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SOUHRN  

 
 

Cílem předložené experimentální práce bylo studovat na potkanním modelu akutní 

buňkami a protilátkami zprostředkovanou imunitní reakci u příjemců štěpů břišní aorty ošetřených 

novým standardizovaným klinickým kryokonzervačním protokolem s pomalým rozmrazováním 

používaným v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“. Dalším cílem naší práce 

bylo porovnat vliv dvou základních typů konzervačních protokolů používaných v tomto programu 

(kryokonzervační protokol s pomalým rozmrazováním a protokol konzervace chladem) na akutní 

imunitní reakci po transplantaci takto ošetřených štěpů břišní aorty u potkanů. 

Kryokonzervované štěpy břišní aorty jsme transplantovali syngenně mezi potkany kmene 

Lewis (skupina CRYO-ISO, doba kryokonzervace 172,6 dnů) a alogenně mezi potkany kmenů 

Brown – Norway a Lewis (skupina CRYO-ALO, doba kryokonzervace 179,3 dnů).  

Štěpy jsme explantovali 30. pooperační den a následně vyšetřili histologickými  

a imunohistochemickými metodami se zaměřením na typické známky akutní rejekce ve třech 

základních vrstvách aortální stěny. Sledovali jsme přítomnost endotelových buněk, známky 

intimální hyperplázie, šířku tunica media, přítomnost nekróz a ukládaní protilátek třídy G v této 

vrstvě, počet CD4+, CD8+ a LEW MHC II+ imunokompetentních buněk v adventiciální vrstvě 

aortální stěny. Protilátkovou imunitní odpověď příjemců jsme sledovali vyšetřením koncentrace 

donor specifických protilátek proti MHC antigenům I. a II. třídy v periferní krvi předoperačně  

a na 30. den po transplantaci. 

Získaná data jsme statisticky porovnali se základními daty našeho minulého experimentu 

studujícího akutní rejekci chladem konzervovaných štěpů břišní aorty na stejném zvířecím 

modelu. 

Kryokonzervované aloštěpy vykazovaly na 30. den po transplantaci normální morfologii 

aortální stěny se zachovalou diferenciací všech tří základních anatomických vrstev. Tunica intima 

kryokonzervovaných aloštěpů nevykazovala na rozdíl od chladem konzervovaných žádné nebo 

jen minimální známky intimální hyperplázie. Luminální povrch byl pokryt endoteliálními 

buňkami. Tunica media kryokonzervovaných aloštěpů nevykazovala na rozdíl od chladem 

konzervovaných známky nekróz s ukládáním imunoglobulinů G. Adventiciální infiltrace 

kryokonzervovaných aloštěpů buňkami CD4+, CD8+ byla desetkrát nižší ve srovnání s chladem 

konzervovanými aloštěpy. Statisticky vyšší koncentrace ve srovnání s předoperačními hodnotami 

u příjemců kryokonzervovaných aloštěpů jsme zaznamenali pouze u protilátek proti MHC 
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antigenům I. třídy. U příjemců chladem konzervovaných aloštěpů jsme zaznamenali na 30. den ve 

srovnání s předoperačními hodnotami statisticky významné zvýšení koncentrace u obou tříd anti 

MHC protilátek. 

Závěrem naší experimentální studie je, že nový standardizovaný klinický kryokonzervační 

protokol s pomalým rozmrazováním vedl 30 dnů po transplantaci aloštěpů břišní aorty u potkanů 

ke snížení jejich imunogenicity a výraznému potlačení známek akutní rejekce těchto štěpů ve 

srovnání s akutní rejekcí chladem konzervovaných aloštěpů. 

 

Klíčová slova: kryokonzervace, akutní rejekce, isogenní, alogenní cévní štěp, myointimální 

hyperplázie, MHC protilátky třídy I a II. 
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SUMMARY  

 
 

The aim of the presented experimental work was to study an acute cell and antibody-

mediated immune response in recipients of abdominal aortic grafts treated by a new standardized 

clinical cryopreservation/slow thawing protocol used in the "Vascular graft transplant program in 

the Czech Republic" in a rat model. Another aim of our study was to compare the influence of two 

basic types of conservation protocols used in this program (cryopreservation/slow thawing 

protocol and cold-stored protocol) on the acute immune response after transplantation of such 

treated abdominal aortic grafts in rats. 

Cryopreserved abdominal aortic grafts were transplanted syngeneously between Lewis rats 

(CRYO-ISO group, cryopreservation period 172.6 days) and allogeneically between Brown-

Norway and Lewis rats (CRYO-ALO group, cryopreservation period 179.3 days). 

