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SOUHRN 

 Cílem experimentální práce bylo zhodnocení vlivu imunosuprese pomocí takrolimu 

na rejekci kryokonzervovaných aortálních alloštěpů na potkaním modelu, který byl 

nastaven tak, aby simuloval techniky a postupy používané v klinickém programu 

transplantace kryokonzervovaných tepenných alloštěpů. 

 Kryokonzervované alloštěpy abdominální aorty jsme transplantovali mezi kmeny 

potkanů Brown-Norway a Lewis. Imunosupresi pomocí takrolimu v dávce 0,2 mg/kg/den 

jsme podávali intramuskulárně od 1. (skupina TAC1), respektive od 7. (skupina TAC7) do 

30. pooperačního dne. Neimunosuprimované skupiny po isogenní (ISO) a allogenní (ALO) 

transplantaci sloužily jako kontrola. Třicátý den po transplantaci jsme štěpy explantovali, 

histologicky a imunohistochemicky jsme zhodnotili destrukci cévní stěny a infiltraci 

imunokompetentními buňkami. Dále jsme hodnotili koncentraci donor specifických anti-

MHC protilátek v periferní krvi. 

 Cévní stěny alloštěpů v obou imunosuprimovaných skupinách nejevily 30. 

pooperační den žádné známky destrukce a nebyla v nich zaznamenána žádná depozita 

imunoglobulinu G. Adventiciální infiltrace MHC II pozitivními buňkami byla ve skupině 

ALO signifikantně vyšší než u obou imunosuprimovaných skupin (ALO 20,7±6,7, TAC1 

5,9±5,5, TAC7 6,1±5,1, P <0,001). Koncentrace anti-MHC protilátek I. a II. třídy byla v 

allogenní skupině signifikantně vyšší, než v obou imunosuprimovaných skupinách (ALO - 

anti-MHC I 46,9±19,4 %, anti-MHC II65,8±11,9 %, TAC1 - anti-MHC I 102,4±4,2 %, p 

<0,001, anti-MHC II 102.6±6,0 %, TAC7 - anti-MHC I 79,9±3,3 %, p < 0,001, anti-MHC 

II 80,9±2,7 %). 

 Imunosuprese pomocí takrolimu zabránila akutní buňkami i protilátkami 

zprostředkované rejekci kryokonzervovaných aortálních alloštěpů, nehledě na to, zda byla 

podávána od 1. pooperačního dne nebo s odstupem 7 dnů. 

 

 

Klíčová slova: arteriální alloštěp, kryokonzervace, protilátková imunitní odpověď, buněčná 

imunitní odpověď, takrolimus, protilátky anti-MHC I. třídy, protilátky anti-MHC II. třídy 
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SUMMARY 

 The aim of our study was to simulate in rats all aspects and techniques used in our 

new clinical program of cryopreserved alloarterial transplantation and investigate the 

influence of two immunosuppressive protocols with tacrolimus on acute rejection of these 

allografts.  

 Cryopreserved abdominal aortic grafts were transplanted between Brown-Norway 

and Lewis rats. Tacrolimus (0,2 mg/kg daily) was administered from day 1 to day 30 

(TAC1) or from day 7 to day 30 (TAC7), respectively. No immunosuppressed isogeneic 

(ISO) and allogeneic (ALO) rats combination served as control. Aortal wall destruction 

and infiltration by immunocompetent cells (MHC II+ cells of recipient origin) was studied 

on day 30 after transplantation. Flow cytometry was used for the analysis of day 30 sera 

for the presence of donor specific anti-MHC class I and II antibodies. 

 The aortal allografts in both immunosuppressed groups showed regular morphology 

of aortal wall with no depositions of immunoglobulin G on day 30. The adventitial 

infiltration of non-immunosuppressed aortal allografts by MHC class II positive cells of 

recipient origin was significantly higher (ALO 20,7±6,7 cells, P <0,001) compared to both 

immunosuppressed groups (TAC1 5,9±5,5 cells, TAC7 6,1±5,1 cells). Anti-MHC 

antibodies class I and II level in peripheral blood was significantly higher in group ALO 

compared to both immunosuppressed groups on day 30. after transplantation (ALO - anti-

MHC I 46,9±19,4 %, anti-MHC II65,8±11,9 %, TAC1 - anti-MHC I 102,4±4,2 %, p 

<0,001, anti-MHC II 102.6±6,0 %, TAC7 - anti-MHC I 79,9±3,3 %, p < 0,001, anti-MHC 

II 80,9±2,7 %). 

 Both immunosuppressed protocols with tacrolimus (administration from day 1 or 

from day 7 following transplantation) were able to suppress acute cell – and antibody-

mediated rejection of cryopreserved abdominal aortic allografts processed in accordance 

with our new standardized clinical protocol.  

 

 

Key words: arterial allograft, cryoconservation, antibody-mediated rejection, cell-mediated 

rejection, tacrolimus, anti-MHC class I antibody, anti-MHC class II antibody 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

AB0  - AB0 systém krevních skupin 

ALO  - allogenní experimentální skupina 

BN  - potkani kmene Brown-Norway 

CD4+  - clusters of differentiation 4+ buňky (pomocné T-lymfocyty) 

CD8+  - clusters of differentiation 8+ buňky (cytotoxické T-lymfocyty) 

ISO  - isogenní experimentální skupina 

TAC1  - od 1. dne imunosuprimovaná experimentální skupina 

TAC7  - od 7. dne imunosuprimovaná experimentální skupina 

anti-MHC -anti-major histocompatibility complex (protilátky proti hlavnímu 

      histokompatibilnímu systému) 

MHC  - major histocompatibility complex (hlavní histokompatibilní systém) 

FTY720 - fingolimod (sphingosine-1-phosphate receptor modulator) 

FR260330 - inhibitor NO syntázy 

anti-HLA - protilátky proti hlavnímu histokompatibilnímu systému 

IgG  - imunoglobuliny G 

IL-2  - interleukin 2 

TGF-β  - transforming growth faktor beta 

LEW  - potkani kmene Lewis 

KST  - Koordinační středisko transplantací 

SÚKL  - Státní ústav pro kontrolu léčiv 

EU  - Evropská unie 

1. LF UK - 1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy 

IU  - mezinárodní jednotka (international unit) 

CIT  - čas studené ischemie (cold ischemic time) 

DMSO  - dimethyl sulfoxid 

SRN  - Spolková republika Německo 

UK  - United Kingdom 

PBS  - fosfátový pufr 

FBS  - fetální bovinní sérum 

POD  - pooperační den 
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1. ÚVOD 

1.1. Historie allotransplantace tepenných štěpů 

 S tepennými štěpy se v cévní chirurgii setkáváme již od jejích raných počátků. Ve 

svých experimentálních pracích je popsal jeden ze zakladatelů cévní chirurgie Alexis 

Carrel, který je používal při pokusech s cévním stehem (Carrel A, 1912) a později za svou 

práci v roce 1912 získal Nobelovu cenu za fyziologii a medicínu. Po druhé světové válce 

pak byly tepenné štěpy využívány v klinické praxi jako náhrady cévního řečiště. Byly 

zároveň zkoumány způsoby odběru, uchovávání a vlastních transplantací (Gross RE et al., 

1949). V roce 1951 pak Charles Dubost ve Francii provedl první úspěšnou resekci a 

náhradu výdutě břišní aorty allogenní tepnou a popsal výsledky po pětiměsíčním sledování 

(Dubost C. et al., 1952).  

 Postupem času se použití tepenných štěpů rozšířilo v Evropě i ve Spojených státech 

amerických a zdálo se, že zastupují optimální biologickou cévní náhradu (Szilagyi DE et 

al., 1957). Po tomto prvotním rozmachu s uspokojivými krátkodobými výsledky však 

vyšlo najevo, že použití tepenných štěpů má svá specifika včetně komplikací, které se se 

začaly objevovat později ve střednědobém a dlouhodobém sledování. Právě po delší době 

od transplantace začala stěna štěpů degenerovat a u většiny z nich došlo k uzávěru nebo 

dilataci s následnou rupturou. Takové komplikace často vedly ke ztrátě končetiny nebo 

dokonce k úmrtí pacienta. Na konci šedesátých let byly publikovány výsledky studií na 

větších souborech pacientů, kde byla uváděna pětiletá průchodnost aortoilických 

rekonstrukcí 40% až 56% v případě femoropopliteální oblasti pouze 7% až 26%. V 

některých případech musela být rekonstrukce částečně nebo zcela nahrazena cévní 

protézou právě pro její dilataci, která s sebou přinášela riziko ruptury s možnými fatálními 

následky (Meade JW et al., 1966; Szilagyi DE et al. 1970). Tyto neuspokojivé výsledky 

byly i tehdy spojovány s imunologickou reakcí. Degenerativní změny štěpů byly přičítány 
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rejekci štěpu způsobené imunogenicitou tepenných alloštěpů a jejich používání bylo na 

ústupu.  

 Tento trend podpořil další vývoj a četnost používání cévních protéz. Jedná se o 

cévní náhrady, které jsou z cizorodého materiálu jako je dakron nebo polytetrafluoretylen. 

Umělé cévní protézy měly ve srovnání se špatnou dlouhodobou průchodností tepenných 

štěpů výsledky podstatně lepší. Jejich dostupnost navíc nebyla závislá na vhodném dárci, 

tak jak tomu je u aloštěpů. 

 Pětiletá průchodnost se u cévních protéz odvíjí převážně od hemodynamických a 

anatomických poměrů v cévním řečišti. V případě aortoilických rekonstrukcí (Prager M. et 

al., 2001) se pohybuje mezi 89% až 92%, v případě femoropopliteálních rekonstrukcí 

(AbuRahma AF et al., 1999; Johnson WC, Lee KK, 2000; Klinkert P. et al., 2003) je mezi 

38% až 68%. Výsledky používání alloštěpů tak nemohly konkurovat cévním protézám a 

téměř se přestaly používat. 

 Paradoxně rychlý rozmach používání cévních protéz však vedl opět k 

znovuzavedení tepenných štěpů do klinické praxe. V případě infekčních komplikací 

cévních protéz, které patří mezi velmi závažné a vyžadují specifickou léčbu, se totiž 

ukázalo, že při jejich řešení mají alloštěpy nezastupitelné místo (Camiade C. et al., 2001; 

Hannon RJ et al., 1996).  

 Další významnou roli si alloštěpy vydobyly na poli chirurgické revaskularizace 

bércových tepen v případě nedostatku autologních štěpů. Žilní alloštěpy ať již chladem 

konzervované nebo kryokonzervované jsou v těchto situacích vhodným štěpem volby.  
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1.2. Imunogenicita tepenných štěpů 

 Z řady experimentálních prací i klinických studií je zřejmé, že alloštěpy vykazují 

silný imunogenní potenciál (Matia I. et al., 2007; Mirelli M. et al., 1999). Hlavní podstatou 

této imunogenicity je exprese antigenů hlavního histokompatibilního systému I. třídy 

(MHC I), ke které dochází na buňkách hladkých svalů v cévní stěně tepenných štěpů. 

Imunitní reakce je patrná ve všech vrstvách cévní stěny. Prvotní změny lze pozorovat v 

intimální vrstvě, která je tvořena endotelovými buňkami. Původní dárcovské endotelové 

buňky jsou v prvních dnech po transplantaci poškozeny vlivem ischemie a reperfuze, 

mechanicky při odběru štěpu, jeho konzervací a následnou transplantací. Toto poškození 

tedy není způsobené imunitní reakcí a dárcovské endotelové buňky v prvním týdnu po 

transplantaci regenerují. Po této fázi následuje další nekróza endotelových buněk, tentokrát 

již na podkladě celulární imunitní odpovědi organismu. Mikroskopicky lze pozorovat 

nekrózu buněk s adhezí makrofágů. Dárcovské endotelové buňky jsou imunitním 

systémem příjemce zničeny koncem třetího týdne po transplantaci. V tomto období se také 

začínají na vnitřním povrchu štěpu objevovat endotelové buňky hostitele, které následně 

pokryjí souvislou vrstvou celou plochu vnitřní stěny alloštěpu (Plissonnier D. et al., 1995; 

Azuma N. et al., 1999). 

 V případě podávání imunosuprese v dostatečných dávkách bylo pozorováno, že 

dárcovské endotelové buňky po prvotním neimunologickém poškození dále regenerují a 

re-endotelizace lumina tepny pokračuje až do úplného překrytí vnitřního povrchu štěpu. V 

tomto případě se však jedná o dárcovské endotelové buňky. Pokud je imunosuprese 

vysazena dochází k rychlé destrukci endotelových buněk s následnou intimální proliferací 

(Azuma N. et al., 1999). 
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 Imunitní reakce postihuje také svalové buňky v tunica media. Na rozdíl od 

intimální vrstvy a adventicie je v mediální vrstvě přítomno jen minimální množství 

invadujících imunokompetentních buněk. V prvním až druhém týdnu se však v této vrstvě 

objevují četná deposita imunoglobulinů. Svalové buňky jsou poškozeny a nakonec 

nekrotizují a koncem třetího týdne po transplantaci z mediální vrstvy úplně vymizí 

(Plissonnier D. et al., 1995). 

 V kontrastu s malou infiltrací mediální vrstvy cévní stěny štěpu je v tunica 

adventitia podobně jako v tunica intima přítomno velké množství imunokompetentních 

buněk. Tato intersticiální infiltrace mononukleárními buňkami vytváří charakteristické 

prstence v okolí adventiciálních vasa vasorum a je patrná v prvních dvou týdnech od 

transplantace. V dalším průběhu tato infiltrace ustává a je v korelaci s nekrózou a 

vymizením svalových buněk a tím i antigenů hlavního histokompatibilního systému I. třídy 

(MHC I). Tato korelace je analogická též s poklesem zánětlivé infiltrace v tunica intima 

(Plissonnier D. et al., 1995). 

 Výsledkem imunologické reakce je po šesti měsících fibrotizace tunica adventitia, 

tunica media je bez svalových buněk a neointima je tvořená endotelovými buňkami 

příjemcovského původu. 

