kihler, P., Brannstrom, M.
(2017). Monitoring of human uterus transplantation with cervical biopsies: A
provisional scoring system for rejection. Am J Transplant 17, 1628—1636.

Morrell, M.R., Pilewski, J.M., Gries, C.J., Pipeling, M.R., Crespo, M.M., Ensor,
C.R., Yousem, S.A., et al. (2014). De novo donor-specific HLA antibodies are
associated with early and high-grade bronchiolitis obliterans syndrome and death
after lung transplantation. J Heart Lung Transplant 33, 1288—1294.

Ofek, E., Sato, M., Saito, T., Wagnetz, U., Roberts, H.C., Chaparro, C., Waddell,
T.K., et al. (2013). Restrictive allograft syndrome post lung transplantation is
characterized by pleuroparenchymal fibroelastosis. Mod Pathol 26, 350-356.

Pafko, P., Schiitzner, J., Lischke, R., David, 1., gpatenka, J. (1999). The first
sequential transplantation of both lungs in the Czech Republic. Rozhl Chir 78, 235—
236.

Parulekar, A.D., Kao, C.C. (2019). Detection, classification, and management of
rejection after lung transplantation. J Thorac Dis 11, S1732—-S1739.

Pedersen, N.T. (2009). Occurrence of megakaryocytes in various vessels and their
retention in the pulmonary capillaries in man. Scand J Haematol 21, 369-375.
Putman, J.M., Zhang, L., Gregg, A.R., Testa, G., Johannesson, L. (2021). Clinical
pregnancy rates and experience with in vitro fertilization after uterus transplantation:

Dallas Uterus Transplant Study. Am J Obstet Gynecol 225, 155.e1-155.el1.

Rathore, R.S., Mehta, N., Mehta, S.B., Babu, M., Bansal, D., Pillai, B.S., Sam, M.P.,

et al. (2017). Can zero-hour cortical biopsy predict early graft outcomes after living

donor renal transplantation? Can Urol Assoc J 11, E437-E440.

76



Razia, D., Arjuna, A., Trahan, A., Hahn, M.F., Abdelrazek, H., Omar, A., Tokman,
S.,et al. (2022). Incidentally detected malignancies in lung explants. Prog
Transplant 32, 332—-339.

Rhee, J.-S., Black, M., Silvia, U., Fischer, S., Morgenstern, E., Hammes, H.-P.,
Preissner, K. (2004). The functional role of blood platelet components in
angiogenesis. Thromb Haemost 92, 394—402.

Richards, E.G., Farrell, R.M., Ricci, S., Perni, U., Quintini, C., Tzakis, A., Falcone,
T. (2021). Uterus transplantation: state of the art in 2021. J Assist Reprod Genet 38,
2251-2259.

Roux, A., Levine, D.J., Zeevi, A., Hachem, R., Halloran, K., Halloran, P.F., Gibault,
L., et al. (2019). Banff Lung Report: Current knowledge and future research
perspectives for diagnosis and treatment of pulmonary antibody-mediated rejection
(AMR). Am J Transplant 19, 21-31.

Salvadori, M., Bertoni, E. (2014). What’s new in clinical solid organ transplantation by
2013. World J Transplant 4, 243-266.

Salven, P., Orpana, A., Joensuu, H. (1999). Leukocytes and platelets of patients with
cancer contain high levels of vascular endothelial growth factor. Clin Cancer Res S,
487-91.

Scheinin, T.M., Koivuniemi, A.P. (1963). Megakaryocytes in the Pulmonary
Circulation. Blood 22, 82-87.

Sharma, G.K., Talbet, I.C. (1986). Pulmonary megakaryocytes: “missing link” between
cardiovascular and respiratory disease? J Clin Pathol 39, 969-976.

Soares, F.A. (1992). Increased numbers of pulmonary megakaryocytes in patients with
arterial pulmonary tumour embolism and with lung metastases seen at necropsy. J
Clin Pathol 45, 140-142.