The grafts were explanted on day 30 after transplantation and subsequently examined by 

histological and immunohistochemical methods, focusing on typical signs of acute rejection in the 

three basic layers of the aortic wall. We monitored the presence of endothelial cells, signs of 

intimal hyperplasia, tunica media thickness, the presence of necrosis and deposition of 

imunoglobulin class G in this layer, the number of CD4+, CD8+ and LEW MHC II+ 

immunocompetent cells in the adventitial layer of the aortic wall. We monitored the recipient´s 

antibody immune response by examining the concentration of donor-specific anti-MHC class  

I and II antibodies in peripheral blood preoperatively and on day 30 after transplantation. 

We compared the obtained data statistically with the basic data of our previous experiment 

studying acute rejection of cold-stored abdominal aortic grafts on the same animal model. 

Cryopreserved allografts showed regular aortic wall morphology with well-preserved 

differentiation of all three basic anatomical layers on day 30 after transplantation. Tunica intima 

of cryopreserved allografts showed no or only minimal signs of intimal hyperplasia, in contrast to 

cold-stored allografts. The luminal surface was covered by endothelial cells. Compared to cold-

stored, tunica media of cryopreserved allografts did not show signs of necrosis and imunoglobulin 

class G deposition. Statistically higher concentrations compared to preoperative values in 

recipients of cryopreserved allografts were recorded only for anti-MHC class I antibodies. 

Day 30 recipient sera of both cryopreserved and cold-stored allografts showed significant 

higher inhibition of fluorescence-labelled MHC class I antibody binding to donor quiescent 

splenocytes compared to preoperative values. However, the statistically higher inhibition of 
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fluorescence-labelled MHC class II antibody binding to donor quiescent splenocytes compared to 

preoperative values was observed only in recipients of cold-stored allografts. 

In conlusion, aortal wall histology of rat allografts treated by our new standardized clinical 

cryopreservation/slow thawing protocol was comparable to that of the cryopreserved isografts on 

day 30 posttranspant. The immunogenicity of cryopreserved aortal allografts was significantly 

lower compared to that of cold-stored aortal allografts. 

 

Key words: cryopreservation, acute rejection, isogenic, allogenic vascular graft, myointimal 

hyperplasia, MHC class I and II antibodies 
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1. ÚVOD 

 

1.1. Tepenné štěpy v léčbě infekce cévních náhrad 

 

Infekční komplikace protetických rekonstrukcí břišní aorty prováděných otevřeně jsou 

v současné literatuře uváděny mezi 0.1-6.0 % (Moher et al., 2009). U endovaskulárních výkonů 

(EVAR) je incidence infekce stentgraftů mezi 0.2-0.7 % (Moher et al., 2009). V poslední době 

vzhledem k rostoucímu počtu endovaskulárně prováděných výkonů u starších nebo 

imunokompromitovaných pacientů je popisován nárůst infekčních komplikací endograftů  

(O' Connor et al., 2006, Slim et al., 2009).  

Infekce umělé cévní náhrady nebo stentgraftu v aortální pozici je i v dnešní době zatížena 

vysokou morbiditou a mortalitou. Základem léčby je odstranění infikované cévní náhrady  

a dokonalý debridément infikovaných tkání v okolí. Součástí terapie je i dlouhodobé podávání 

antibiotik (Chakfé et al., 2020). I když existuje všeobecný konsensus týkající se nutnosti 

odstranění infikované protézy nebo stentgraftu a potřeby dlouhodobého podávání antibiotik, 

existují rozdílné názory na typ následné revaskularizace (extra – anatomická vs. in situ 

rekonstrukce) (Chakfé et al., 2020) pro zajištění perfúze distální části těla pacienta a volby použité 

náhrady. S ohledem na technickou složitost extra – anatomické rekonstrukce, suboptimální pozdní 

výsledky, riziko fatálního krvácení z podvázaného pahýlu aorty a pánevní ischemie získává na 

popularitě provedení in situ rekonstrukcí (Chakfé et al., 2020). 

Volba vhodného typu náhrady u in situ rekonstrukcí je pak zcela zásadní. Nejnovější 

metaanalýza publikovaných výsledků léčby infekce cévních protéz v aortální oblasti uvádí jako 

nejčastěji používaný materiál pro in situ rekonstrukce dacronovou protézu (antibiotiky nebo 

stříbrem ošetřenou protézu), PTFE protézu, femorální žílu, chladem konzervované tepenné nebo 

žilní štěpy a kryokonzervované tepenné štěpy (Post et al., 2019). 

Největší otázkou bezpečného použití kryokonzervovaných tepenných aloštěpů v léčbě 

infekcí je kvalita, resp. stupeň poškození jejich stěny procesem kryokonzervace a následného 

rozmrazení a též v čase probíhající změny v důsledku rejekce transplantované cévy. 

