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SOUHRN 

 

Cílem experimentální práce bylo zhodnocení vlivu imu-

nosuprese pomocí takrolimu na rejekci kryokonzervovaných aor-

tálních 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 po-

dávali intramuskulárně od 1. (skupina TAC1), respektive od 7. 

(skupina TAC7) do 30. pooperačního dne. Neimunosuprimované 

skupiny po isogenní (ISO) a allogenní (ALO) transplantaci slouži-

ly jako kontrola. Třicátý den po transplantaci jsme štěpy explan-

tovali, histologicky a imunohistochemicky jsme zhodnotili de-

strukci cévní stěny a infiltraci imunokompetentními buňkami. 

Dále jsme hodnotili koncentraci donor specifických anti-MHC 

protilátek v periferní krvi. 

Cévní stěny alloštěpů v obou imunosuprimovaných sku-

pinách nejevily 30. pooperační den žádné známky destrukce a 

nebyla v nich zaznamenána žádná depozita imunoglobulínu G. 

Adventiciální infiltrace MHC II pozitivními buňkami byla ve 

skupině ALO signifikantně vyšší než u obou imunosuprimova-

ných 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 imunosuprimo-

vaných 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 aor-

tálních alloštěpů, nehledě na to, zda byla podávána od 1. poope-

račního dne nebo s odstupem 7 dnů. 
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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 isogene-

ic (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 (ad-

ministration 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 accor-

dance with our new standardized clinical protocol. 
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 1. ÚVOD 

Jednou z nezávažnějších komplikací v cévní chirurgii je 

infekce cévní protézy nebo stentgraftu. V současnosti se tyto život 

ohrožující stavy řeší reoperací s explantací infikovaného cizoro-

dého materiálu a jeho náhradou alloštěpem. Použití chladem kon-

zervovaných tepenných alloštěpů při léčbě těchto komplikací 

úspěšně zavedl Kieffer v osmdesátých letech 20. století. O několik 

let později byly techniky použití alloštěpů zavedeny také v České 

republice. Dlouhá čekací doba na chladem konzervovaný vhodný 

alloštěp od dárce a změny v evropské legislativě vedly k zavádění 

programů kryokonzervace alloštěpů. Mezi jejich zásadní výhodu 

patří bezprostřední dostupnost. 

Z řady experimentálních prací i klinických studií je zřej-

mé, že alloštěpy vykazují silný imunogenní potenciál (Matia I. et 

al., 2007; Mirelli M. et al., 1999). Hlavní podstatou této imunoge-

nicity je exprese antigenů hlavního histokompatibilního systému I. 

třídy (MHC I), ke které dochází na buňkách hladkých svalů v 

cévní stěně tepenných štěpů. 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 his-

tokompatibilnímu systému (anti-MHC), které lze detekovat v 

periferní krvi příjemce. Bylo zjištěno, že měřením koncentrace 

těchto protilátek lze posuzovat intenzitu rejekce. 

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 úspěšně použity různé 

imunosupresivní léky. Vedlejší účinky imunosupresivních léčiv a 

vysoké riziko podávání imunosuprese pacientům s aktivní infekcí 

v případě implantace alloštěpu při infekci cévní protézy vedly 

k provedení dalších studií, tentokrát s opožděným podáváním 

imunosuprese. Podstata tohoto opožděného podávání imunosupre-
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se tkví v tom, že několik dní po transplantaci, kdy imunosuprese 

není podávána, imunitní systém nestihne štěp destruovat a záro-

veň není omezena jeho funkce v době, kdy je potřeba, aby napo-

mohl v léčbě aktivní infekce. V experimentální studii s chladem 

konzervovanými aortálními alloštěpy provedené na potkaním 

modelu byla prokázána inhibice imunitní reakce takrolimem, kte-

rý byl podáván s odstupem 7 dnů od transplantace (Matia I. et al., 

2007). 

Tato práce navazuje právě na tento na experiment s opož-

děným podáváním takrolimu po transplantaci chladem konzervo-

vaných alloštěpů a zabývá se imunosupresí po transplantaci kryo-

konzervovaných alloštěpů. 