Steen, S., Sjoberg, T., Pierre, L., Liao, Q., Eriksson, L., Algotsson, L. (2001).
Transplantation of lungs from a non-heart-beating donor. Lancet 357, 825-829.
Stewart, S., Fishbein, M.C., Snell, G.I., Berry, G.J., Boehler, A., Burke, M.M.,
Glanville, A., et al. (2007). Revision of the 1996 working formulation for the
standardization of nomenclature in the diagnosis of lung rejection. J Heart Lung

Transplant 26, 1229-1242.

Sundaresan, S., Mohanakumar, T., Smith, M.A., Trulock, E.P., Lynch, J., Phelan,

D., Cooper, J.D., et al. (1998). HLA-A locus mismatches and development of

77



antibodies to HLA after lung transplantation correlate with the development of
bronchiolitis obliterans syndrome. Transplantation 65, 648—653.

Svorcova, M., Vachtenheim, J., Havlin, J., Jakubec, P., Rakita, D., Balko, J.,
Simonek, J., et al. (2022). Transbronchial cryobiopsy vs conventional forceps
biopsy in lung transplant recipients multicenter study. J Heart Lung Transplant 41,
S529-S530.

Swanson, E., Wallace, W.D. (2014). Handling and interpretation of lung transplant
biopsies. Methods Mol Biol 1180, 293-302.

Testa, G., Koon, E.C., Johannesson, L. (2017). Living donor uterus transplant and
surrogacy: Ethical analysis according to the principle of equipoise. Am J Transplant
17,912-916.

Toronto Lung Transplant Group. (1986). Unilateral lung transplantation for
pulmonary fibrosis. N Engl J Med 314, 1140-1145.

Treede, H., Glanville, A.R., Klepetko, W., Aboyoun, C., Vettorazzi, E., Lama, R.,
Bravo, C., et al. (2012). Tacrolimus and cyclosporine have differential effects on
the risk of development of bronchiolitis obliterans syndrome: results of a
prospective, randomized international trial in lung transplantation. J Heart Lung
Transplant 31, 797-804.

Trowbridge, E.A., Martin, J.F., Slater, D.N. (1982). Evidence for a theory of physical
fragmentation of megakaryocytes, implying that all platelets are produced in the
pulmonary circulation. Thromb Res 28, 461-475.

Valente, M., Calabrese, F., Angelini, A., Castiglione, A.G., Rigotti, P., Ragani, M.,
Torelli, R., et al. (2006). Role of the pathologist in organ transplantation: the North
Italy Transplant program experience. Transplant Proc 38, 983-985.

Venuta, F., van Raemdonck, D. (2017). History of lung transplantation. J Thorac Dis
9, 5458-5471.

Verleden, G.M., Glanville, A.R., Lease, E.D., Fisher, A.J., Calabrese, F., Corris,
P.A., Ensor, C.R., et al. (2019). Chronic lung allograft dysfunction: Definition,
diagnostic criteria, and approaches to treatment-A consensus report from the
Pulmonary Council of the ISHLT. J Heart Lung Transplant 38, 493—-503.

Veta, M., van Diest, P.J., Vink, A. (2021). Can automatic image analysis replace the
pathologist in cardiac allograft rejection diagnosis? Eur Heart J 42, 2370-2372.

Weill, D. (2018). Lung transplantation: indications and contraindications. J Thorac Dis

10, 4574-4587.

78



Witt, C.A., Puri, V., Gelman, A.E., Krupnick, A.S., Kreisel, D. (2014). Lung
transplant immunosuppression - time for a new approach? Expert Rev Clin Immunol
10, 1419-1421.

Yeung, A.K., Villacorta-Martin, C., Hon, S., Rock, J.R., Murphy, G.J. (2020). Lung
megakaryocytes display distinct transcriptional and phenotypic properties. Blood
Adv 4, 6204-6217.