Kryokonzervační poškození stěny se může projevit v extrémním případě její rupturou  

v bezprostředním pooperačním období (Lejay et al., 2017). Imunitní reakce příjemce proti 

transplantované allogenní cévě se též může projevit jako pozdní trombóza s klinickým obrazem 

končetinové ischemie a vysokým rizikem amputace (Lejay et al., 2017) nebo jako dilatace 

s rizikem následné ruptury štěpu a fatálního krvácení (Lejay et al., 2017).  
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Z uvedených důvodů je kvalita a imunogenicita kryokonzervovaných cévních štěpů a její 

ovlivnění procesem kryokonzervace předmětem mnoha experimentálních studií 

 

1.2.  Experimentální kryokonzervační protokoly 

 

Mezi první práce popisující vliv kryokonzervace na imunologické vlastnosti štěpů patří 

práce publikované Carrelem (Carrel et al., 1910) a následně též Bodem a Fabianem (Bode et al., 

1910) již na počátku minulého století. Tito autoři popsali akutní rejekci a časné selhání 

transplantovaných štěpů kryokonzervovaných při teplotě -3 °C.  

Naprostá většina experimentálních prací však byla publikována v letech 1995-2009  

a souvisí samozřejmě s technologickými možnostmi kryokonzervace. Byl při nich použit 

kryokonzervační protokol, který se v hlavních rysech shoduje s protokolem používaným 

v současné době v klinické praxi. Jednalo se o jakési preklinické ověření použitých technologií. 

Naprostá většina experimentálních prací byla provedena na modelu laboratorního potkana 

(Motomura et al., 1995, Pascual et al., 2004), jen malá část z nich na ovcích (Nataf et al., 1995), 

psech (J.R. Olmos-Zúñiga et al., 2016) a králicích (Kreitman et al., 1997). Experimenty byly 

provedeny zejména na pracovištích v Evropě (Gabriel et al., 2004, Vogt et al., 1997, Chiesa  

et al., 1998), Spojených státech Amerických (Brockbank KGM et al., 2007) a v Asii (Moriyama 

et al., 2019, Saito et al., 2006, Motomura et al., 2019). 

Názory na ovlivnění imunogenicity tepenných štěpů procesem kryokonzervace vycházející 

z těchto experimentů jsou značně rozdílné. Někteří autoři uvádějí, že imunogenicita štěpů zůstává 

procesem kryokonzervace nezměněna (Pascual et al., 2004, Moriyama et al., 2019, Bia et al., 2005, 

Nataf et al., 2019). Existují práce, které dokládají, že kryokonzervace imunogenecitu tepenných 

štěpů dokonce zvyšuje (Solanes et al., 2005, Saito et al., 2006, Gabriel et al., 2006). Největší část 

prací ale dokládá pozitivní účinek procesu kryokonzervace ve smyslu snížení imunogenicity 

tepenných štěpů (Giglia et al., 2002, Rodríguez et al., 2012, Knosalla et al., 1998, Motomura et 

al., 2019). Rozdílné závěry jednotlivých experimentů jsou zčásti podmíněny odlišným 

technologickým postupem nebo metodou vyhodnocení změn. Pro srovnání uvádíme jednotlivé 

kroky kryokonzervačních a rozmrazovacích protokolů nejvýznamnějších experimentů 

provedených na potkanech v tab. 1 a 2 a u ostatních zvířecích modelů v tab. 3 a 4.  
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Tab.1 – Experimentální práce na potkanech s popsanou zvýšenou imunogenicitou tepenných štěpů po jejich kryokonzervaci a následném rozmrazení 

 

Autor Zvíře Typ transplantace Měřené parametry
Konzervační 

roztok

Čas 

studené 

ischemie

Kryokonzervace
Uskladnění/doba 

uskladnění
Rozmražení Krok 2 rozmražení Před transplantací

Motomura

et al., 1995
potkan hrudní aorta

1.světelná mikroskopie

2.imunohistochemické vyšetření Médium RPMI 1640 neuveden

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -1°C/min do -40°C v roztoku RPMI 1640, 

10%DMSO a cefazolinu sodném

páry kapalného dusíku 

teplota
rychlé

vodní lázeň o teplotě

37°C

DMSO byl odstraněn ve 

fyziologickém roztoku s klesající 

koncentrací 

DMSO(5%,2,5%,0%,0%) 

Štěp byl ponechán v roztoku 

RPMI při teplotě 4°C na 

suchém ledu

Moriyama

et al., 2001
potkan

sestupná aorta do

podkoží
světelná mikroskopie neuveden neuveden

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty     

o -1°C/min do -80°C v  mediu TC-199 

doplněném o 10'% DMSO

páry kapalného dusíku

čas neuveden
rychlé vodní lázeň o teplotě 37°C

kryoprotektivní medium bylo 

odstraněno ve fyziologickém 

roztoku s klesající koncentrací 

DMSO (5%, to 2,5%, to 0%)

Pascual

et al., 2004
potkan

pánevní tepna do

pánevní tepny

1.světelná mikroskopie

2.imunohistochemie

3.průchodnost štěpů

Médium MEM neuveden

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty     

o - 1,0°C/min do -120°C v roztoku MEM, 

10%DMSO, 20% fetálního bovinního séra. 