 

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 pochopi-

telné, 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 po-

dáváním imunosupresivních léků však dávají možnost razantní 

léčby infekce v bezprostředním pooperačním období bez alterace 

vlastních imunitních procesů organismu a zároveň zabraňují re-

jekčním pochodům po transplantaci, které později vedou k de-

strukci štěpu. Předpokládáme, že imunosupresivní protokol s 

takrolimem v monoterapii podávaným příjemcům kryokonzervo-

vaných 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 trans-

plantaci. 
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2.1. Cíle práce 

Cílem naší experimentální práce je zjistit efekt podávání 

imunosuprese pomocí takrolimu na buněčnou a protilátkami zpro-

středkovanou imunitní reakci po transplantaci kryokonzervova-

ných 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 takro-

limus aplikován intramuskulárně v dávce 0,2 mg/kg od 1. do 30. 

dne po transplantaci 

2. druhé skupině bude takrolimus aplikován také in-

tramuskulárně ve stejné dávce od 7. do 30. dne po transplantaci 

 

3. MATERIÁL A METODY 

V experimentu jsme použili samce potkanů kmene 

Brown-Norway a Lewis. Všechny výkony jsme prováděli v cel-

kové 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 vlo-

žili do konzervačního roztoku Celsior (Genzyme, Holandsko) o 

teplotě 4 st. Celsia. Doba studené ischemie aortálního štěpu (mě-

řená od naložení aortální svorky v těle dárce až po začátek proce-

su kryokonzervace) byla průměrně 180 minut. Následně jsme 

aortální štěpy zamrazili metodou používanou tkáňovým zařízením 

(Tkáňová ústředna Fakultní nemocnice Hradec Králové) licenco-

vaným 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 veš-

kerou potřebnou techniku a materiál. 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. 
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Po rozmražení jsme štěpy transplantovali syngenně od 

zvířat kmene Lewis potkanům kmene Lewis (skupina ISO) a allo-

genně mezi kmeny Brown – Norway (dárci) a Lewis (příjemci, 

skupina ALO). Skupině ALO jsme nepodávali v pooperačním 

období žádnou imunosupresi. V dalších dvou allogenních skupi-

nách (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. poope-

račního dne do 30. dne. Štěpy jsme ve všech čtyřech skupinách 

30. pooperační den explantovali a připravili k histologickému a 

imunohistochemickému zpracování. 

V odebraných biologických vzorcích příjemců jsme hod-

notili následující parametry: 1 -celkový histologický obraz štěpu, 

2 - šířku tunica intima a media, 3 - přítomnost a počet příjemcov-

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

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

centraci  protilátek proti MHC I+ a II+ antigenům dárce 

v periferní krvi příjemců, 7 - koncentraci takrolimu v periferní 

krvi příjemců. 

 

 4. VÝSLEDKY 

 4.1. Hmotnost zvířat 

 U všech hodnocených zvířat došlo ve sledovaném třiceti-

denním období k nárůstu hmotnosti. Procentuální nárůst hmotnos-

ti 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. 
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 4.2. 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. 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). Během experimentu jsme 

nezaznamenali žádné vedlejší účinky podávání takrolimu, jako 

diarrheu nebo přetrvávající úbytek na váze. 

 

 4.3. 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 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. Alografty 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 (tabulka 1). 
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 4.4. 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 1). 

 

Sku-
pina 

Intima Media Adventicie 

In-
taktní 
endo-

tel 

Intimální 
hy-

perplazie 

IgG 
depo-
zita 

Nekróza 
svalo-
vých 

buněk 

LEW 
MHC II+ 
buňky 

CD8+ CD4+ 

ISO + - - - 6.3±4.4 2.2±2.7 3.9±2.6 

ALO + - - - 20.7±6.7 6.9±5.4 9.6±6.5 

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 1 - Hodnocení histologického obrazu a známek rejekce u 

kryokonzervovaných aortálních alloštěpů 30. den po transplantaci. 
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 4.5. Donor specifické protilátky anti-MHC I. třídy v 

periferní krvi příjemců 

 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 1). 

 

 

 

Obrázek 1 - Srovnání koncentrace protilátek proti MHC I. třídy v 

séru 0. a 30. den po transplantaci. 



 13 

 4.6. 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) ne-

vykazovala žádnou inhibici vazby v průběhu sledovaného období. 

V kontrastu s tímto zjištěním, pouze séra, získaná od allogenní, 

neimunosuprimované skupiny (ALO) 30. pooperační den, inhibo-

vala vazbu fluorescinem označené protilátky proti MHC II. třídy 

na splenocyty kmene Brown-Norway (65.8±11.9 %). Tato inhibi-

ce však nebyla statisticky významná v porovnání s výsledky vzor-

ků sér odebraných stejné skupině před transplantací (100.5±41.9 

%). 