Yousem, S.A., Berry, G.J., Cagle, P.T., Chamberlain, D., Husain, A.N., Hruban,
R.H., Marchevsky, A., et al. (1996). Revision of the 1990 working formulation for
the classification of pulmonary allograft rejection: Lung Rejection Study Group. J
Heart Lung Transplant 15, 1-15.

Zanjani, K.S. (2012). Platelets in pulmonary hypertension: a causative role or a simple
association? [ran J Pediatr 22, 145-157.

Zheng, Y.-G., Yang, T., Xiong, C.-M., He, J.-G., Liu, Z.-H., Gu, Q., Zhao, Z.-H., et
al. (2015). Platelet Distribution Width and Mean Platelet Volume in Idiopathic
Pulmonary Arterial Hypertension. Heart Lung Circ 24, 566-572.

79



10 SEZNAM PUBLIKACI

Puvodni védecké prace, které jsou podkladem této disertacni prace:

Balko, J., Novackova, M., Skapa, P., Pastor, Z., Chmel, R., Zamec¢nik, J., Chmel, R.
(2022). Histopathological examination of the ectocervical biopsy in non-transplanted uteri:
A study contributing to the provisional scoring system of subclinical graft rejection after
uterus transplantation. Acta Obstet Gynecol Scand 101, 37-45.

1F2022 = 4,544 (Q1).

Balko, J., Havlin, J., CasasMendez, F., Zajacova, A., Koblizek, M., Svorcova, M.,
Lischke, R., Zamec¢nik, J. (2022). Mapping of the lung megakaryocytes: A role in
pathogenesis of idiopathic pulmonary arterial hypertension? Pathol Res Pract 237,
154060.

IF2022 = 3,309 (Q2).

Balko, J., Zdmec¢nik, J., Chmel, R. (2022). Transplantace délohy v 1é¢bé Zenské neplodnosti
z pohledu patologa. Cesk Patol 58, 57—60.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

Pivodni védecké prace, které nejsou podkladem disertacni prace:

Balko, J., Stan¢k, M., Krskova, L., Zamecnik, J. (2023). Unusual fusion gene
rearrangements in patients with nodular fasciitis: a study of rare and novel USP6 fusion
partners with a review of the literature. J Clin Pathol jcp-2023-208768.

IF2022 = 4,467 (Q1).

Fujiwara, T., Medellin, M.R., Sambri, A., Tsuda, Y., Balke, J., Sumathi, V., Gregory, J.,
Jeys, L., Abudu, A. (2019). Preoperative surgical risk stratification in osteosarcoma based
on the proximity to the major vessels. Bone Joint J 101 B, 1024-1031.

IF2019 = 4,306 (Q1).

80



Klocperk, A., Bloomfield, M., Parackova, Z., Zentsova, 1., Vrabcova, P., Balko, J.,
Meseznikov, G., Mendez, L.F.C., Grandcourtova, A., gipek, J., Tulach, M., ZamecCnik, J.,
Vymazal, T., Sediva, A. (2020). Complex immunometabolic profiling reveals the
activation of cellular immunity and biliary lesions in patients with severe COVID-19. J
Clin Med 9, 3000.

IF2020 = 4,242 (Q1).

Tsagozis, P., Gaston, C.L., Haglund, F., Balko, J., Sumathi, V., Grimer, R., Parry, M.
(2021). The importance of surgical margins in malignant triton tumour of the trunk and
extremities. Oncol Lett 21, 120.

IF2021 = 3,111 (Q3).

Krskova, L., Némeckova, T., Balko, J., Broz, P., Vicha, A. (2021). Novel ZEB2-PLAG1
fusion gene identified by RNA sequencing in a case of lipoblastoma. Pediatr Blood
Cancer 68, €28691.

IF2021 = 3,838 (Q1).

Misove, A., Vicha, A., Zapotocky, M., Malis, J., Balko, J., Némeckova, T., Szabova, J.,
Kyn¢l, M., Novakova-Kodetova, D., Stolova, L., Jen¢ova, P., Broz, P., Krskova, L.
(2021). An unusual fusion gene EML4-ALK in a patient with congenital mesoblastic
nephroma. Genes Chromosomes Cancer 60, 837-840.