DMSO bylo přidáváno po 5min ve 4 krocích 

ke snížení cytotoxicity.

páry kapalného dusíku 

při teplotě- 145°C 

30 dnů

automatické pomalé 

kontrolované 

rozmražení 

CM25 P.115, 

Carburos Meta ĺicos 

S.A., Spain

 rychlostí o 1°C/min na 

pokojovou teplotu

odstranění kryoprotektantu 

postupným ředěním

Saito

et al., 2005
potkan

hrudní aorta do

břišní aorty

1.světelná mikroskopie

2.imunohistochemie

3.PCR

neuveden neuveden

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -1°C/min do -40°C  a poté s poklesem 

teploty o -5°C/min do -80°C v 

kryokonzervačním mediu TC-199 doplněném 

o 10'% DMSO

páry kapalného dusíku 

při teplotě -170°C  

7-14dnů

rychlé
koupel ve fyziologickém 

roztoku o teplotě 37°C přidání 1,5ml roztoku laktátu po 

dobu 1min, poté jeho odstranění, 

cyklus opakován 10x

Gabriel

et al., 2006
potkan

subrenální aorta do

subrenální aorty

1.světelná mikroskopie

2.zevní průměr

3.compliance

neuveden neuveden

kontrolovanou rychlostí, s poklesem teploty    

o -1,1°C/min do -80°C v roztoku RPMI 

1640, 10% DMSO, 10% fetálního sera, 

glutaminu a pyruvátu

po dosažení teploty -

80°C vložení do par 

kapalného dusíku 

10dnů

rychlé vodní lázeň o teplotě 37°C
štěpy opláchnuty 3x ve 

fyziologickém roztoku
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Tab.2 - Experimentální práce na potkanech, u kterých byla popsána snížená nebo nezměněná imunogenicita tepenných štěpů po jejich kryokonzervaci a 

následném rozmrazení 

 

Autor Zvíře Typ transplantace Měřené parametry Konzervační roztok

Odběr-

konzervace

krok 1

Odběr-

konzervace

krok 2

Čas 

studené 

ischemie

Kryokonzervace
Uskladnění/doba 

uskladnění
Rozmražení

Krok 2 

rozmražení
Před transplantací

Motomura

 et al., 1995
potkan

descendentní aorta

 do infrarenální aorty

mikroskopické vyšetření 

štěpů
Médium RPMI 1640 - neuveden

kontrolovanou rychlostí s 

poklesem teploty o -1°C/min do 

-40°C v roztoku RPMI 1640, 

10% DMSO, cefazolin sodný o 

koncentraci 0.5g/l

páry kapalného dusíku

teplota 150°C
rychlé 

vodní lázeň o 

teplotě 42°C

odstranění 

kryoprotektiva ve 

fyziologickém roztoku 

obsahujícím klesající 

koncentraci DMSO 

(5%, 2,5%,1,25% a 0% 

DMSO)

Giglia 

et al., 2002
potkan

subrenální aorta 

do subrenální aorty

1. průměr štěpu v systole a 

diastole

 2. kompliance                                       

3. mikroskopické vyšetření

Dulbeccovo modifikované Eagle 

medium(DMEM) a papaverin 0,12mg/ml

konzervační roztok 

o TT + 4°C se 

štěpy uložen na 

tající led po dobu 18-

24hod

inkubace v roztoku 

DMEM a 

imipenemu po dobu 

4hod při TT 37°C 

18-24hod

kontrolovanou rychlostí  s 

poklesem teploty o 0,5°C/min 

do -60°C v roztoku DMSO, 

chondroitin sulfatu a  sera

páry kapalného dusíku 

při teplotě -160°C

doba uskladnění 

neuvedena

rychlé na teplotu     

+4°C 

štěpy uloženy do 

roztoku DMEM a 

manitolu

zbytkový  DMSO a 

manitol odtraněn 

ředěním v mediu 

DMEM s klesající 

koncentrací manitolu

Nishizaki

et al., 2003
potkan

hrudní aorta do 

subrenální aorty
buněčná viabilita

Tkáňové kultivační medium - 199

(tissue culture medium)

minimální

čas 

neuveden

kontrolovanou rychlostí s 

poklesem teploty o -1°C/min do 

-80°C v roztoku  mediu-  199, 

5% hydroxy-ethyl-piperazon-

ethan sulfonové kyseliny a 

10% DMSO

páry kapalného dusíku 

při teplotě -160°C až  -

180°C

30dnů

rychlé 

vodní  lázeň o 

teplotě 40°C po 

dobu 5min

-

Rodriguez

et al., 2012 
potkan

ilická tepna do 

ilické tepny

mikroskopické vyšetření

průchodnost štěpů

MEM

(minimal essential medium)