 

 5. DISKUZE 

 V prezentované studii hodnotíme efekt dvou imunosupre-

sivních protokolů s použitím imunosupresiva takrolimu v monote-

rapii na rejekci kryokonzervovaných tepenných alloštěpů abdomi-

nální aorty u potkanů. Zvířecí alloštěpy byly zpracovány v soula-

du 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. 

 Navzdory přesvědčivým experimentálním výsledkům není 

imunosupresivní terapie v klinické praxi cévními chirurgy všeo-

becně akceptována (Kieffer E. et al., 2004). Tato skutečnost je 

pravděpodobně způsobena tím, že antigenicita arteriálních allo-

graftů 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 mecha-

nismů lidského organismu (Harlander-Locke MP et al., 2014). V 

případě, že je již imunosuprese podávána, nejvíce používaným 
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lékem je cyklosporin A. V případě cyklosporinu A však byly pro-

kázány jednak vaskulární a jednak metabolické nežádoucí účinky. 

Na modelu potkaních srdečních alloštěpů bylo prokázáno, že po-

dávání cyklosporinu A vede k progresi aterosklerotických změn 

ve štěpu. Tento jev byl objasněn zvýšenou expresí růstového fak-

toru TGF-β (transforming growth factor beta) (Khanna AK et al., 

2002). V případě aortálních alloštěpů bylo v další práci na potka-

nech zjištěno, že podávání cyklosporinu A vede k poškození en-

dotelu a akceleraci aterosklerotického procesu (Mennander A. et 

al., 1992). Všechna uvedená fakta ohledně imunogenicity tepen-

ných alloštěpů, imunosuprese pomocí protokolů s takrolimem, 

dobrých klinických výsledků při imunosupresivní terapii při si-

multánních transplantacích orgánů a cév vedla v roce 2002 k pro-

vedení experimentální studie, ve které se sledoval účinek imuno-

supresivního protokolu pomocí takrolimu po transplantaci chla-

dem konzervovaných aortálních alloštěpů na potkaním modelu 

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

dardizovaný protokol s takrolimem používat v klinické praxi u 

pacientů po náhradách infikovaných cévních protéz nebo stent-

graftů chladem konzervovaným alloštěpem.    

   V popisovaném experimentu jsme nepo-

zorovali žádné klinicky významnější vedlejší účinky imunosupre-

se 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, přiby-

la na váze signifikantně méně než zvířata z ostatních skupin, která 

dostávala imunosupresi s odstupem 7 dnů nebo nedostávala takro-

limus vůbec. Ve studii, která hodnotila imunosupresivem induko-

vanou hypertenzi, byl potkanům podáván takrolimus celkem 4 

týdny v dávce 5,0 mg/kg/den, zvířatům nebyl prováděn žádný 

operační výkon. Po čtyřech týdnech byla váha imunosuprimova-

ných a neimunosuprimovaných zvířat srovnatelná, bez význam-

ného rozdílu (Takeda Y. et al., 1999). 
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 V naší studii jsme potvrdili možnost odložení léčby níz-

kou dávkou takrolimu po transplantaci kryokonzervovaných 

potkaních aortálních alloštěpů o sedm dní bez toho, aby byly patr-

ny známky akutní, buňkami a protilátkami zprostředkované rejek-

ce. Obdobně na modelu transplantace chladem konzervovaných 

karotických alloštěpů dostačovala imunosuprese takrolimem k 

potlačení imunitní reakce i když byla započata od třetího dne po 

transplantaci. Přerušení podávání imunosuprese pak vedlo k hype-

rakutní rejekci během 14 dnů (Azuma N. et al. 1999). 

 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 protoko-

ly s použitím nízké dávky takrolimu byly dostatečně účinné k 

potlačení produkce těchto protilátek. 

 

 6. 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 zpro-

středkované rejekci kryokonzervovaných aortálních alloštěpů. 

Rejekční změny byly suprimovány nehledě na to, jestli byla imu-

nosuprese podávána od prvního pooperačního dne nebo s odstu-

pem sedmi dnů od transplantace. Imunosupresivní protokol s od-

loženým 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 aortál-

ních alloštěpů. 

 Experimentálně zjištěné skutečnosti jsou inspirací pro 

klinickou praxi obecně a je tomu tak i v případě předložené diser-

tační práce. 
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