 Dalším projevem imunitní reakce proti antigenům transplantovaného štěpu je 

vzestup protilátek proti hlavnímu histokompatibilnímu systému (anti-MHC), které lze 

detekovat v periferní krvi příjemce. Bylo zjištěno, že měřením koncentrace těchto 

protilátek lze posuzovat intenzitu rejekce (Mirelli M. et al., 1999; Costa AN et al., 1997). 



14 
 

1.3. Imunosuprese po transplantaci tepenných štěpů v experimentu 

 Současně se studiem imunogenicity alloštěpů jako takové, byl v experimentech 

zjišťován i vliv imunosupresivní terapie na jejich destrukci imunitními procesy. Na 

zvířecích modelech byly k potlačení imunitní odpovědi příjemců použity různé 

imunosupresivní léky. Jejich použití bylo úzce spjato s vývojem nových 

imunosupresivních preparátů používaných v transplantační medicíně. Imunosupresivní 

protokoly s azathioprinem (Vickery CM et al., 1965), azathioprinem a prednisonem (Todd 

IA, Boctor ZN 1966), 6-merkaptopurinem (Williams GM et al., 1975), cyklosporinem A 

(Schmitz-Rixen T. et al., 1988), sirolimem (Gregory CR et al., 1993), cyklosporinem s 

methylprednisolonem a azathioprinem (Lemstrom K. et al., 1994), mykofenolát mofetilem 

(Hullett DA et al., 1996), takrolimem (Azuma N. et al., 1999) 15-deoxyspergualinem 

(Lacha J. et al., 2000), cyklosporin A a FTY720 (Nikolova Z. et al., 2000), takrolimem a 

FR260330 (Ouyang J. et al., 2005) byly experimentálně používány ve studiích od 

šedesátých let. 

Nejlepší výsledky byly pozorovány při použití kombinace cyklosporinu A a 

mykofenolát mofetilu. Wagner et al. (Wagner E. et al., 1995) zjistil 100% průchodnost 

femorálních aloštěpů 20 týdnů po jejich transplantaci do femorální tepny u psů. Imunitní 

reakce byla výrazně snížena použitím této imunosupresivní kombinace a aloštěpy tak 

nebyly imunitním systémem příjemců destruovány. Avšak samotný cyklosporin A v dávce 

10 mg/kg/den nebo samotný mykofenolát mofetil v dávce 20 mg/kg/den nezlepšily 

celkovou průchodnost alloštěpů. 

 I přes prokázanou imunogenicitu tepenných alloštěpů, její ovlivnění podáváním 

imunosuprese se zlepšením průchodnosti rekonstrukcí však nedošlo k většímu rozmachu 

používání imunosupresivních léků po transplantaci alloštěpů. Vedlejší účinky 
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imunosupresivních léčiv a vysoké riziko podávání imunosuprese pacientům s aktivní 

infekcí v případě implantace alloštěpu při infekci cévní protézy tak vedly k provedení 

dalších studií, tentokrát s opožděným podáváním imunosuprese. Podstata tohoto 

opožděného podávání imunosuprese tkví v tom, že několik dní po transplantaci, kdy 

imunosuprese není podávána, imunitní systém nestihne štěp destruovat a zároveň není 

omezena jeho funkce v době, kdy je potřeba, aby napomohl v léčbě aktivní infekce. 

Matia et al. (Matia I. et al., 2007) provedl experimentální studii, ve které byly 

transplantovány chladem konzervované štěpy abdominální aorty z potkanů kmene Brown-

Norway potkanům kmene Lewis. Takrolimus byl podáván intramuskulárně v denní dávce 

0,2 mg/kg od 7. do 30. dne po transplantaci (koncentrace takrolimu v periferní krvi 

příjemců byla 4,9 ± 0,6 μg/l). Tento imunosupresivní protokol vedl k inhibici infiltrace 

stěny alloštěpu imunokompetentními buňkami hostitelského původu, inhibici nekrózy 

buněk hladkého svalstva v tunica media a v neposlední řadě vedl i k inhibici adventiciální 

infiltrace CD4 a CD8 pozitivními buňkami. Navíc byla prokázána inhibice produkce 

protilátek proti hlavnímu histokompatibilnímu systému (anti-MHC I třídy a anti-MHC II 

třídy). Zásadním konečným výsledkem použití tohoto protokolu pak bylo zabránění 

destrukce cévní stěny alloštěpu imunitní reakcí příjemce.  

 

1.4. Imunosuprese v klinické praxi 

 Navzdory experimentálně prokázané imunogenicitě cévních štěpů a pozitivnímu 

vlivu imunosupresivní léčby na rejekční změny, není podávání imunosuprese po 

transplantaci alloštěpů cévními chirurgy všeobecně akceptována. Obzvlášť u pacientů s 

infekcí cévní protézy je podávání imunosuprese po transplantaci cévního štěpu ať již 

chladem konzervovaného nebo kryokonzervovaného spojeno s rizikem závažných 
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komplikací způsobených aktivní infekcí a současně podávanou imunosupresí. Na druhé 

straně rizika vzniklá rejekční reakcí jako jsou ruptura štěpu s krvácením nebo trombotický 

uzávěr s kritickou končetinovou ischemií jsou silným argumentem podporující podávání 

imunosuprese. 

 Pupka et al. v roce 2011 publikoval komplexní práci, kde popisuje použití 

imunosuprese u pacientů po náhradě infikované cévní protézy v aortální pozici alloštěpem 

(Pupka A. et al., 2011). V této prospektivní srovnávací studii z jednoho pracoviště byla 

jedna skupina pacientů (24 pacientů) léčena imunosupresivy, konkrétně cyklosporinem A. 

Druhá skupina pacientů (26 pacientů) neměla kvůli vlastnímu rozhodnutí žádnou 

imunosupresi. Třetí skupina (27 pacientů) zahrnovala pacienty, u nichž nebyl chladem 

konzervovaný tepenný alloštěp k dispozici (žádný dárce) nebo pacienti s transplantací 

štěpu od mrtvého dárce nesouhlasili. Tito pacienti byli léčeni implantací protézy potažené 

stříbrem, která má ve srovnání s protézou bez stříbra antibakteriální účinky. 

Imunosupresivní protokol byl založen na podávání cyklosporinu A v denních dávkách 1-3 

mg na kg tělesné hmotnosti. Cílová koncentrace v séru se v této studii pohybovala mezi 

140-150 mg/l. Lék byl podán až do konce studie s tím, že průměrná doba sledování byla 

22,8 měsíce. Výše popisované závažné komplikace jako trombóza štěpu (12%), ruptura 

štěpu (12%), ruptura štěpu se smrtí pacienta (8%) a aneuryzmatické změny štěpu (8%) 

byly pozorovány pouze u skupiny pacientů, která nebyla léčena imunosupresivy. V této 

studii nebyly popsány žádné nežádoucí účinky imunosuprese. 

 Mirelli et al. prezentoval v roce 2005 studii se třiceti pacienty, kteří podstoupili 

ABO-kompatibilní transplantaci tepenného alloštěpu. Devět pacientů po transplantaci 

užívalo imunosupresivní léčbu cyklosporinem A v denní dávce 1-3 mg/kg, ostatní pacienti 

imunosupresi nedostávali (Mirelli M. et al., 2005). Autoři popisují překvapivě imunitní 
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odpověď u obou skupin pacientů a to navzdory imunosupresivní léčbě. Ve srovnání s 21 

neimunosupresivními pacienty však byla imunitní odpověď u pacientů léčených 

cyklosporinem A méně výrazná a opožděná. Klinicky nebyly zaznamenány žádné rozdíly 

mezi pacienty léčenými cyklosporinem nebo bez něj a žádný pacient neměl známky 

rekurentní infekce v pozdním sledování. 

 Šebesta a kol. popsal v roce 2011 dobré klinické výsledky u 23 pacientů, kterým 

byla alloštěpem nahrazena infikovaná aorto-femorální protetická rekonstrukce a následně 

byli léčeni imunosupresí cyklosporinem A. V tomto souboru byla výsledná koncentrace 

imunosupresiva v séru 50-150 mg/l (Sebesta P. et al., 2011). U sledovaných pacientů byly 

popsány dobré střednědobé výsledky provedených rekonstrukcí. 

 Mirelli et. al. také v roce 1999 popsal imunitní odpověď na tepenné alloštěpy 

použité u deseti pacientů s infekcí rekonstrukcí v aortoilické oblasti. Ve studii popisuje 

silnou anti-HLA protilátkami zprostředkovanou odpověď, kterou shledal podobnou 

chronické rejekci. Tato reakce byla pozorována i přes imunosupresi za použití 

cyklosporinu A v denní dávce 1-3 mg/kg (Mirelli M. et al., 1999). Stejný tým pak na 

základě o rok starší studie vydal doporučení, že by pacienti po aortální allotransplantace 

měli mít indukovanou imunologickou toleranci podáváním imunosupresivních léků 

(Scolari MP et al., 1998). Toto doporučení bylo podloženo zjištěním nesouladu indukce 

tvorby specifických IgG protilátek proti HLA I. třídy a HLA II. třídy 1, 3, 6, a 12 měsíců 

po transplantaci. 

Z provedených experimentů a studií je zřejmé, že časné podávání imunosupresivních léků 

po transplantaci alloštěpů s sebou nese rizika ze zhoršení probíhající infekce a zároveň 

absence této léčby zvyšuje rizika z časné degenerace rekonstrukce. Na základě zkušeností s 

opožděným podáváním imunosuprese tak začala některá evropská centra používat 
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imunosupresivní protokol skládající se z perorálně podávaného takrolimu od 7. dne po 

transplantaci. Podává se po celou dobu, po kterou je alloštěp průchodný a pravidelně se 

kontroluje jeho koncentrace v krvi, která je udržována v rozmezí od 4 do 7 μg/l. Průměrná 

počáteční denní dávka je 6 mg/den podávaná perorálně, udržovací denní dávka je 2 mg za 

den (Špaček M. et al., 2018). 

 

1.5. Imunosupresivum takrolimus 

 Jako vhodná alternativa běžně používaných imunosupresiv se v transplantaci 

cévních alloštěpů jeví takrolimus. Tento moderní imunosupresivní preparát je odvozen od 

makrolidových antibiotik. Byl objeven a izolován v roce 1984 z hub rodu Streptomyces 

tsukubaensis. V dnešní době je běžně používán k imunosupresívní terapii po transplantaci 

jater a ledvin. Stejně jako cyklosporin A patří do skupiny kalcineurínových inhibitorů, 

které zabraňují aktivaci imunitního systému tím, že inhibují aktivitu enzymu kalcineurínu 

(Dumont FJ, 2000). Má selektivní účinek na T lymfocyty založený na inhibici aktivace T 

lymfocytů cestou růstového faktoru IL-2 (interleukin 2) (Faivre L et al., 2001). Dalším 

důležitým účinkem je také interference s TGF-β (transforming growth factor beta) v cévní 

stěně štěpů, čímž zabraňuje akceleraci fibrotizace transplantovaných štěpů, což je v 

případě cévních alloštěpů zásadní (Wang T. et al., 1994). Je 10-100krát účinnější než 

cyklosporin A (Goto T. et al., 1991). V klinické praxi po transplantaci ledvin vedlo 

používání takrolimu k signifikantnímu snížení rizika selhání štěpu bez zvýšení incidence 

nežádoucích účinků v souvislosti s dlouhodobou imunosupresivní terapií ve srovnání s 

cyklosporinem A (Vincenti F. et al., 2002). Navíc bylo potvrzeno, že takrolimus, 

intramuskulárně podávaný v denní dávce 5 mg/kg/den (cílové koncentrace nebyly ve studii 

sledovány), dokáže vylepšit viabilitu dárcovských buněk i cévní integritu v 
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kryokonzervovaných aortálních hrudních štěpech transplantovaných mezi potkany kmenů 

Brown-Norway a Lewis (Kiji T. et al., 2003). 

 

1.6. Allotransplantace chladem konzervovaných tepenných štěpů 

 Rozmach používání cévních protéz v 80. a 90. letech minulého století s sebou 

přinesl některé specifické komplikace, mezi které patří infekce. Ty se sice vyskytují pouze 

v 1% až 6% případů, jejich následky jsou však spojeny až s 50% rizikem amputace 

končetiny a v případě aortoilických rekonstrukcí až se 70% rizikem úmrtí (Hannon RJ et 

al., 1996). Léčba těchto infekčních komplikací spočívá v cílené antibiotické terapii, 

odstranění infikované protézy a zajištění krevního zásobení novou rekonstrukcí. To lze 

realizovat novou, extraanatomickou rekonstrukcí, kdy je bypass veden mimo anatomický 

průběh cév. Může tak být uložen ve zdravé, infekcí nedotčené tkáni, kdy je riziko opětovné 

infekce cévní protézy relativně malé. Tento typ rekonstrukce však není u velké části 

nemocných možný a nová rekonstrukce musí probíhat anatomicky, v místech, kde byla 

uložena infikovaná protéza. I přes důkladné odstranění infikované protézy a okolních tkání 

je nová rekonstrukce uložena v infikovaném terénu a je vystavena vysokému riziku 

reinfekce. V takovém případě je nutné k rekonstrukci použít odolný materiál, který se i v 

podmínkách infikovaného terénu může vhojit. V současnosti mají takové vlastnosti 

biologické náhrady buď autologní (pacientovy vlastní) nebo od dárce, tzv. alloštěpy. 

Biologické náhrady umožňují fyziologický průběh obranných mechanismů organismu i 

prostup antibiotik do okolních tkání s reálnou možností vyhojení infekce. Tepenné štěpy se 

ukázaly v tomto případě jako vhodné řešení (Camiade C. et al., 2001; Chiesa R. et al. 

1998) a další experimentální práce potvrdily odolnost tepenných alloštěpů vůči infekci 
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(Knosalla C. et al., 1998; Litzler PY et al., 1999), která je vysvětlována právě biologickou 

povahou těchto štěpů. 