MEM

teplota neuvedena
35-40min

kontrolovanou rychlostí s 

poklesem teploty o -1°C do -

120°C v roztoku MEM, 20% 

fetálního bovinního sera a 10% 

DMSO přidávaného ve 4 

krocích po 5min do 10% 

koncentrace ke snížení 

toxicity(2,5%,5%,7,5%,10%)

páry kapalného dusíku 

o teplotě - 145°C po 

dobu 30dnů

pomalé kontrolované 

rozmražení

rychlost vzestupu 

teploty o 1°C /min na 

pokojovou teplotu

odstranění 

kryoprotektantu 

postupným ředěním



 

16 
 

 

 

 

Tab.3 - Experimentální práce na ostatních modelech s popsanou zvýšenou imunogenicitou tepenných štěpů po jejich kryokonzervaci a následném rozmrazení 

 

Autor Zvíře Typ transplantace Měřené parametry
Konzervační 

roztok

Čas 

studené 

ischemie

Kryokonzervace
Uskladnění/doba 

uskladnění
Rozmražení Krok 2 rozmražení Před transplantací

Nataf et al.,

1995
ovce

karotická tepna do

karotické tepny

1.světelná a elektronová mikroskopie

2.průchodnost štěpů

Fyziologický roztok 

o teplotě +4°C
5

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -1,5°C/min do - 40°C a -5°C/min do -

130°C v roztoku RPMI 1640, 4%lidského 

albuminu a 10%DMSO

páry kapalného dusíku 

při teplotě -150°C až -

170°C 

60měsíců

rychlé vodní lázeň o teplotě 40°C

DMSO byl odstraněn ve 

fyziologickém roztoku s klesající 

koncentrací 

DMSO(8%,6%,4%,2%) při 

teplotě 37°C 

Nataf et al.,

1995
ovce

karotická tepna do

karotické tepny

1.světelná mikroskopie

2.imunohistochemické vyšetření

3.funkční vyšetření

neuveden 5

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -1,5°C/min do - 40°C a -5°C/min do -

130°C v roztoku RPMI 1640, 4%lidského 

albuminu a 10%DMSO

páry kapalného dusíku 

při teplotě -150°C až -

170°C 

3 měsíce

rychlé vodní lázeň o teplotě 40°C

DMSO byl odstraněn ve 

fyziologickém roztoku s klesající 

koncentrací 

DMSO(8%,6%,4%,2%) při 

teplotě 37°C 

Solanes

et al., 2005
prase

femorální tepna do 

femorální tepny

1.světelná mikroskopie

2.imunohistochemie

3.Vyšetření P selektinu a exprese 

NO synthasy

4.protilátky

5% Glukosa 2

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -0,7°C/min do - 75°C  v Krebs-

Henseleitově roztoku a 12% DMSO

po dosažení teploty -

70°C vložení do par 

kapalného dusíku

pomalé dvoustupňové 

před rozmražením a 

implantací byly štěpy 

ponechány 30min na 

suchém ledu a pak 

rychle rozmraženy 

během 3 minut

vodní lázeň o teplotě 37°C

štěpy fixovány v 10% 

pufrovaném formalinu a 

fyziologického roztoku 

pufrovaném fosfáty

Bia

et al., 2005
lidský

povrchová stehenní 

tepna - odběr

biomechanické vlastnosti a filtrační 

funkce

Dekontaminace  ve 

fyziologickém 

roztoku s 

flukonazolem, 

penicilinem G, 

cefuroximem a 

gentamicinem o 

teplotě 4°C

24-48

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -2°C/min do -40°C  a poté o -5°C/min  do -