TF2021 = 4,263 (Q1).

Rousek, M., Whitley, A., Kachlik, D., Balko, J., Zaruba, P., Belbl, M., Nikov, A., Ryska,
M., Giirlich, R., Pohnén, R. (2022). The dorsal pancreatic artery: A meta-analysis with
clinical correlations. Pancreatol 22, 325-332.

1F2022 = 3,996 (Q1).

Fikova, A., Kuchat, M., Kalfeft, D., Dostalova, L., Balko, J., Zabrodsky, M., Plzdk, J.
(2022). Experience with follow-up strategy in selected patients with Warthin tumour
diagnosed by ultrasound-guided fine-needle aspiration biopsy (FNAB). Eur Arch
Otorhinolaryngol Suppl 279, 2049-2055.

1F2022 = 2,503 (Q1).

81



Horak, P., Kreisingerova, K., Réda, J., OndruSova, L., Balko, J., Vachtenheim Jr, J.,
Z&kova, P., Vachtenheim, J. (2023). The Hedgehog/GLI signaling pathway activates

transcription of Slug (Snail2) in melanoma cells. Oncol Rep 49, 75.

1F2022 = 4,136 (Q2).

Pokorna Klimova, L., Gut, J., Tlustd, P., Zarubova, K., Bronsky, J., Zeman, L., Frybova,
B., Soukup, J., Balko, J., Kodetova, D. (2017). Recidivujici krvaceni do traviciho ustroji.
Cesk Pediatr 72, 45-50.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

Farkasova, M., Prochazka, V., Kunovsky, L., Eid, M., Vlazny, J., Husty, J., Balko, J.,
Kysela, P., Kala, Z. (2021). Multiorganova resekce pro rozsahly paragangliom kazuistika.
Rozhl Chir 100, 138-142.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

Krskova, L., Kalinova, M., Némeckova, T., gipalové, B., Mrhalova, M., Koblizek, M.,
Balko, J., Hacek, J., Novakova-Kodetova, D., Vicha, A., Broz, P., Zapotocky, M.,
Kabickova, E., Zdmecnik, J. (2021). Sekvenovani nové generace — nastroj védy ¢i rutinni
patologie? Cesk Patol 57, 136—-143.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

Krskova, L., gipalové, B., Némeckova, T., Strnadova, M., Kalendova, T., Kalfusova, A.,
Alexandra, Malkusova, Sandova, M., Koblizek, M., Balko, J., Vicha, A., Broz, P.,
Jencova, P., Stolova, L., Dagmar, Voftiskova, Belhajova, M., Zapotocky, M., Sumerauer,
D., Zémecnik, J. (2022). Efektivni schéma vyuzivané v diagnostice nadortit CNS. Cesk
Patol 58, 135-137.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

82



11 PRILOHY

Priloha I.

Balko, J., Novackova, M., Skapa, P., Pastor, Z., Chmel, R., Zamec¢nik, J., Chmel, R.
(2022). Histopathological examination of the ectocervical biopsy in non-transplanted uteri:
A study contributing to the provisional scoring system of subclinical graft rejection after
uterus transplantation. Acta Obstet Gynecol Scand 101, 37-45.

IF2022 = 4,544 (Q1).

Priloha II.

Balko, J., Havlin, J., CasasMendez, F., Zajacova, A., Koblizek, M., Svorcova, M.,
Lischke, R., Zamec¢nik, J. (2022). Mapping of the lung megakaryocytes: A role in
pathogenesis of idiopathic pulmonary arterial hypertension? Pathol Res Pract 237,
154060.

IF2022 = 3,309 (Q2).

Priloha III.
Balko, J., Zdmec¢nik, J., Chmel, R. (2022). Transplantace délohy v 1é¢bé Zenské neplodnosti
z pohledu patologa. Cesk Patol 58, 57-60.

Casopis s recenznim Fizenim bez impakt faktoru.

&3