 V otázce řešení infekcí cévních protéz mají tepenné štěpy nezastupitelnou pozici a 

v mnoha případech lze s jejich použitím provést končetinu nebo život zachraňující 

rekonstrukci cévního řečiště. I přes stále probíhající výzkum a nezodpovězené otázky 

týkající se imunogenicity tepenných štěpů a jejím případném ovlivněním 

imunosupresivními léky jsou v současnosti alloštěpy v indikaci infekce cévních protéz 

používány na většině pracovišť cévní chirurgie. 

 Další skupinou pacientů, u kterých je indikované použití tepenných štěpů tvoří 

nemocní, kteří potřebují chirurgický revaskularizační výkon dolních končetin a zároveň již 

mají spotřebované vlastní žilní štěpy po předchozích operacích (Prager M. et al., 2002). 

Cévní protézy mají v případě distálních bypassů na bércové tepny příliš malý krevní průtok 

a dochází v nich často k trombóze. Průsvit periferních tepen v těchto lokalizacích je navíc 

často příliš malý a je tak ve velkém nepoměru s cévní protézou. Chladem konzervované 

tepenné alloštěpy byly pro infrainguinální rekonstrukce používány již od počátků cévní 

rekonstrukční chirurgie v 50. letech minulého století, nicméně byly později opouštěny z 

důvodů aneurysmatických degenerativních změn a uzávěrů (Barner HB et al., 1966). 

Znovuzavedení do klinické praxe začalo v některých cévně – chirurgických centrech ve 

Francii v devadesátých letech minulého století. Jedna z nejobsáhlejších studií publikovaná 

v roce 2000 Albertinim et al. popisuje skupinu 148 pacientů s kritickou končetinovou 

ischemií, kteří byli léčeni implantací chladem konzervovaného tepenného alloštěpu. Tito 

nemocní ovšem nebyli pooperačně léčeni žádnými imunosupresivními léky a zároveň u 

nich byla popsána špatná dlouhodobá průchodnost rekonstrukcí s degenerativními 

změnami štěpů (Albertini JN et al., 2000). 
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1.7. Allotransplantace kryokonzervovaných tepenných štěpů  

 Jednou z hlavních nevýhod chladem konzervovaných tepenných alloštěpů je jejich 

omezená dostupnost. V případě, že je pacient ať již z důvodu infekce cévní protézy nebo z 

důvodu kritické končetinové ischemie indikován k výkonu s použitím chladem 

konzervovaného alloštěpu, je zařazen na čekací listinu a operace je provedena až když se 

naskytne vhodný dárce ve smyslu ABO kompatibility a anatomicky vyhovujícího štěpu ve 

smyslu délky a průsvitu. 

 Štěpy určené ke kryokonzervaci jsou odebírány v rámci multiorgánových odběrů. 

Dále jsou pak uloženy do transportního média a odeslány do kryobanky, hluboce 

zamrazeny a uloženy v parách tekutého dusíku. Takto uložené kryokonzervované alloštěpy 

lze dlouhodobě skladovat, kdykoliv rozmrazit a použít, což je v porovnání s chladem 

konzervovanými alloštěpy jejich hlavní výhoda. Jejich relativní nevýhodou je vyšší cena, 

která se odvíjí od procesu odběru a dalšího zpracování.  

 Využití kryokonzervovaných alloštěpů je stejně jako u chladem konzervovaných 

alloštěpů indikováno převážně u infekčních komplikací cévních protéz a u pacientů s 

kritickou končetinovou ischemií, kteří nemají vlastní resp. autologní štěp (Matia I. et al., 

2010) Hartranft v práci publikované v roce 2014 popisuje smíšený soubor 53 pacientů s 

kritickou končetinovou ischemií, periferními defekty, infekcí cévní protézy a 

klaudikacemi, kteří byli léčeni transplantací kryokonzervované velké safény od dárce 

(Hartranft CA et al., 2014). Obdobně jako v Albertiniho souboru (Albertini JN et al., 2000) 

ani tito pacienti nebyli pooperačně léčeni imunosupresivními léky a zároveň u nich byla 

popsána špatná dlouhodobá průchodnost bypassů s degenerativními změnami štěpů. 
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1.8. Současný stav klinického použití kryokonzervovaných tepenných štěpů v České 

republice 

 Program využívání kryokonzervovaných cévních alloštěpů byl v České Republice 

zahájen v roce 2011. Mezi důvody, které zvýšení zájmu o kryokonzervované alloštěpy v 

této době zapříčinily, patří nepochybně rozmach používání cévních protéz a tím pádem i 

nárůst počtu pacientů s infekčními komplikacemi. Zároveň se zvýšil počet pacientů s 

kritickou končetinovou ischemií, kteří již mají spotřebovány autologní štěpy a zároveň u 

nich nelze použít cévní protéza z důvodu vysokého rizika infekce, špatného výtokového 

traktu nebo kombinace obou těchto důvodů. 

 Pro obě tyto skupiny pacientů je řešením implantace alloštěpu, který musí splňovat 

několik kritérií a to ABO kompatibilitu, anatomicky vhodné rozměry a bezprostřední 

dostupnost. V případě chladem konzervovaných štěpů jsou pacienti indikovaní k 

implantaci zařazeni na celorepublikový waiting list, který je uložen a aktualizován v 

Koordinačním středisku transplantací (KST) v Praze. Čekací doba na chladem 

konzervovaný alloštěp je průměrně 2-3 týdny, což pro některé pacienty může znamenat 

ztrátu končetiny nebo vznik komplikací bezprostředně ohrožujících jejich život. 

 Právě čekací doba byla hlavním impulzem pro vznik programu 

"Kryokonzervovaných cévních alloštěpů", do kterého jsou zapojena velká cévně-

chirurgická a transplantační centra v Praze, Brně a tkáňová banka v Hradci Králové. Cévní 

štěpy jsou odebírány v rámci multiorgánových odběrů, následně jsou v konzervačním 

roztoku transportovány do kryobanky, kde jsou uloženy v parách tekutého dusíku. V 

případě potřeby jsou pak uvolněny a převezeny v transportním boxu do příslušného centra. 

Během celého procesu musí být dodržovány přísné zákonné směrnice a normy, které jsou 
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pravidelně kontrolovány Státním ústavem pro kontrolu léčiv (SÚKL) (Špaček M. et al., 

2019). 

Dalším z důvodů zavedení programu kryokonzervovaných alloštěpů byly změny v 

legislativě. V roce 2004 vstoupila v platnost Směrnice Evropského parlamentu a Rady (EU 

Directive 2004/23/EC), která má zajišťovat vysokou kvalitu a bezpečnost tkání a buněk, 

používaných pro transplantace u lidí. Tato změna zákonu vedla k zastavení používání 

alloštěpů v mnoha evropských zemích včetně Francie i Německa (Fellmer P. et al., 2011; 

Kieffer E. et al. 2004). V České republice upravuje nakládání s tkáněmi a tudíž i cévními 

štěpy zákon č. 285/2002 Sb. který umožňuje použití čerstvých štěpů v režimu transplantace 

orgánů do 48 hodin od odběru (Špaček M. et al., 2018). 

 Po transplantacích jak chladem konzervovaných, tak i kryokonzervovaných 

alloštěpů je na většině pracovišť v České republice používána imunosupresivní terapie a 

dosavadní výsledky ve smyslu střednědobé průchodnosti a záchrany končetin jsou 

příznivé. 

 

2. HYPOTÉZA 

 Imunosupresivní terapie po transplantaci alloštěpů není i přes řadu 

experimentálních a klinických studií na řadě pracovišť stále akceptována. Obzvlášť 

pacienti s infekcí cévní protézy jsou často ve velmi vážném stavu se septickými projevy. Je 

pochopitelné, že podávání imunosuprese v takové chvíli může celkový stav i prognózu 

pacientů ještě zhoršit. Řada pracovišť z těchto důvodů imunosupresi po transplantaci 

tepenných alloštěpů vůbec nepodává. Moderní imunosupresivní protokoly s opožděným 

podáváním imunosupresivních léků však dávají možnost razantní léčby infekce v 

bezprostředním pooperačním období bez alterace vlastních imunitních procesů organismu 
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a zároveň zabraňují rejekčním pochodům po transplantaci, které později vedou k destrukci 

štěpu. Předpokládáme, že imunosupresivní protokol s takrolimem v monoterapii 

podávaným příjemcům kryokonzervovaných tepených alloštěpů od prvního i sedmého 

pooperačního dne v denní dávce 0,2 mg/kg/den zabrání aktivaci imunitního systému 

příjemce a rejekci dárcovské tepny 30 dnů po její transplantaci. 

 

2.1. Cíle dizertační práce  

Cílem naší experimentální práce je zjistit efekt podávání imunosuprese pomocí 

takrolimu na buněčnou a protilátkami zprostředkovanou imunitní reakci po transplantaci 

kryokonzervovaných tepenných štěpů u potkanů. Odebrané štěpy břišní aorty od dárců 

potkanů kmene Brown – Norway budou transplantovány potkanům kmene Lewis. 

Imunosuprese bude následně podávána ve dvou rozdílných protokolech: 

1. jedné skupině potkanů kmene Lewis bude takrolimus aplikován intramuskulárně v 

 dávce 0,2 mg/kg od 1. do 30. dne po transplantaci 

2. druhé skupině bude takrolimus aplikován také intramuskulárně ve stejné dávce od 

 7. do 30. dne po transplantaci 

 

3. MATERIÁL A METODY 

3.1. Rozvržení experimentu 

 V experimentu jsme použili samce potkanů kmene Brown-Norway a Lewis. 

Všechny výkony jsme prováděli v celkové intramuskulární anestezii s použitím operačního 

mikroskopu s 10násobným zvětšením. Aortální štěpy jsme odebrali od potkanů kmene 

Brown-Norway i Lewis a bezprostředně po odběru je vložili do konzervačního roztoku 

Celsior (Genzyme, Holandsko) o teplotě 4 st. Celsia. Doba studené ischemie aortálního 
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štěpu (měřená od naložení aortální svorky v těle dárce až po začátek procesu 

kryokonzervace) byla průměrně 180 minut. Následně jsme aortální štěpy zamrazili 

metodou používanou licencovaným tkáňovým zařízením (Tkáňová ústředna Fakultní 

nemocnice Hradec Králové). Štěpy jsme poté skladovali v tekutém dusíku po dobu 6 

měsíců. Před transplantací jsme štěpy pomalu kontrolovaně rozmrazili při teplotě 4 st. 

Celsia. Doba studené ischemie od rozmrazení do transplantace byla průměrně 3,5 hodiny. 

Po rozmražení jsme štěpy transplantovali syngenně od zvířat kmene Lewis potkanům 

kmene Lewis (skupina ISO) a allogenně mezi kmeny Brown – Norway (dárci) a Lewis 

(příjemci, skupina ALO). Skupině ALO jsme nepodávali v pooperačním období žádnou 

imunosupresi. V dalších dvou allogenních skupinách (TAC1 a TAC7) jsme stejně jako ve 

skupině ALO provedli allogenní transplantaci aortálních štěpů od zvířat kmene Brown-

Norway příjemcům kmene Lewis. Ve skupině TAC1 jsme však podávali intramuskulárně 

takrolimus v dávce 0,2 mg/kg/den od 1. pooperačního dne po dobu 30 dnů a v allogenní 

skupině TAC7 jsme aplikovali takrolimus v dávce 0.2 mg/kg/den od 7. pooperačního dne 

po dobu 30 dnů. Štěpy jsme ve všech čtyřech skupinách 30. pooperační den explantovali a 

připravili k histologickému a imunohistochemickému zpracování. Třicátý pooperační den 

jsme také odebrali vzorky periferní krve příjemců aortálních štěpů ve všech skupinách.  

 V odebraných biologických vzorcích příjemců jsme hodnotili následující 

parametry: 1 -celkový histologický obraz štěpu, 2 - šířku tunica intima a media, 3 - 

přítomnost a počet příjemcovských CD4, CD8 a MHC II+ pozitivních buněk 4 - 

přítomnost endotelových buněk, 5 - přítomnost IgG v tunica media, 6 - koncentraci 

protilátek proti MHC I+ a II+ antigenům dárce v periferní krvi příjemců, 7 - koncentraci 

takrolimu v periferní krvi příjemců (obrázek 1, 2)  
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Obrázek 1 - Rozdělení experimentálních skupin podle typu transplantace. 

 

                       

Obrázek 2 - Experimentální model.  
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3.2. Zvířata a experimentální skupiny 

 V průběhu experimentu byly kontrolovány a dodržovány principy práce s 

laboratorními zvířaty (Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for 

scientific purposes). Experiment byl také projednán a schválen Etickou komisí 1. lékařské 

fakulty University Karlovy (č.: UK 1. LF 563/13, MSMT-14808/2014-6). (příloha 1) V  

experimentu jsme použili samce potkanů pocházející z chovné stanice Charles River v 

Německu. Potkanům kmene Lewis (LEW; MHC haplotyp RT1I) o váze 191 až 250 g (n = 

24) jsme implantovali allogenní nebo syngenní štěpy břišní aorty. Syngenní štěpy jsme 

odebrali od samců kmene Lewis (LEW; MHC haplotyp RT1I) o váze 248 až 254 g (n=3), 

allogenní štěpy byly odebrány od potkanů kmene Brown-Norway (BN; MHC haplotyp 

RT1n) o váze 191 až 254 g (n = 9).  

Příjemce jsme rozdělili do 4 skupin. (tabulka 1) Do skupiny ISO byla zařazena zvířata, u 

kterých jsme provedli isogenní transplantaci, během které byl aortální štěp odebrán 

zvířatům z kmene Lewis a implantován zvířatům kmene Lewis. U zbylých příjemců jsme 

provedli allogenní transplantaci štěpu. Při této transplantaci byly štěpy odebrané zvířatům z 

kmene Brown-Norway transplantovány zvířatům kmene Lewis. Zvířata po allogenní 

transplantaci buď nedostávala imunosupresi vůbec a byla zařazena do skupiny ALO, nebo 

imunosupresi dostávala intramuskulárně v dávce 0,2 mg/kg/den. Ve skupině TAC1 jsme 

imunosupresi podávali od prvního pooperačního dne a ve skupině TAC7 jsme 

imunosupresi podávali s odstupem 7 dnů po transplantaci. 