90°C v  roztoku 85% RPMI 1640, 5% 

roztoku lidského albuminu a 10% DMSO

páry kapalného dusíku 

při teplotě  -142°C 

30dnů

1.pomalé

2.rychlé

při pokojové teplotě 20°C/min 

po dobu 30min

zbytkové DMSO bylo 

odstraněno ve čtyřech 10min 

krocích s klesající koncentrací 

DMSO ve fyziologickém 

roztoku o teplotě 20°C

nakonec štěp vložen do 

fyziologického roztoku

Olmos-Zuaiga

et al., 2016
pes

levá plicnice do

levé plicnice

1.mikrobiologie

2.průchodnost štěpů

3.světelná mikroskopie

neuveden neuveden

kontrolovanou rychlostí s poklesem teploty    

o -1°C/min do -70°C v roztoku CS-C media 

specifického pro endotelové buňky, doplněný 

o endotelový růstový faktor, 10% DMSO a 

20% Fetalní  bovinní  sérum a antibiotický-

antimykotický kokteil

páry kapalného dusíku 

při teplotě -196°C 

15 dnů

rozmražení během 

30minut

rehydratace štěpů ve vodní 

lázni o teplotě 37°C po dobu 

30min a násleně vložení do 

vodní lázně o teplotě 37°C

vymytí DMSO ve 

fyziologickém roztoku o teplotě 

37°C
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Tab.4 - Experimentální práce na ostatních modelech, u kterých byla popsána snížená nebo nezměněná imunogenicita tepenných štěpů po jejich 

kryokonzervaci a následném rozmrazení

Autor Zvíře Typ transplantace Měřené parametry Konzervační roztok

Odběr-

konzervace

krok 1

Odběr-

konzervace

krok 2

Čas 

studené 

ischemie

Kryokonzervace
Uskladnění/doba 

uskladnění
Rozmražení

Krok 2 

rozmražení
Před transplantací

Boren et 

al., 1977
pes

karotická tepna 

do femorální tepny

histologické vyšetření

průchodnost štěpů a jejich 

trombogenicita

štěpy umístěny do roztoku 15% DMSO + 

methylprednisolonu na dobu 5-10minut
neuveden

nekontrolovaná rychlost, rychlé 

zmražení v parách kapalného 

dusíku na teplotu -196°C

páry kapalného dusíku 

od 5min do 90dnů 

teplota 150°C

rychlé 
vodní lázeň o 

teplotě 37°C
-

Knosalla

et al., 1996
pes

hrudní aorta do

 subrenální aorty

průchodnost štěpů

výskyt anastomotických 

pseudovýdutí

stupeň vhojení štěpu

mikroskopické vyšetření

polyethyelenglykol při teplotě 4°C po dobu 

4hod

Dekontaminace v  

roztoku s 

vankomycinem 

0.3mg/ml, 

lincomycinem 

0.125mg/ml po dobu 

48hod

inkubace v 

Ringerově roztoku, 

polyethylenglycolu 

o koncentraci 30g/l 

a 12,5% DMSO po 

dobu 120min

neuveden

kontrolovanou rychlostí s 

poklesem teploty o -1° C/min 

na teplotu -40° C a -5° C/min 

na teplotu -130° C v roztoku 

polyethylenglykolu, Ringerova 

roztoku a 12.5% DMSO 

páry kapalného dusíku

teplota 150°C
rychlé 

vodní lázeň o 

teplotě 42°C

štěpy opláchnuty ve 

fyziologickém roztoku 

obsahující klesající 

množství 

DMSO(8%,4%,2%)

Kreitmann

et al., 1996 
králík

infrarenální aorta do

 infrarenální aorty

průměr

histologické vyšetření
Medium RPMI - 1640 o teplotě 4C° 

Dekontaminace v 

mediu obsahujícím 

polymixin, 

vankomycin, 

cefoxitin a 

lincomycin po dobu 

6hod

4hod

kontrolovanou rychlostí v 

roztoku 10% DMSO a 4% 

lidského albuminu

konečná teplota a rychlost 

zmražení neuvedeny

páry kapalného dusíku

 teplota 150°C
rychlé 

vodní lázeň o 

teplotě 37°C

štěpy ihned opláchnuty 

od DMSO a umístěny 

do media RPMI o 

teplotě +4°C

Pukacki et 

al., 2000
lidský neprovedena

vyšetření mechanických 

vlastností
RPMI-1640

RPMI-1640 + 10%

fetální serum+ 20% 

DMSO o TT 4°C 

se štěpy 

inkubace v roztoku  

RPMI - 1640 + 

10% FKS+20% 

DMSO po dobu 

60min

1hod

kontrolovanou rychlostí  s 

poklesem teploty o 1K/min do -

80°C v roztoku RPMI 1640, 

20%DMSO, 10%FKS

páry kapalného dusíku 

teplota neuvedena

14-28 dnů

rychlé 

vodní lázeň o 

teplotě 37°C po 

dobu 15min

vymytí DMSO ve 

fyziologickém roztoku 

po dobu 30min
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1.2.1. Hodnocení rejekce 

 

Většina experimentálních prací, které popisují imunogenicitu kryokonzervovaných štěpů 

nebo ji srovnávají s imunogenicitou chladem konzervovaných štěpů je založena na porovnání 

histologického obrazu akutní rejekce a na imunohistochemickém vyšetření protilátek přítomných 

v tunica media (Solanes et al., 2005, Pukacki et al., 2000, Saito et al., 2006, Gabriel et al., 2006, 

Giglia et al., 2002, Motomura et al., 1995). Obecně se soudí, že imunogenicita štěpů je dána 

zejména buněčnou komponentou, zatímco extracelulární matrix ji prakticky neovlivňuje (Matia  

et al., 2007). Z tohoto důvodu vidí řada autorů hlavní cestu ke snížení imunogenicity 

v decelularizaci cévní stěny (Williams et al., 2008, Gui et al., 2008, Lin et al., 2018). Největší 

význam v imunogenicitě cévni stěny je přisuzován hladkým svalovým buňkám tunica media.  

Na výsledné akutní rejekci se navíc podílí i ischemicko-reperfúzní postižení a inkompatibilita 

v hlavním histokompatibilním systému. Jsou publikovány i práce, které porovnávají vliv 

kryokonzervace na funkční a mechanické vlastnosti (Kreitmann et al., 1997, Pukacki et al., 2000, 

Bia et al., 2005, Gabriel et al., 2006) a práce zkoumající vliv na transkripci genů pro růstové 

faktory ovlivňující imunologické reparační pochody cévní stěny (Nishizaki et al., 2003, Saito  

et al., 2006). 

 

1.2.2. Proces kryokonzervace 

 

Experimentální práce, které popisují sníženou imunogenicitu kryokonzervovaných 

tepenných štěpů uvádějí velmi podobný proces kryokonzervace s použitím DMSO jako 

kryoprotektiva a s minimálními rozdíly v rychlostech poklesu teploty od 0,5 do 1 °C/min  

(Motomura et al., 1995, Knosalla et al., 1998, Pukacki et al., 2000, Nishizaki et al., 2003, Giglia 

et al., 2002, Pascual et al., 2004, Rodríguez et al., 2012). V těchto protokolech se využívá 

kontrolovaný automatizovaný proces zmrazení s cílovou teplotou mezi -60 °C až -130 °C  

a následné uložení štěpu v parách kapalného dusíku. Výjimkou je starší práce Borena et al., který 

popisuje rychlé nekontrolované zmrazení štěpů na teplotu -196 °C (Boren et al., 1978). I přesto 

však hodnotí 90 % štěpů bez známek akutní rejekce se zachovalou endotelovou integritou  

a minimální infiltrací adventicie lymfocyty. To přispělo i k uváděné lepší průchodnosti 

vyšetřovaných štěpů v prvních 3 měsících po transplantaci. Podobně jako rychlost zmrazení bylo 

i následné uchování štěpů v parách tekutého dusíku v těchto publikacích velmi podobné s cílovou 

teplotou mezi -160 °C až -196 °C a dobou skladování od několika dnů po několik týdnů. Autoři 
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též uvádí obdobnou délku studené ischemie štěpu, která nepřekročila 24hod (Pukacki et al., 2000, 

Giglia et al., 2002). K délce studené ischemie před kryokonzervací přispěla skutečnost, že někteří 

autoři zařadili do přípravy ke kryokonzervaci podobně jako v humánní praxi dekontaminační krok 

ve směsi antibiotik (Kreitmann et al., 1997, Knosalla et al., 1998, Giglia et al., 2002, Bia et al., 

2005). Jiní autoři přidali antibiotika přímo do kryoprotektivního roztoku (Motomura et al., 1995, 

Olmos-Zúñiga et al., 2016), což nebylo spojeno s prodloužením studené ischemie. Nejkratší doba 

studené ischemie byla uvedena v práci Rodríguezové a činila 35minut (Rodríguez et al., 2012). 

Taková délka studené ischemie ale v klinické praxi není dosažitelná. 

 

1.2.2.1. Proces vitrifikace  

 

V experimentech studujících kryokonzervační protokoly se vyskytla též práce, jejíž autoři 

použili při zmrazování postup vitrifikační (Brockbank KGM et al., 2007). Cévy byly vloženy do 

vitrifikačního roztoku (VS55) obsahujícího vysokou koncentraci kryoprotektiva (24,2 % DMSO) 

a zmrazení rychlostí -2 °C/min na teplotu -100 °C, po které nastala fáze pomalého (-0,2 °C/min) 

zmrazení na teplotu – 135 °C. Podstatou vitrifikačního přístupu je vyloučení tvorby krystalů ledu, 

jež vznikají při klasických postupech kryokonzervace a které mohou vést k poškození struktur 

extracelulárního matrixu a hladké svaloviny. Tím je možno vysvětlit významné uchování viability 

a funkční aktivity štěpů, která je publikována v některých experimentálních pracích (Brockbank 