 Pro vyšetření koncentrace donor specifických anti-MHC protilátek I. a II. třídy 30. 

den po transplantaci v periferní krvi příjemců kmene Lewis  bylo nutné získat splenocyty 

darcovskeho  kmene Brown-Norway. Jako zdroj splenocytů jsme použili sleziny od dalších 

jiných 10 samců kmene Brown-Norway (BN; MHC haplotyp RT1n, váha 200 až 250 g, 
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n=10), pocházejících také z chovné stanice Charles River (Würzburg, Německo). Proces 

odběru slezin a vlastního získávání splenocytů je podrobně popsán níže v kapitole o 

sledovaných parametrech. 

 

Skupina 
Charakteristika 
skupiny  

Medián 
kryokonzervace 
(dny) 

Imunosuprese 
Počet 
hodnocených 
zvířat 

ISO LEW - LEW 171 bez 6 

ALO BN - LEW 181 bez 6 

TAC1 BN - LEW 181 
takrolimus 
1. - 30. den 

6 

TAC7 BN - LEW 180 
takrolimus 
7. - 30. den 

6 

 

Tabulka 1 - Charakteristika skupin. LEW - kmen Lewis, BN - kmen Brown-Norway 

 

3.3. Odběr štěpů 

 V experimentu jsme prováděli allogenní i syngenní transplantace, bylo tedy potřeba 

odebrat štěpy od obou kmenů potkanů. Syngenní štěpy jsme odebrali od samců kmene 

Lewis (LEW; MHC haplotyp RT1I) o váze 248 až 254 g (n=3), allogenní štěpy jsme 

odebrali od potkanů kmene Brown-Norway (BN; MHC haplotyp RT1n) o váze 191 až 254 

g (n = 9). Od každého zvířete jsme odebrali dostatečně dlouhý úsek břišní aorty na to, 

abychom ho po rozmrazení, před vlastní transplantací, rozdělili na dvě části a získali tak 

dva plnohodnotně implantabilní štěpy pro dva příjemce.  

  Dárce štěpů aorty jsme před výkonem zvážili a uvedli do celkové anestézie pomocí 

intramuskulárně aplikované směsi ketaminu v dávce 100 mg/kg (Narkamon®, Spofa) a 
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xylazinu v dávce 10 mg/kg (Rometar®, Spofa). Léky jsme aplikovali do stehenního svalu. 

Zvíře jsme pak umístili do chovné klece a počkali, až začnou působit anestetika a potkan 

usne. Po uspání jsme v místě plánované laparotomie oholili srst a následně jsme provedli 

přípravu a dezinfekci operačního pole. Dárce jsme za končetiny připevnili k operační desce 

a opatrně, abychom neporanili břišní orgány, provedli střední laparotomii nůžkami. Břišní 

stěnu jsme pomocí rozvěráčků odhrnuli do stran a získali tak přístup do břišní dutiny. Po 

odpreparování a odsunutí břišních orgánů jsme s použitím operačního mikroskopu s 10-ti 

násobným zvětšením provedli incizi zadního listu peritonea. Subrenálně jsme poté 

vypreparovali aortu a dolní dutou žílu. Do dolní duté žíly jsme následně aplikovali heparin 

v dávce 100 IU/kg aby při odběru nedošlo k trombóze krve v aortě. Po distribuci heparinu 

v krevním oběhu zvířete jsme naložili na břišní aortu svorku a odstřihli její cca 1 cm 

dlouhý segment. Štěp jsme bezprostředně po odběru propláchli dvěma mililitry 

konzervačního roztoku s obsahem heparinu (100 IU/ml). Štěpy jsme při procesu 

kryokonzervace plánovali ukládat po dvou, polovinu z nich jsme proto označili stehem, 

založeným do okraje a odlišili tak sudé a liché. Štěpy byly v dalším průběhu uloženy do 

roztoku Celsioru (Genzyme, Holandsko) a ve sterilním obalu kryokonzerovovány řízenou 

kryokonzervací. Průměrný čas studené ischemie štěpů (CIT) před kryokonzervací byl 180 

minut. Po ukončení odběru jsme provedli eutanasii dárců injekčním podáním letální dávky 

tiopentalu (Thiopental®, Spofa Czech Rep) do dolní duté žíly. (obrázek 3, 4, 5) 
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Obrázek 3 - Odběr štěpů I. Dárce jsme za končetiny připevnili k operační desce a 

opatrně, abychom neporanili břišní orgány, provedli střední laparotomii nůžkami. Břišní 

stěnu jsme pomocí rozvěráčků odhrnuli do stran a získali tak přístup do břišní dutiny. 

 

              

Obrázek 4 - Odběr štěpů II. Preparace subrenálního úseku břišní aorty. Břišní orgány 

jsou odsunuty doleva a uloženy do navlhčeného, teplého mulového čtverce 
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Obrázek 5 - Odběr štěpů III. Štěp jsme bezprostředně po odběru propláchli dvěma 

mililitry konzervačního roztoku s obsahem heparinu (100 IU/ml). I tato fáze experimentu 

byla prováděna s použitím operačního mikroskopu s desetinásobným zvětšením. Zároveň 

jsme stehem, založeným za okraj označili polovinu štěpů. 

 

3.4. Kryokonzervace štěpů 

 Kryokonzervaci odebraných alloštěpů jsme prováděli bezprostředně po odebrání 

všech aortálních štěpů v daný operační den. Celková průměrná doba studené ischemie od 

odběru štěpu do jeho kryokonzervace byla 180 minut. Z důvodu minimalizace časových 

rozdílů i vlastní studené ischemie u jednotlivých štěpů jsme prováděli odběr štěpů, 

popsaný v předchozí kapitole, šesti až osmi dárcům v jedné době. Konzervace cév byla 

provedena metodou používanou tkáňovým zařízením (Tkáňová ústředna Fakultní 

nemocnice Hradec Králové) licencovaným národní kompetentní autoritou (Měřička P. et 

al., 2011; Měřička P. et al., 2014) s modifikacemi vynucenými podmínkami práce na 

experimentálním operačním sále, kam jsme dovezli veškerou potřebnou techniku a 

materiál a následně jsme provedli všechny níže popsané postupy. Při odběru a zpracování 
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cév jsme použili pouze vysoce kvalitní materiál a léčiva pro humánní použití splňující 

podmínky směrnice Evropského parlamentu a Rady č. 23/2004/ES.  

Odebrané štěpy jsme po proplachu uložili do předchlazeného konzervačního roztoku 

Celsioru (Genzyme, Holandsko) a uzavřeli do certifikovaných kelímků (Medfor 250 ml, 

Farnborough, Velká Británie). Kelímky se vzorky v Celsioru jsme následně uchovávali v 

boxu se suchým ledem do doby ukončení všech odběrů. Poté, co byly odběry ukončeny, 

jsme cévy vždy po dvou přendali do sterilních, dvojitých plastických vaků na jedno použití 

(CryoMACS Freezing Bag 500, Miltényi, Biotec, Gmbh, SRN) obsahujících 25 ml 

vychlazeného 6% roztoku hydroxyetylškrobu, molekulové hmotnosti 130 000 Da (Voluven 

6%, Fresenius Kabi, SRN). Vaky jsme označili štítky s datem odběru a číslem štěpu. 

Všechny štěpy jsme zaevidovali tak, aby nedošlo k jejich záměně. Zamražen byl vždy 

jeden označený a jeden neoznačený štěp, aby bylo možné identifikovat po rozmrazení 

každý jednotlivý štěp. Obsah vaku jsme poté smísili se stejným objemem předchlazeného 

kryoprotektivního roztoku, který obsahoval 20% dimetylsulfoxid (DMSO, WAK Chemie 

Medical, Gmbh, SRN) v 6% roztoku hydroxyetylškrobu (Voluven 6%, Fresenius Kabi, 

SRN). Po zatavení vaků na svářečce (STERISEAL B 83-R, Čevor, s.r.o., ČR) jsme vaky 

vložili do kovových kazet (ST – 100, Consarctic, Gmbh, Schölkrippen, SRN) a uchováváli 

v boxu se suchým ledem až do vlastního zmrazování. Zmrazování rychlostí -1K/min do -

90°C, následně -5K/min do -150°C jsme provedli v programovatelném zmrazovacím 

zařízení Kryo-10 (Planer, Biomed, Sunburry on Thames, Anglie). Bezprostředně po 

zamrazení jsme kazety s konzervovanými cévami převezli v transportním boxu se suchým 

ledem do kryokonzervačního skladu tkáňového zařízení Ústavu hematologie a krevní 

transfúze v Praze, kde byly skladovány v tekutém dusíku při teplotě -190°C až do doby 

implantace. (obrázek 6, 7, 8) 
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Obrázek 6 - Kryokonzervace štěpů I. Vaky se štěpy uloženými v předchlazeném 

kryoprotektivním roztoku, který obsahoval 20% dimetylsulfoxid (DMSO) a 6% roztok 

hydroxyetylškrobu (Voluven), jsme zatavili na svářečce a následně vložili do kovových 

kazet, ve kterých se dále zamrazovaly. 

              

Obrázek 7 - Kryokonzervace štěpů II. Vaky se štěpy v kryoprotektivním roztoku jsme 

vložili do kovových kazet, ve kterých byly následně zamrazeny. Vaky jsme označili štítky 

s datem odběru, číslem štěpu a všechny štěpy jsme zaevidovali. 
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Obrázek 8 - Kryokonzervace štěpů III. Svářečka certifikovaných, plastových vaků 

(vlevo) a programovatelné zmrazovací zařízení Kryo - 10, ve kterém jsme štěpy 

zamrazovali rychlostí 1K/min do -90°C, následně 5K/min do -150°C. 

 

3.5. Uskladnění štěpů 

 Po procesu zmrazování byly kovové kazety s konzervovanými cévami převezeny z 

operačního sálu Fyziologického ústavu 1. LF UK v transportním boxu se suchým ledem do 

kryokonzervačního skladu tkáňového zařízení Ústavu hematologie a krevní transfúze v 

Praze. V tomto zařízení byly za stálých podmínek při teplotě - 190 st. Celsia skladovány v 

parách kapalného dusíku až do doby implantace, kdy byly převezeny zpět na operační sál, 

kontrolovaně rozmrazeny a následně transplantovány. Průměrná doba kryokonzervace byla 

176 dní. 

 

3.6. Rozmrazení štěpů 

 V den transplantace jsme kazety se štěpy převezli v transportním boxu s kapalným 

dusíkem ze skladu tkáňového zařízení Ústavu hematologie a krevní transfúze v Praze na 
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operační sál Fyziologického ústavu 1. LF UK.  Vaky se štěpy jsme vyndali z kazet a uložili 

k rozmrazení na 60 minut do lednice při teplotě 4°C. Dalších 60 minut jsme štěpy 

rozmrazovali při pokojové teplotě. Následně jsme štěpy z vaků vyjmuli a každý štěp 

rozdělili na dvě stejně dlouhé části. Každou část jsme následně vložili zvlášť do kelímku s 

10 ml studeného konzervačního roztoku Celsior (Genzyme, Holandsko). V konzervačním 

roztoku byly štěpy uloženy při teplotě 4 st. Celsia do doby začátku první anastomózy v těle 

příjemce. Celková průměrná doba studené ischemie štěpů po rozmrazení byla 210 minut. 

 

3.7. Transplantace štěpů 

 Transplantace štěpů byla jedna z nejnáročnějších fází experimentu. Operace 

vyžadovaly jemnou, přesnou a důslednou operační techniku za použití operačního 

mikroskopu s 10-ti násobným zvětšením a mikrochirurgických nástrojů a materiálů. Pro 

našívání anastomóz jsme použili nevstřebatelné monofilní vlákno Prolene 10/0, přičemž 

jsme použili techniku jednotlivě uzlených stehů. Na jednu anastomózu jsme tak museli 

založit a zauzlit cca 12 stehů. Na těsnosti a pooperační průchodnosti anastomóz byl závislý 

celý experiment a fáze našívání štěpu tak někdy trvala i několik desítek minut. Ve vodní 

lázni jsme na 37 stupňů Celsia ohřívali nádobu s fyziologickým roztokem, kterým jsme v 

pravidelných intervalech polévali mulové čtverce, do kterých jsme odhrnuli a uložili střeva 

zvířat. Tak jsme zajistili minimální traumatizaci tkání, dobrou funkci gastrointestinálního a 

dobré prospívání potkanů po operaci. Celé operační pole jsme navíc ohřívali lampou 

(tepelným zářičem), abychom minimalizovali operační stres zvířat. 

 Příjemce štěpů aorty jsme před výkonem zvážili a uvedli do celkové anestezie 

pomocí intramuskulárně aplikované směsi sufentanilu v dávce 20 μg/kg (Sufenta®, 

Janssen Pharmaceutica Inc.) a azaperonu v dávce 1 mg/kg (Stresnil®, Janssen 
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Pharmaceutica Inc.). Při transplantacích jsme použili jinou kombinaci anestetik než při 

odběrech štěpů k zajištění lepšího buzení zvířat po operaci. Po podání anestetik bylo zvíře 

uloženo do klece, kde začala působit anestetika. V celkové anestezii jsme pak provedli, 

stejně jako u odběru štěpů, přípravu operačního pole, potkana jsme připevnili za končetiny 

na operační desku a oholili srst v místě plánované laparotomie. Po provedení laparotomie a 

nasazení rozvěráčků do rány jsme odhrnuli břišní orgány a uložili je do čtverců, které jsme 

polévali ohřátým fyziologickým roztokem. Po protnutí parietálního peritonea a preparaci 

retroperitoneálně uložených velkých cév jsme uvolnili subrenální úsek břišní aorty. 

Následně jsme za použití aproximátoru provedli ortotopickou transplantaci břišní aorty 

rozmrazeným štěpemse dvěma anastomózami koncem ke konci jako interpozit do 

subrenální břišní aorty příjemce. Pro našívání anastomóz jsme použili nevstřebatelné 

monofilní vlákno Prolene 10/0 kterým jsme vytvářeli cévní anastomózy technikou 

jednotlivě uzlených stehů. Po našití štěpu, povolení aproximátoru a kontrole hemostázy 

jsme břišní orgány uložili zpět do břišní dutiny a provedli suturu břišní stěny a kůže 

pokračovacím, vstřebatelným stehem. (obrázek 9,10,11) Příjemci byli následně označeni 

na ocasu nesmývatelnou, netoxickou barvou a uloženi do klecí připravených ve 

vyhřívaném prostoru, kde se probouzeli. Peroperačně, po uspání, ale před vlastní operací 

jsme také provedli odběr krve ke stanovení koncentrace a dynamiky donor specifických 

anti MHC protilátek I. a II. třídy. Odběr byl proveden punkcí očního sinu podle van Hercka 

(van Herck H. et al., 1998) pomocí heparinizované skleněné kapiláry. Krev byla následně 

odstředěna a separované krevní sérum odesláno v Eppendorfových mikrozkumavkách k 

dalšímu vyšetření. 
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Obrázek 9 - Transplantace štěpů I. Anastomózy jsme zhotovovali po naložení 

aproximátoru (speciální cévní svorka) na subrenální úsek břišní aorty. Při operacích byla 

použita mikrochirurgická technika včetně operačního mikroskopu s desetinásobným 

zvětšením. 

 

              

Obrázek 10 - Transplantace štěpů II. Kryokonzervovaný alloštěp našitý jako interpozit 

do subrenálního úseku břišní aorty. Perioperačně bylo nutné dbát na těsnost anastomóz a 

hemostázu, aby nedocházelo ke zbytečným pooperačním komplikacím, které by mohly 

zapříčinit znehodnocení celého experimentu. 
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Obrázek 11 - Transplantace štěpů III. Po dokončení rekonstrukčního výkonu na 

abdominální aortě byla provedena sutura operační rány na břiše. 

 

3.8. Protokol imunosuprese 

 Imunosupresivum takrolimus (Prograf®, Astellas Pharma Inc.) jsme podávali 

intramuskulárně, rozpuštěné ve fyziologickém roztoku v dávce 0,2 mg/kg/den. Lék jsme 

aplikovali do stehenního svalu, přičemž místa aplikací jsme každý den stranově střídali a 

čas aplikace jsme každý den dodržovali stejný. Zvířatům ze skupiny TAC1 jsme tuto 

dávku aplikovali od 1. pooperačního dne. Zvířatům ze skupiny TAC7 jsme imunosupresi 

ve stejných dávkách podávali s odstupem sedmi dnů od transplantace. Prvních šest 

pooperačních dní jsme zvířatům ve skupině TAC7 a v kontrolních skupinách ISO a ALO 

aplikovali placebo ve formě fyziologického roztoku. Placebo jsme aplikovali 

intramuskulárně ve stejném objemu i čase jako dávky léků imunosuprimovaných zvířat. 

Dávky imunosupresiv i placeba včetně strany aplikace jsme po každé dávce zaznamenávali 

do denního záznamu pro každé zvíře zvlášť. Podle protokolu podávání imunosuprese tak 

byli příjemci rozděleni do čtyř experimentálních skupin - ISO, ALO, TAC1, TAC7. 

(tabulka 1) 
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3.9. Pooperační péče a farmakoterapie 

V pooperačním a celém sledovaném období jsme příjemcům nepodávali žádné 

antiagregační ani antikoagulační přípravky. Zvířata jsme po dobu experimentu barevně 

označili nezávadnou barvou na ocasu a jednotlivě chovali v klecích s originálními denními 

záznamy o celkovém stavu, váze, hybnosti, aplikaci léků a odběrech vzorků. V místnosti s 

klecemi byla zajištěna stálá teplota, byly minimalizovány stresující faktory prostředí a 

zvířatům byl zajištěn dostatečný přísun potravy a tekutin. Každý den jsme zvířata ve 

stejnou dobu zvážili, zkontrolovali jejich celkový stav včetně hybnosti a aplikovali jim 

léky. (obrázek 12) 

 

              

Obrázek 12 - Pooperační péče. Chovná klec s označením, do které jsme uložili potkana 

po transplantaci. Pro každé zvíře byl zároveň veden denní záznam s údaji o pooperačním 

stavu, aplikaci léků a hmotnosti. Aby nedošlo k záměně záznamů a zvířat, označili jsme 

potkany na ocasu netoxickou, nesmyvatelnou barvou. 
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3.10. Explantace štěpů 

 Třicátý pooperační den jsme provedli explantaci štěpů. Před operací jsme provedli 

poslední kontrolu celkového stavu potkanů včetně kontroly váhy. Poté jsme zvířata uvedli 

do celkové anestezie pomocí intramuskulárně aplikované směsi ketaminu (Narkamon®, 

Spofa) v dávce 100 mg/kg a xylazinu (Rometar®, Spofa) v dávce 10 mg/kg. Po uspání 

jsme potkany upevnili na operační desku a provedli střední relaparotomii. Přes volnou 

dutinu břišní jsme vypreparovali retroperitoneálně našitý aortální štěp. Při preparaci jsme 

hodnotili případné aneurysmatické či jiné makroskopicky hodnotitelné známky rejekce 

nebo obliterace štěpu. Po dostatečném uvolnění celého štěpu jsme do dolní duté žíly 

aplikovali heparin v dávce 100IU/kg a po naložení cévních svorek jsme štěp explantovali 

společně s oběma anastomózami a částmi aorty příjemce. Štěpy jsme následně připravili na 

další histologické a imunohistochemické vyšetření. Při přípravě jsme za použití operačního 

mikroskopu spolehlivě odstranili oblasti cévních anastomóz, abychom z dalšího hodnocení 

vyloučili části vzorků ovlivněné přítomnosti cizorodého materiálu ve formě stehů a 

tkáňové reakce na ně. V průběhu explantace jsme zvířatům provedli také odběr krevních 

vzorků do Eppendorfových mikrozkumavek ke stanovení koncentrace a dynamiky donor 

specifických anti MHC protilátek I. a II. třídy a u imunosuprimovaných zvířat koncentrace 

takrolimu. Zvířata jsme nakonec usmrtili letální dávkou tiopentalu (Thiopental®, Spofa 

Czech Rep) aplikovaného injekčně do dolní duté žíly. Operační výkon explantace štěpů 

jsme stejně jako odběr a implantaci štěpů prováděli s použitím operačního mikroskopu s 

10-ti násobným zvětšením. 
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4. SLEDOVANÉ PARAMETRY 

4.1. Hmotnost zvířat 

 Po transplantaci štěpů jsme denně prováděli kontrolu hmotnosti zvířat, která 

sloužila jako indikátor dobrého pooperačního stavu a funkce vnitřních orgánů. Hodnoty 

jsme zaznamenávali do originálních tabulek pro každé zvíře zvlášť, které jsme označili 

stejnou značkou jako zvíře a uložili u jednotlivých klecí. Zvířatům byl zajištěn dostatečný 

přísun potravy a tekutin. V chovné místnosti jsme udržovali stabilní teplotu a zároveň jsme 

eliminovali rušivé vlivy z okolí. Při vážení jsme u zvířat kontrolovali také celkový stav a 

hybnost zadních končetin, jejíž porucha nepřímo vypovídá o poruchách prokrvení a 

uzávěru rekonstrukce. Do zhojení jsme také kontrolovali stav operační rány. Na konci 

kontroly jsme zvířatům ze skupin TAC1 a TAC7 aplikovali imunosupresi intramuskulární 

injekcí. V případě skupin ALO, ISO a prvních 6 dní u skupiny TAC7 jsme aplikovali čistý 

fyziologický roztok ve stejném objemu, jaký by byl použit při podávání imunosuprese.  

 

4.2. Koncentrace takrolimu  v periferní krvi příjemců 

 Koncentraci takrolimu jsme stanovovali 30. den po transplantaci z krve odebrané z 

dolní duté žíly před explantací štěpů. K vyšetření jsme použili soupravu pro homogenní 

enzymovou imunoanalýzu Emit® 2000 Tacrolimus assai (Dade Behring). Vyšetření 

koncentrace imunosupresiva jsme prováděli z důvodu kontroly v obou 

imunosuprimovaných skupinách. Ve skupině TAC1 byl takrolimus podáván od 1. 

pooperačního dne, ve skupině TAC7 byl takrolimus podáván až od 7. dne. Pro porovnání 

případných rejekčních změn bylo tedy zásadní, aby imunosuprese byla na konci 

experimentu v obou skupinách srovnatelná. V případě, že by se koncentrace v obou 
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imunosuprimovaných skupinách významně lišila, nebylo by možné výsledky experimentu 

správně interpretovat. 

 

4.3. Histologické vyšetření aortálních štěpů 

 Všechny explantované štěpy jsme histologicky vyšetřili. K vlastní analýze jsme 

odebrali střední úseky štěpů fixované v 10 % formolu, aby vyšetření nebyla ovlivněna 

hojivými procesy v oblastech anastomóz a reakcí tkání na šicí materiál. Štěpy jsme po 

explantaci za použití operačního mikroskopu očistili od přihojených okolních tkání, 

odstranili jsme obě anastomózy a po konečné kontrole explantátů jsme přistoupili k další 

přípravě na histologické vyšetření. Části očištěných alloštěpů jsme uložili do speciálních 

plastových boxů Sakura Finetek Tissue Tek© Cryomold holders (Sakura Finetek, Tokyo, 

Japonsko) a zalili je gelovým fixačním roztokem Sakura Finetek Tissue Tek© O.C.T. 

compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japonsko). Preparáty jsme ve vaničkách zamrazili 

v lázni s 2-methylbutanem (Fluka Chemika, Buchs, Švýcarsko) pomocí tekutého dusíku a 

následně jsme vaničky s preparáty uložili při teplotě -80°C do dalšího zpracování. 

Histologické vyšetření jsme provedli po definitivním zpracování a zalití do parafínu z 5 μm 

tlustých parafínových řezů za použití barvení hematoxylin-eosinem a barvením podle Van-

Giesona na elastická vlákna. Hodnotili jsme tloušťku a kontinuitu intimy, rozsah intimální 

proliferace eventuálně destrukce a tloušťku mediální vrstvy. Tunica intima od povrchu 

intimálních buněk k vnitřní hranici tunica media, mediální vrstvu pak mezi vnitřní a vnější 

elastickou membránou. Měření jsme prováděli v náhodných lokalizacích na 10 místech v 

každém řezu. Průměrnou hodnotu se standardní odchylkou jsme stanovili pro každou aortu 

i skupinu zvlášť. Preparáty jsme hodnotili naslepo tak, aby nebylo známo, ke které skupině 
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vyšetřovaný vzorek patří a byla tak zajištěna nestrannost experimentu. Při histologickém 

vyšetřování jsme z preparátů pořizovali fotodokumentaci. 

 

4.3.1. Imunohistochemické vyšetření 

 Vzorky pro imunohistochemické vyšetření jsme zpracovávali podobně jako u 

prostého histologického vyšetření také ze střední části štěpů, které jsme v plastových 

boxech (Tissue Tek©, Cryomold, Sakura, Japonsko) zalili gelovým fixačním roztokem 

(Tissue Tek©, Cryomold, Sakura, Japonsko). Boxy jsme následně vložili do lázně s 2-

methylbutanem (Fluka, Chemika, Švýcarsko) a zamrazili pomocí tekutého dusíku. Po 

dobu, než jsme provedli imunohistochemické vyšetření, byly boxy skladovány při teplotě -

80ºC. V tabulce 3 jsou uvedeny protilátky, které jsme k imunohistochemické detekci 

antigenů použili.  

  

CD4+ buňky 

Primární protilátka: anti-CD4 

(W3/25, Cymbus Biotechnology LTD, Hampshire, UK) 

Sekundární protilátka: Histofine® Simple Stain Rat 

MAX PO (Nichirei Biosciences Inc., Japonsko) 

Detekční systém: Dako Liquid DAB+ Substrate-

Chromogen System (Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Dánsko) 

CD8+ buňky 

Primární protilátka: anti-CD8  

(OX-8, Cymbus Biotechnology LTD, Hampshire, UK) 

Detekční systém: Histofine® Simple Stain Rat MAX 

PO (Nichirei Biosciences Inc., Japonsko) 

Detekční systém: Dako Liquid DAB+ Substrate-

Chromogen System (Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Dánsko) 

Endoteliální buňky Primární protilátka: anti-Von Willebrand factor  
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(Dako Denmark A/S, Glostrup, Dánsko) 

Sekundární protilátka: Histofine® Simple Stain Rat 

MAX PO (Nichirei Biosciences Inc., Japonsko) 

Detekční systém: Dako Liquid DAB+ Substrate-

Chromogen System (Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Dánsko) 

Lewis MHC II 

pozitivní buňky 

Primární protilátka: anti RT1.Bu 

(MRC-OX3, Cedarlane Laboratories Ltd., Burlington, 

Kanada) 

Sekundární protilátka: horse anti mouse antibody 

(Vector Lab, Burlingame, USA) 

Detekční systém: R.T.U. Vectastain Elite ABC, Reagent 

(Vector Lab, Burlingame, USA) 

Imunoglobuliny G 

Primární protilátka: anti rat IgG cunjugated with 

fluoroscein isothianate (Chemicon International 

Inc.,Temecula, USA) 

MHC I třídy 

Primární protilátka: anti-RT1.Ac  

(OX-27, Acris Antibodies GmbH, Herford, Německo) 

Sekundární protilátka: PE-Cy7-Streptavidin (BD 

Biosciences, Heidelberg, Německo) 

MHC II třídy 

Primární protilátka: anti-RT1.D  

(OX-17, BD Biosciences, Heidelberg, Německo) 

Sekundární protilátka: PE-Cy7-Streptavidin (BD 

Biosciences, Heidelberg, Německo) 

 

Tabulka 3 - Specifikace monoklonálních a polyklonálních protilátek použitých 

při imunohistochemickém vyšetření a při průtokové cytometrii. 
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4.3.2. Detekce CD4+, CD8+  pozitivních buněk a buněk s von Willebrandovým faktorem 

 Detekce imunokompetentních buněk byla provedena dvojstupňovou nepřímou 

metodou, při které jsme použili imunoenzymový polymer. 

Pro vyšetření přítomnosti a množství imunokompetentních buněk jsme použili 8 μm silné 

řezy, které jsme nejprve 10 minut fixovali chlazeným acetonem. Následně jsme preparáty 

osušili a opláchli v 0,2 % roztoku Triton X 100 a ve fosfátovém pufru. Takto připravené 

vzorky jsme 60 minut inkubovali v roztoku s primární protilátkou (anti-CD4, (W3/25, 

Cymbus Biotechnology LTD, Hampshire, UK), anti-CD8 (OX-8, Cymbus Biotechnology 

LTD, Hampshire, UK), anti-Von Willebrand factor (Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Denmark)). V dalším kroku jsme inhibovali endogenní peroxidázu v 0,3 % peroxidu 

vodíku a v 70% metanolu. Tato fáze probíhala 30 minut. Následně jsme vzorky dalších 30 

minut inkubovali v roztoku se sekundární protilátkou (imunoenzymový polymer 

Histofine® Simple Stain Rat MAX PO, Nichirei, Japonsko). Před finálním obarvením 

Harrisovým hematoxylinem a fixací v Entellanu (Merck KGaA, Damstadt, Německo) jsme 

na vzorky 5 minut aplikovali 3,3 diaminobenzidin (Dako Liquid DAB + Substrate-

Chromogen System, Dako, Glostrup, Dánsko). 

Preparáty jsme hodnotili naslepo tak, aby nebylo známo, ke které skupině vyšetřovaný 

vzorek patří a byla tak zajištěna nestrannost experimentu. Na vyšetření jsme použili 

mikroskop s 1000násobným zvětšením. Počet buněk jsme stanovovali v pěti zorných 

polích, ze kterých jsme spočetli průměrnou hodnotu. Specifikace protilátek použitých při 

vyšetření je uveden v tabulce 3. 
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4.3.3. Detekce Lewis MHC II pozitivních buněk 

 Obdobně jako u detekce CD4+, CD8+ buněk jsme toto imunohistochemické 

vyšetření prováděli na 8 μm silných řezech. Pro vyšetření jsme ovšem použili třístupňovou 

nepřímou technikou. Vzorky jsme nejprve 10 minut fixovali v chlazeném acetonu, osušili a 

následně opláchli v 0.2 % roztoku Triton X 100 a fosfátovém pufru. Dále jsme za použití 

setu Biotin blocking system (Dako, Dánsko) zablokovali endogenní biotin. Po inkubaci s 

10 % koňským sérem jsme vzorky 60 minut inkubovali s primární protilátkou. Dalším 

krokem byla inhibice endogení peroxidázy v 0,3 % peroxidu vodíku a v 70 % metanolu. 

Poté proběhla třicetiminutová expozice biotinylovanou koňskou anti-myší protilátkou 

(Vector Lab, Burlingame, UK). V posledních fázích celého procesu jsme preparáty 

inkubovali s R.T.U. Vectastain Elite ABC Reagent (Vector Lab, Burlingame, UK) a poté 

jsme na vzorky na 5 minut aplikovali 3,3 diaminobenzidin (Dako Liquid DAB + Substrate-

Chromogen, Dako, Dánsko). Po kontrastním dobarvení jsme vzorky zalili do Entellanu 

(Merck, Německo). V tabulce 3 jsou uvedeny základní specifikace protilátek použitých při 

tomto vyšetření. Preparáty jsme následně "slepě" hodnotili tak, aby výsledky vyšetření 

nemohly být ovlivněny. Buňky jsme sčítali v pěti náhodně vybraných zorných polích při 

použití vyšetřovacího mikroskopu s 1000násobným zvětšením. Z výsledků jsme nakonec 

spočetli průměrnou hodnotu. 

 

4.3.4. Detekce imunoglobulinů 

 Přítomnost imunoglobulinů ve stěně štěpů jsme zjišťovali přímou 

imunofluorescenční technikou. Řezy 8 μm silné jsme oplachovali ve fosfátovém pufru a 

dále sušili na vzduchu. Dalších třicet minut jsme vzorky inkubovali s fluorescin 

isothiocyanátem (Chemicon International Inc, Temecula, California, USA) konjugovanou 
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primární protilátkou (FITC), uvedenou v přehledu protilátek použitých při 

imunohistochemických vyšetření v tabulce 3. Vzorky jsme následně opět opláchli, fixovali 

v glycerinu a bezprostředně poté hodnotili za požití flourescenčního mikroskopu. 

 

4.4. Detekce donor specifických anti-MHC protilátek I. a II. třídy v periferní krvi 

příjemců 

 Krevní vzorky jsme odebrali zvířatům ve všech skupinách 0. a 30. den po 

transplantaci. Před transplantací jsme odběr prováděli punkcí očního sinu podle van 

Hercka (van Herck H. et al., 1998) v celkové anestezii, třicátý pooperační den jsme krevní 

vzorky odebrali při explantaci štěpů punkcí dolní duté žíly. Vzorky jsme následně 

odstředili v Eppendorfových mikrozkumavkách a separovali tak krevní sérum, ve kterém 

jsme koncentraci protilátek dále stanovovali. K vlastnímu vyšetření bylo jako první krok 

nutné získat splenocyty ze slezin zvířat. Odběr slezin jsme provedli na začátku 

experimentu a mohli jsme tak zároveň získat základní dovednosti s celkovou anestezií, 

laparotomií a operační technikou u laboratorních zvířat s použitím operačního mikroskopu. 

Tyto dovednosti byly důležité pro pozdější vlastní našívání aortálních alloštěpů. 

 

4.4.1. Získání splenocytů k vyšetření periferní krve příjemců průtokovou cytometrií  

 Jako zdroj splenocytů jsme použili sleziny od samců potkanů Brown-Norway (n = 

10, váha 200-250 g) pocházejících z chovné stanice Charles River (Würzburg, Německo). 

Zvířata jsme před výkonem zvážili a uvedli do celkové anestézie pomocí intramuskulárně 

aplikované směsi ketaminu v dávce 100 mg/kg (Narkamon®, Spofa) a xylazinu v dávce 10 

mg/kg (Rometar®, Spofa) do stehenního svalu. Po uspání zvířete jsme v místě plánované 

laparotomie oholili srst a následně provedli přípravu a dezinfekci operačního pole. Po 



48 
 

napolohování a připevnění zvířete k operační desce jsme provedli střední laparotomii 

nůžkami. Břišní stěnu jsme pomocí rozvěráčků odhrnuli do stran a získali tak přístup do 

břišní dutiny, ze které jsme vyjmuli slezinu. Po odebrání slezin jsme provedli eutanasii 

dárců injekčním podáním letální dávky tiopentalu (Thiopental®, Spofa Czech Rep.) do 

dolní duté žíly. Odebrané sleziny jsme následně zpracovali podle protokolu pro přípravu 

splenocytů. Krátce po odběru jsme sleziny rozdělili na menší kousky a propasírovali 

sítkem pomocí pístu injekční stříkačky. Drť jsme poté promyli ve fosfátovém pufru (PBS – 

Phosphate buffered saline) a vzniklou buněčnou suspenzi jsme dále smíchali s Biocoll 

separačním roztokem (BioScience, Nottingham, UK). Směs jsme 20 minut odstřeďovali při 

2000 ot./min. a vzniklý supernatant jsme smíchali s 10% fetálním telecím sérem (FCS) a 

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs SG, Švýcarsko). Následně jsme směs 

odstředili v Eppendorfových mikrozkumavkách při 1200 ot. /min. po dobu 10 minut. Tento 

krok jsme prováděli dvakrát, poté následovalo sečtení a kontrola viability buněk pomocí 

barvení tryptanovou modří. Buňky pak byly uloženy v nádobkách s kryokonzervačním 

roztokem (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium + 20 % FCS) v tekutém dusíku do 

dalšího zpracování. 

 

4.4.2. Vyšetření periferní krve příjemců průtokovou cytometrií 

 Vazbu protilátek v příjemcovských potkaních sérech na klidové Brown-Norway 

splenocyty jsme zjišťovali průtokovou cytometrií. Splenocyty jsme rozmrazili, promyli ve 

fosfátovém pufru (PBS) a suspendovali v roztoku PBS s 1 % fetálním bovinním sérem 

(FBS). 100000 buněk jsme pak po dobu 30 minut inkubovali při 4 st. Celsia s 10 µL 

příjemcovského potkaního séra. Buňky jsme poté dvakrát promyli v roztoku PBS s 1 % 

FBS a inkubovali s originálními protilátkami ke zjištění exprese MHC. Jako primární 
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protilátky jsme použili Biotin-MHC I. třídy (anti-RT1.Ac, OX-27, Acris Antibodies 

GmbH, Herford, Německo) nebo Biotin-MHC II. třídy (anti-RT1.D, OX-17, BD 

Biosciences, Heidelberg, Německo) a jako sekundární protilátky PE-Cy7-Streptavidin (BD 

Biosciences, Heidelberg, Německo). FACSCanto II flow cytometrem (BD Biosciences, 

Heidelberg, Německo) jsme získali 10000 buněk a následně analyzovali pomocí 

FACSDiva™ programu (BD Biosciences, Heidelberg, Německo). Grafické zpracování 

nám umožnilo převedení a zhodnocení intenzity fluorescence. Vazba MHC protilátek I. 

nebo II. třídy na splenocyty, které nebyly inkubovány s potkaním sérem jsme nastavili jako 

100 %. Protilátky přítomné v sérech transplantovaných potkanů Lewis se kompetitivně 

navázaly na molekuly MHC I. a II. třídy exprimovaných na splenocytech z potkanů 

Brown-Norway. Kompetitivní inhibice vazby fluorescinem označených protilátek MHC I. 

a II. třídy tak ve výsledku snížila naměřený fluorescenční signál. 

 

4.5. Statistické metody 

Nashromážděná data z experimentu jsme statisticky zpracovali ve spolupráci s 

profesionálním statistikem z technologického centra Akademie věd České Republiky. 

Data jsme nejprve otestovali pomocí testů normality. Jako test normality jsme zvolili 

Kolmogorovův-Smirnovův test a dále testy šikmosti a špičatosti rozdělení dat. Jelikož data 

vykazovala jen nevýznamné odchylky od normality, zvolili jsme pro jejich popis a 

testování parametrické metody. Jako popisný ukazatel polohy souboru jsme zvolili 

aritmetický průměr a jako ukazatel variability jsme použili směrodatnou odchylku. Výšky 

sloupců u sloupcových grafů reprezentují průměry a chybové úsečky symbolizují 95 % 

konfidenční interval. Vzhledem k vyváženému typu designu jsme průměry všech 

sledovaných parametrů (nárůst hmotnosti, CD4+ buňky, CD8+ buňky, MHC II+ buňky, 
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anti MHC I a anti MHC II protilátky) mezi skupinami globálně porovnávali pomocí 

jednofaktorové analýzy rozptylu (ANOVA). V případě významnosti hlavního efektu (p 

<0,05) jsme následně provedli párové porovnávání dvojic skupin. K párovému 

porovnávání jsme použili Tukeyův post-hoc test, který v sobě zahrnuje korekci p-hodnoty 

vzhledem k mnohočetnému porovnávání. Veškeré výpočty a testování dat jsme provedli ve 

statistickém programu STATA (verze 12.1). Všechny grafy jsme pak byly vytvořili 

pomocí škálovatelné vektorové grafiky řízené daty v rámci knihovny D3.js (verze 3.0) v 

JavaScriptu. 

 

5. VÝSLEDKY 

5.1. Hmotnost zvířat 

U všech hodnocených zvířat došlo ve sledovaném třicetidenním období k nárůstu 

hmotnosti. Procentuální nárůst hmotnosti vztažený k předoperační váze byl signifikantně 

vyšší (P <0,05) u obou skupin bez imunosuprese (skupina ISO + 47,1 ± 10,5 %, skupina 

ALO + 46,1 ± 10,8 %) ve srovnání se skupinou TAC1 (+ 29,7 ± 4,4%), ve které zvířata 

dostávala imunosupresi od prvního pooperačního dne. Nárůst hmotnosti u zvířat ve 

skupině TAC7, která imunosupresi dostávala od sedmého pooperačního dne (+ 41,0 ± 5,6 

%) však byla srovnatelná s oběma skupinami zvířat bez imunosuprese. Grafické 

znázornění přírůstku hmotnosti u všech sledovaných skupin je uvedeno níže. (obrázek 13, 

tabulka 4) 

 

 



51 
 

 

 

Obrázek 13 - Procentuální nárůst hmotnosti 30. pooperační den vztažený k 

předoperační váze. Zvířata bez imunosuprese (skupina ISO a ALO) měla 30. pooperační 

den větší nárůst hmotnosti ve srovnání se skupinou TAC1, kde byla imunosuprese 

podávána od 1. pooperačního dne. Ve skupině TAC7 s imunosupresivní terapií od 7. 

pooperačního dne byl přírůstek hmotnosti srovnatelný s oběma neimunosuprimovanými 

skupinami (ISO, ALO). 

  

5.2. Koncentrace takrolimu v periferní krvi příjemců 

 Měření koncentrace takrolimu v periferní krvi jsme prováděli za účelem zjištění 

adekvátních koncentrací imunosupresiva 3-7 ng/ml při denních dávkách 0,2 mg/kg 

podávaných v intramuskulárních injekcích. Průměrná koncentrace imunosupresiva třicátý 

pooperační den byla ve skupině TAC1, ve které zvířata dostávala imunosupresi od 1. 
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pooperačního dne mírně vyšší (4.6±0.7 ng/ml) v porovnání se zvířaty, která dostávala 

takrolimus až od 7. pooperačního dne ve skupině TAC7 (4.0±0.2 ng/ml) (P=0.035) 

(tabulka 4). Během experimentu jsme nezaznamenali žádné vedlejší účinky podávání 

takrolimu, jako diarrheu nebo přetrvávající úbytek na váze. 

 

Skupina 
Charakteristika 
skupiny  

Imunosuprese 
Kryokonzervace 
štěpů (dny) 

Nárůst 
hmotnosti 
30. 
pooperační 
den (%) 

Koncentrace 
takrolimu 30. 
pooperační den 
(ng/ml) 

ISO LEW – LEW ne 172.7±2.6 47.1±10.5 ne 

ALO BN – LEW ne 179.3±2.6 46.1±10.8 ne 

TAC1 BN – LEW 
takrolimus 
1. - 30. den 

180.2±6.9 29.6±4.4 4.6±0.7 

TAC7 BN – LEW 
takrolimus 
7. - 30. den 

180.3±0.5 40.1±5.6 4.0±0.2 

 

Tabulka 4 - Základní charakteristika skupin s pooperačním nárůstem hmotnosti a 

koncentrací takrolimu 30. pooperační den. LEW – samci kmene Lewis, BN – samci 

kmene Brown-Norway 

 

5.3. Histologické vyšetření 

 Při histologickém vyšetření jsme zjistili, že aortální štěpy z obou 

imunosuprimovaných skupin (TAC1, TAC7) mají 30. den po transplantaci fyziologickou 

stavbu cévní stěny s diferencovatelnými všemi třemi základními vrstvami – tunica intima, 

tunica media i tunica adventitia. Intraluminální povrch tunica intima byl pokrytý jednou 

souvislou vrstvou endotelových buněk bez zjevných trhlin, či jiných projevů poškození. V 
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celém rozsahu tunica media jsme nezaznamenali žádné známky destrukce ani nekrózy 

buněk. Při imunohistochemickém vyšetření na ukládání imunoglobulinů v tunica media 

jsme nedetekovali žádná depozita IgG. Infiltrace tunica adventitia mononukleáry byla u 

obou skupin TAC1 i TAC7 srovnatelná s isogenní skupinou ISO. (obrázek 14 a, b, c). 

Alloštěpy měly normální histologickou stavbu abdominální aorty se všemi třemi 

základními anatomickými vrstvami, bez známek intimální hyperplazie, nekrózy buněk 

hladkých svalů v mediální vrstvě a bez větší adventiciální infiltrace imunokompetentními 

buňkami. 

 

Obrázek 14 a, b, c – Fotografie z histologického a imunohistochemického vyšetření 

kryokonzervovaných aortálních alloštěpů 30. pooperační den.  

              

Obr. 14 a – Histologické vyšetření kryokonzervovaného aortálního alloštěpu s 

použitím imunosuprese, barvení hematoxilin-eosin. Zvětšení 100x. Alloštěpy měly 

normální histologickou stavbu abdominální aorty se všemi třemi základními anatomickými 

vrstvami, bez známek intimální hyperplazie, nekrózy buněk hladkých svalů v mediální 

vrstvě a bez větší adventiciální infiltrace. 
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Obr. 14 b – Imunohistochemické vyšetření kryokonzervovaného aortálního alloštěpu 

s použitím imunosuprese, barvení protilátkou proti von-Willebrandovému faktoru. 

Zvětšení 100x. Intraluminální povrch alloštěpů (šipka) byl pokrytý jednou vrstvou 

endotelových buněk (obarvené na hnědo). 

              

Obr. 14 c – Imunohistochemické vyšetření kryokonzervovaného aortálního alloštěpu 

s použitím imunosuprese, barvení fluorescin isothiocyanát konjugovanou primární 

protilátkou. Zvětšení 40x, fluorescenční mikroskopie). V celém rozsahu tunica media a 

intima jsme u alloštěpů nedetekovali žádná depozita imunoglobulinu G 
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Překvapivé výsledky přineslo histologické a imunohistochemické vyšetření v případě 

zvířat ze skupiny ALO, kde jsme provedli allogenní transplantaci a nepodávali jsme 

imunosupresi. Allogenní štěpy z této skupiny totiž měly také normální morfologii aortální 

stěny. Pozorovali jsme všechny 3 základní vrstvy cévní stěny, tunica intima nejevila žádné 

známky desintegrace. Ve svalových buňkách tunica media jsme nezaznamenali žádná IgG 

depozita. V tunica adventitia byla nicméně výrazně větší infiltrace mononukleárními 

buňkami v porovnání s isogenní skupinou ISO a oběma imunosuprimovanými skupinami 

TAC1 i TAC7. (obrázek 15) 

 

Obrázek 15 a1, a2, b1, b2. Fotografie z imunohistochemického vyšetření 

kryokonzervovaných aortálních alloštěpů 30. pooperační den. 

 

   

Obr. 15 a1, a2 – Imunohistochemické vyšetření na přítomnost Lewis MHC II 

pozitivních buněk u kryokonzervovaného alloštěpu. Zvětšení 400x. Adventiciální 

infiltrace alloštěpu kmene Brown-norway MHC II pozitivními buňkami kmene Lewis (obr. 

a1) byla významně redukována podáváním imunosuprese ať byla započata již od 1. 

pooperačního dne nebo s odstupem 7 dnů. (obr. a2). 
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Obr. 15 b1, b2 – Imunohistochemické vyšetření na přítomnost CD4 pozitivních buněk 

u kryokonzervovaného štěpu. Zvětšení 400x. Adventiciální infiltrace alloštěpů kmene 

Brown-norway CD4 pozitivními buňkami kmene Lewis (obr. b1) byla významně 

redukována podáváním imunosuprese ať byla započata již od 1. pooperačního dne nebo s 

odstupem 7 dnů (obr. b2).  

 

5.4. Infiltrace adventicie imunokompetentními buňkami 

 Adventiciální infiltrace CD4+, CD8+ a MHC II pozitivními buňkami kmene Lewis 

v obou imunosuprimovaných skupinách (TAC1 a TAC7) byla 30. den po transplantaci 

srovnatelná s adventiciální infiltrací v isogenní skupině ISO. 

 Průměrný počet MHC II pozitivních buňek kmene Lewis, CD8 a CD4 pozitivních 

buněk v tunica adventitia ve skupině ALO, kde jsme provedli allogenní transplantaci bez 

podávání imunosuprese, byl signifikantně vyšší (P <0.001) než v ostatních skupinách (ISO, 

TAC1, TAC7) (tabulka 5, obrázek 15) 
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Skupina 

Intima Media Adventicie* 

endotel 
Intimální 

hyperplazie 
IgG 

depozita 

Nekróza 
svalových 

buněk 

LEW 
MHC II+ 
buňky** 

CD8+ CD4+ 

ISO + - - - 6.3±4.4 2.2±2.7 3.9±2.6 

ALO + - - - 20.7±6.71 6.9±5.41 9.6±6.51 

TAC1 + - - - 5.9±5.5 3.5±3.3 2.3±1.6 

TAC7 + - - - 6.1±5.1 3.1±3.8 2.0±1.5 

 

Tabulka 5 - Hodnocení histologického obrazu a známek rejekce u 

kryokonzervovaných aortálních alloštěpů 30. den po transplantaci. 

1 průměrný počet MHC II pozitivních buněk kmene Lewis, CD8 pozitivních a CD4 

pozitivních buněk v tunica adventitia ve skupině ALO byl signifikantně vyšší (P<0.001) 

než v ostatních skupinách (ISO, TAC1, TAC7) 

+ pozitivní nález, - negativní nález 

* průměrný počet MHC II pozitivních buněk kmene Lewis, CD8 pozitivních a CD4 

pozitivních buněk v tunica adventitia v jednom vyšetřovaném poli při 1000násobném 

zvětšení 

** Buňky kmene Lewis s pozitivním barvením na hlavní histokompatibilní komplex II 

třídy  
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5.5. Donor specifické protilátky anti-MHC I. třídy v periferní krvi příjemců 

 V sérech zvířat, u kterých jsme provedli isogenní transplantace (skupina ISO, 

97.1±4.7 %) a ve skupině zvířat, která dostávala imunosupresi od 1. pooperačního dne 

(skupina TAC1, 102.4±4.2 %) nebyla 30. den po transplantaci detekována změna v inhibici 

vazby fluorescinem označené protilátky proti MHC I. třídy na splenocyty kmene Brown-

Norway ve srovnání se séry odebranými před transplantací (skupina ISO, 110.6±7.1 %, 

skupina TAC1, 113.6±29.3 %) (obrázek 16). 

 

 

 

 

Obrázek 16 - Srovnání koncentrace protilátek proti MHC I. třídy v séru 0. a 30. den 

po transplantaci. Procentuální vyjádření vazby fluorescinem značených protilátek proti 
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MHC I. třídy (anti-RT1.Ac, OX-27) na klidové splenocyty potkanů Brown-Norway po 

přidání sér získaných od příjemců před transplantací (POD 0) a 30. den po transplantaci 

(POD 30). 

ISO – isogenní skupina bez imunosuprese, ALO – allogenní skupina bez imunosuprese, 

TAC1 - allogenní skupina imunosuprimovaná od 1. pooperačního dne, TAC7 - allogenní 

skupina imunosuprimovaná od 7. pooperačního dne. 

 

 Ve vyšetřovaných sérech odebraných 30. pooperační den u skupiny TAC7, ve které 

jsme imunosupresi pomocí takrolimu podávali od 7. pooperačního dne, jsme zjistili vyšší 

inhibici vazby fluorescinem označené protilátky proti MHC I. třídy na splenocyty kmene 

Brown-Norway (79.9±3.3 %) ve srovnání se séry odebranými před transplantací 

(103.7±6.6 %, p = 0.026). (obrázek 16) 

 Séra odebraná od allogenních neimunosuprimovaných zvířat skupiny ALO 30 dní 

po transplantaci statisticky významně snížila vazbu fluorescinem označené protilátky proti 

MHC I. třídy na splenocyty kmene Brown-Norway (46.9±19.4 %), v porovnání se séry, 

odebranými před transplantací (110.8±21.9 %, p <0.001). (obrázek 16) 

 Při celkovém zhodnocení, séra allogenní neimunosuprimované skupiny (skupina 

ALO), odebraná 30. pooperační den, vykázala signifikantně vyšší inhibici vazby 

fluorescinem označené protilátky proti MHC I. třídy na splenocyty kmene Brown-Norway 

(46.9±19.4 %), v porovnání se séry, odebraných 30. pooperační den, v isogenní skupině 

(skupina ISO, 97.1±4.7 %, p < 0.001), stejně tak, jako v případě obou 

imunosuprimovaných skupin (skupina TAC1, 102.4±4.2 %, p < 0.001), (skupina TAC7, 

79.9±3.3 %, p < 0.001). (obrázek 16) 
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5.6. Donor specifické protilátky anti-MHC II. třídy v periferní krvi příjemců 

 Séra isogenní skupiny (ISO), stejně jako séra odebraná od obou 

imunosuprimovaných skupin (skupiny TAC1 a TAC7) nevykazovala žádnou inhibici 

vazby v průběhu sledovaného období. V kontrastu s tímto zjištěním, pouze séra, získaná od 

allogenní, neimunosuprimované skupiny (ALO) 30. pooperační den, inhibovala vazbu 

fluorescinem označené protilátky proti MHC II. třídy na splenocyty kmene Brown-Norway 

(65.8±11.9 %). Tato inhibice však nebyla statisticky významná v porovnání s výsledky 

vzorků sér odebraných stejné skupině před transplantací (100.5±41.9 %). (obrázek 17) 

 

 

Obrázek 17 - Povnání koncentrace protilátek proti MHC II. třídy v séru 0. a 30. den 

po transplantaci. Procentuální vyjádření vazby fluorescinem značených protilátek proti 

MHC II. třídy (anti-RT1.D, OX-17) na klidové splenocyty potkanů kmene Brown-norway 
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po přidání sér získaných od příjemců před transplantací (POD 0) a 30. den po transplantaci 

(POD 30). 

ISO – isogenní skupina bez imunosuprese, ALO - allogenní skupina bez imunosuprese, 

TAC1 - allogenní skupina imunosuprimovaná od 1. pooperačního dne, TAC7 - allogenní 

skupina imunosuprimovaná od 7. pooperačního dne 

 

6. DISKUZE 

 V prezentované studii hodnotíme efekt dvou imunosupresivních protokolů s 

použitím imunosupresiva takrolimu v monoterapii na rejekci kryokonzervovaných 

tepenných alloštěpů abdominální aorty u potkanů. Zvířecí alloštěpy byly zpracovány v 

souladu s odběrovými, kryokonzervačními a implantačními protokoly rutinně používanými 

v klinickém prostředí v České Republice od roku 2011. Použití obou imunosupresivních 

protokolů pomocí nízkých dávek takrolimu (podávaných od 1. nebo od 7. dne po 

transplantaci) zabránilo buněčné i humorálně zprostředkované rejekci kryokonzervovaných 

aortálních alloštěpů v třicetidenním sledovaném období. 

 Zvířecí model myších nebo potkaních aortálních allotransplantací je rutinně 

používán v experimentální transplantační medicíně a je úzce spojen s vývojem nových 

imunosupresivních léků od roku 1960. Na základě experimentálních modelů vznikaly 

další, nové imunosupresivní protokoly s azathioprinem (Vickery CM te al., 1965), 

azathioprinem a prednisonem (Todd IA, Boctor Z., 1966), 6-mercaptopurinem (Williams 

GM et al., 1975), cyclosporinem A (Schmitz-Rixen T et al., 1988), sirolimem (Gregory CR 

et al., 1993), cyclosporinem kombinovaným s methylprednisolonem a azathioprinem 

(Lemstrom K. et al., 1994), s mycophenolat mofetilem (Hullett DA, et al., 1996), 

takrolimem (Azuma N. et al., 1999), 15-deoxyspergualinem (Lacha J. et al., 2000), 
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cyklosporinem A a FTY720 (Nikolova Z. et al., (2000), takrolimem kombinovaným s 

FR260330  (Ouyang J. et al., 2005), everolimem (Eckl S. et al., 2010), everolimem s 

clopidogrelem (Heim Ch. et al., 2015). U všech imunosupresivních protokolů byla 

potvrzena schopnost do určité míry zabránit imunitní reakcí způsobenou destrukci cévní 

stěny alloštěpů. 

 Navzdory přesvědčivým experimentálním výsledkům není imunosupresivní terapie 

v klinické praxi cévními chirurgy všeobecně akceptována (Kieffer E. et al., 2004). Tato 

skutečnost je pravděpodobně způsobena tím, že antigenicita arteriálních alloštěpů není 

všeobecně uznávaným faktem (Konrad H et al., 2017) a/nebo tím, že se lékaři obávají 

podávat imunosupresi u pacientů s aktivní infekcí a tím omezení fyziologických obranných 

mechanismů lidského organismu (Harlander-Locke MP et al., 2014).  V případě, že je již 

imunosuprese podávána, nejvíce používaným lékem je cyclosporin A (Spunda R. et al., 

2016). 

Aktuálně, nejvíce komplexní pohled na použití a účinek cyklosporinu A podávaným po in-

situ revaskularizaci chladem konzervovanými alloštěpy při léčbě infekce cévních protéz 

použitých v aortální pozici, reprezentuje prospektivní, porovnávací, studie z jednoho 

cévně-chirurgického centra, kterou v roce 2011 publikoval Pupka et al. (Pupka A et al., 

2011). Jedna skupina pacientů byla pooperačně imunosuprimována pomocí cyclosporinu 

A. Druhá skupina pacientů nebyla z důvodu vlastního rozhodnutí imunosuprimována 

vůbec. Imunosupresivní protokol byl v této studii založen na podávání cyclosporinu A v 

denních dávkách 1-3 mg na kilogram hmotnosti pacienta. Cílové koncentrace v periferní 

krvi byly 140-150 mg/l. Imunosuprese byla podávána po celou dobu sledování, která v 

průměru trvala 22,8 měsíců. Veškeré komplikace jako trombóza štěpu (12 %), ruptura 

štěpu (12 %), ruptura štěpu s následným úmrtím pacienta (8%) a aneurysmatické změny 
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štěpu (8%) byly v této studii pozorovány pouze u skupiny pacientů, kteří imunosupresi 

neužívali. Z výsledků této práce je navíc patrné, že nebyly pozorovány žádné vedlejší 

nežádoucí účinky imunosuprese (Spunda R. et al., 2016). 

S těmito výsledky se však neshodují další publikované práce, které naopak potvrzují 

značné vedlejší účinky při používání cyklosporinu A. Tyto nežádoucí účinky jsou jednak 

vaskulární (Freguin-Bouilland C. et al., 2011) a jednak metabolické (Tepperman E et al., 

2010). Skutečně tak bylo prokázáno na modelu potkaních srdečních alloštěpů, že podávání 

cyklosporinu A vedlo k progresi aterosklerotických změn ve štěpu. Tento jev byl objasněn 

zvýšenou expresí růstového faktoru TGF-β (transforming growth factor beta) (Khanna AK 

et al., 2002). V případě aortálních alloštěpů bylo v další práci na potkanech zjištěno, že 

podávání cyklosporinu A vede k poškození endotelu a akceleraci aterosklerotického 

procesu (Mennander A. et al., 1992). Eckl et al. ve své experimentální práci na myších, 

kdy prováděl také implantace aortálních alloštěpů, potvrdil, že terapie s použitím 

cyklosporinu A v monoterapii není dostatečná k prevenci vzniku aterosklerotických změn 

ve štěpu (Eckl S. et al., 2010). Otázkou zůstává, zda byly aterosklerotické změny 

způsobeny nedostatečnou imunosupresí nebo nežádoucími účinky cyklosporinu A. 

Všechna uvedená fakta ohledně imunogenicity tepenných alloštěpů, imunosuprese pomocí 

protokolů s takrolimem, dobrých klinických výsledků při imunosupresivní terapii při 

simultánních transplantacích orgánů a cév (Adamec M. et al., 2004), vedla v roce 2002 k 

provedení experimentální studie, ve které se sledoval účinek imunosupresivního protokolu 

pomocí takrolimu po transplantaci chladem konzervovaných aortálních alloštěpů na 

potkaním modelu (Matia et al., 2007). V návaznosti na to se v roce 2004 začal 

standardizovaný protokol s takrolimem používat v klinické praxi u pacientů po náhradách 

infikovaných cévních protéz nebo stentgraftů chladem konzervovaným alloštěpem (Matia 
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et al., 2010). Pacienti začínají imunosupresi pomocí takrolimu užívat od sedmého dne po 

transplantaci a lék užívají po celou dobu, po kterou je rekonstrukce alloštěpem průchodná. 

Sedmidenní doba, po kterou není imunosuprese podávána, je důležitá zejména pro 

umožnění neomezené funkce imunitního systému příjemce v situaci, kdy se jeho 

organismus potýká s bojem s reziduální infekcí po explantované, infikované cévní protéze. 

Imunosupresivum takrolimus je podáváno v počáteční dávce 6 mg/den, s tím že obvyklá 

udržovací denní dávka je 2 mg/den. Pravidelně kontrolovaná cílová koncentrace takrolimu 

v krvi je 4–7 ng/ml. U pacientů, kteří byli takto léčeni, nebyly zaznamenány žádné vedlejší 

nežádoucí účinky podávaného imunosupresiva. 

 V popisovaném experimentu jsme také nepozorovali žádné klinicky významnější 

vedlejší účinky imunosuprese při podávání takrolimu intramuskulární cestou v dávce 0,2 

mg/kg/den. Při hodnocení pooperačního nárůstu váhy zvířat v jednotlivých skupinách jsme 

nicméně zaznamenali, že zvířata, která dostávala imunosupresi od prvního pooperačního 

dne, přibyla na váze signifikantně méně než zvířata z ostatních skupin, která dostávala 

imunosupresi s odstupem 7 dnů nebo nedostávala takrolimus vůbec. 

 Ve studii, která hodnotila imunosupresivem indukovanou hypertenzi, Takeda et al. 

podával potkanům takrolimus celkem 4 týdny v dávce 5,0 mg/kg/den. Lék byl aplikován 

perorálně, cílová koncentrace takrolimu v periferní krvi nebyla v tomto experimentu 

stanovována. Zvířatům nebyl prováděn žádný operační výkon. Po čtyřech týdnech byla 

váha imunosuprimovaných a neimunosuprimovaných zvířat srovnatelná, bez významného 

rozdílu (Takeda Y. et al., 1999). Naproti tomu v jiné toxikologické studii vedlo podávání 

takrolimu v denní perorální dávce 4 mg/kg/den (koncentrace v periferní krvi nebyla 

určena) k počáteční ztrátě na tělesné hmotnosti v třicetidenním sledovacím období 

(Nalesnik et al., 1987). 
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 V práci Azumy et al. vyvolalo podávání takrolimu v denní intramuskulární dávce 

1,0 mg/kg/den (koncentrace imunosupresiva v periferní krvi nebyly hodnoceny) u potkanů 

po aortálních transplantacích nežádoucí účinek ve smyslu diarrhey a úbytku na váze. V 

dalším pokračování byla denní dávka takrolimu stanovena na 0,2 mg/kg/den. Ani v této 

studii však nebyla měřena koncentrace imunosupresiva v periferní krvi příjemců (Azuma 

N. et al., 1999). 

 V předcházející experimentální studii s imunosupresí pomocí takrolimu u potkanů 

po transplantaci chladem konzervovaných aortálních alloštěpů, byla denní dávka 

imunosupresiva stanovena také na 0,2 mg/kg/den. Enzymovou imunoanalýzou měřená 

koncentrace takrolimu v periferní krvi příjemců třicátý den po transplantaci byla 5,0 ± 0.7 

ng/ml. Tento imunosupresivní protokol se ukázal být dostatečně efektivní k zabránění 

akutní, imunokompetentními buňkami i protilátkami zprostředkované rejekci chladem 

konzervovaných aortálních alloštěpů. Zároveň nebyly pozorovány žádné nežádoucí účinky 

této imunosupresivní léčby (Matia et al., 2007; Matia et al., 2014). 

 Imunosupresivní protokol používaný u pacientů po transplantaci chladem 

konzervovaných alloštěpů je založen na podávání takrolimu s odstupem sedmi dnů od 

transplantace. Obvyklá počáteční dávka je 6 mg/den a obvyklá udržovací denní dávka je 2 

mg/den. Pravidelně kontrolovaná cílová koncentrace takrolimu v krvi je 4–7 ng/ml. U 

pacientů, kteří byli takto léčeni, jsme nezaznamenali žádné vedlejší nežádoucí účinky 

podávané imunosuprese pomocí takrolimu (Matia et al., 2010). 

 V naší studii jsme potvrdili možnost odložení léčby nízkou dávkou takrolimu po 

transplantaci kryokonzervovaných potkaních aortálních alloštěpů o sedm dní bez toho, aby 

byly patrny známky akutní, buňkami a protilátkami zprostředkované rejekce. 
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 Takrolimus podávaný pouze čtvrtý až šestý den po transplantaci potkaních 

srdečních alloštěpů (denní dávka 1,28 mg/kg, intramuskulární podání, koncentrace v krvi 

neurčena) statisticky významně prodloužil dobu přežívání srdečních alloštěpů (Murase N. 

et al., 1987). Obdobně na modelu transplantace chladem konzervovaných karotických 

alloštěpů dostačovala imunosuprese takrolimem (intramuskulární denní dávka 0,2 

mg/kg/den, koncentrace v krvi nestanovována) k potlačení imunitní reakce i když byla 

započata od třetího dne od transplantace. Přerušení podávání imunosuprese pak vedlo k 

hyperakutní rejekci transplantovaných karotických štěpů s hustou infiltrací tunica 

adventitia imunokompetentními buňkami a degenerací tunica media během 14 dnů (Azuma 

N. et al. 1999). 

  Možnosti odloženého podávání imunosuprese byly zkoumány také na 

aortálním modelu, kdy byly transplantovány chladem konzervované myší štěpy hrudní 

aorty do oblasti aorty břišní. Podávání everolimu v denních dávkách 0,05 mg/kg 

(intraperitoneální aplikace, koncentrace v periferní krvi 10± 1.0 ng/ml) redukovalo 

aterosklerotické změny v transplantovaných štěpech třicátý den po operaci. Terapie byla 

započata s odloženým podáváním od sedmého, respektive čtrnáctého pooperačního dne. 

Navíc byla zjištěna další redukce aterosklerózy štěpů při odložené kombinované terapii s 

podáváním everolimu ve stejné dávce (0,05 mg/kg/den, intraperitoneální aplikace, 

koncentrace v periferní krvi 10± 1.0 ng/ml) a clopidogrelu (1 mg/kg/den, intraperitoneální 

aplikace) (Heim Ch et al., 2015). 

 V našem experimentu jsme příjemcům kryokonzervovaných aortálních alloštěpů 

žádné antitrombotické léky nepodávali. V klinické praxi však antiagregační léky 

pacientům po transplantaci alloštěpů 
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 rutinně podáváme. Tento fakt může ve výsledku ještě přispět ke zvýšení 

imunosupresivního efektu takrolimu u této specifické skupiny pacientů. 

 Recentně publikovaná klinická práce Konráda et al. prokázala, že 

kryokonzervované alloštěpy jsou vysoce imunogenní ve smyslu HLA – mířené imunitní 

reakce. Tato allogenní imunitní reakce však nevede tak jako u transplantací solidních 

orgánů k akutní rejekci s okamžitým selháním orgánu, nýbrž k pomalému, 

degenerativnímu procesu následovanému trombózou a obliterací štěpu. Nízké dávky 

imunosuprese se neukázaly být efektivně účinné na protilátkami zprostředkovanou rejekci 

těchto kryokonzervovaných alloštěpů (Konrad H et al., 2017). 

 V naší práci jsme prokázali indukci donor specifických anti MHC I a anti MHC II 

protilátek u neimunosuprimovaných příjemců kryokonzervovaných aortálních alloštěpů v 

průběhu třicetidenního sledovacího období. Oba imunosupresivní protokoly s použitím 

nízké dávky takrolimu byly dostatečně účinné k potlačení produkce těchto protilátek. 

Obdobně masivní indukce donor specifické protilátkové odpovědi byla pozorována u 

myších příjemců chladem konzervovaných hrudních aortálních alloštěpů ve třicetidenním 

sledovacím období Heimem et al. (Heim Ch et al., 2015). Odložená terapie everolimem 

samotným v dávce 0,05 mg/kg/den (intraperitoneální aplikace, cílová koncentrace v 

periferní krvi 10± 1.0 ng/ml) nebo v kombinaci s clopidogrelem (denní dávka 1 mg/kg, 

intraperitoneální podání) byla dostatečná k redukci množství donor specifických protilátek 

nehledě na to, zda byla terapie započata s odstupem sedmi nebo čtrnácti dní od 

transplantace. V analogickém předchozím experimentu byl navíc prokázán supresivní efekt 

takrolimu (denní dávka 0,2 mg/kg/den, intramuskulární podávání od 1. pooperačního dne, 

koncentrace v periferní krvi 5,57± 0.96 ng/ml) na produkci donor specifických protilátek u 

příjemců žilních potkaních alloštěpů (Splith et al., 2014). 
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7. ZÁVĚR 

 V našem experimentu jsme prokázali, že imunosuprese pomocí takrolimu v 

monoterapii za použití nízkých dávek 0,2 mg/kg/den je dostatečná k potlačení buněčné i 

protilátkami zprostředkované rejekci kryokonzervovaných aortálních alloštěpů. Rejekční 

změny byly suprimovány nehledě na to, jestli byla imunosuprese podávána od prvního 

pooperačního dne nebo s odstupem sedmi dnů od transplantace. Imunosupresivní protokol 

s odloženým podáváním takrolimu v nízké dávce byl dostatečný k potlačení akutní rejekce 

v cévní stěně. 

 V našem experimentu jsme nepozorovali destrukci cévní stěny ani porušení 

kontinuity intimy kryokonzervovaných aortálních alloštěpů. 

 Experimentálně zjištěné skutečnosti jsou inspirací pro klinickou praxi obecně a je 

tomu tak i v případě předložené disertační práce. 
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