KGM et al., 2007). Úskalím použití vitrifikačních přístupů je ovšem skutečnost, že vzniklá amorfní 

struktura je nestabilní a má tendenci se měnit na strukturu stabilnější, tedy krystalickou. Tento 

proces se nazývá devitrifikace a je to v podstatě krystalizace, ke které může dojít při neadekvátní 

teplotě skladování nebo během rozmrazování (Hunt et al., 1994, Pegg et al., 1997). Výzkumná 

skupina D. Pegga v polovině 90 let minulého století prokázala při pokusech na králičím modelu 

(Pegg et al., 1997), že je to právě devitrifikace během rychlého rozmrazování, která vede ke 

vzniku obávaných mikrofraktur v cévní stěně. 
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1.2.3. Proces rozmrazení  

 

Rozdíly v publikovaných experimentálních kryokonzervačních protokolech se vyskytují 

zejména v rámci procesu rozmrazování štěpů. Mnoho autorů volilo pro rozmrazování rychlý 

postup spočívající ve vložení do teplé vodní lázně s teplotou 37 °C až 40 °C (Knosalla et al., 1998, 

Pukacki et al., 2000, Giglia et al., 2002, Nishizaki et al., 2003), které zajišťuje podle zkušeností 

z kryokonzervace buněčných suspenzí optimální přežití buněk. V polovině 90 let minulého století 

publikoval Hunt (Hunt et al., 1994) z výzkumné skupiny D. Pegga výsledky experimentů na 

králičích arteriích, které prokázaly při rychlém rozmrazení z teploty kapalného dusíku na jedné 

straně vysoké přežití endoteliálních buněk a buněk hladké svaloviny, na druhé straně ovšem výskyt 

fraktur cévní stěny v 75 % případů. Ke frakturám nedocházelo, pokud byly cévy zmrazené pouze 

na teplotu –80 °C a poté rychle rozmrazeny. Mechanismus vzniku fraktur objasnil Pegg a spol. 

v experimentech na králičím modelu v roce 1997 (Pegg et al., 1997). Při rychlém rozmrazení 

z teploty kapalného dusíku na teplotu -80 °C prokázal devitrifikaci, které bylo možno zabránit 

použitím protokolu pomalého rozmrazování. Z tohoto důvodu někteří autoři použili při 

kryokonzervaci cév v experimentech postupu pomalého rozmrazení i s použitím speciálních 

přístrojů, které umožňují pomalé kontrolované rozmrazování se vzestupem teploty  

o 1 °C/min (Rodríguez et al., 2012). Jednou z experimentálních prací, která přímo srovnává vliv 

pomalého a rychlého rozmrazení na poškození štěpů je práce Novotného a kol. (Novotný et al., 

2017) i když na vzorku humánního materiálu (ascendentní aorty a srdeční chlopně). Na rozdíl od 

uvedených prací Špaček et al. při rozmrazování žilních humánních štěpů neprokázali významné 

rozdíly na morfologii cévní stěny při pomalém a rychlém způsobu rozmrazení, což může být zčásti 

dáno rozdílnou histologickou stavbou žilní a obvykleji studované tepenné stěny (Špaček  

et al., 2020). Nižší imunogenicita tak nepochybně přispívá k lepší průchodnosti a nižší četnosti 

komplikací spojených se strukturální deteriorací transplantovaných štěpů, která je některými 

autory též hodnocena (Giglia et al., 2002, Rodríguez et al., 2012).  

 

1.2.4. Studená ischemie  

 

Doba studené ischemie před zamrazením štěpů se v experimentálních pracích lišila od 

několika minut (Gu et al., 2004, Gabriel et al., 2006, Rodríguez et al., 2012) do 24 hodin 

(Moriyama et al., 2001, Buján et al., 2001, Giglia et al., 2002). Popsána byla však i 96 hodin 

trvající doba studené ischemie (Pascual et al., 2002).  
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Na důležitost kontroly doby studené ischemie před vlastní kryokonzervací upozornili ve 

své experimentální práci na psím modelu Páral a kol. (Páral et al., 2000). Již 24hodinová expozice 

fyziologickému roztoku při teplotě +4 °C vedla k výraznému poškození až ztrátě endotelu  

a výraznému edému cévní stěny. To vytváří podmínky pro její výrazné poškození krystalizací  

a vznik ruptur po transplantaci. 

Knight a kol. popsali ve své práci na potkanech, že 24 hodin trvající studená ischemie 

vyvolala významné poškození jak u isograftů, tak alograftů 4 týdny po transplantaci (Knight et al., 

2003). 

 

1.3. Klinické kryokonzervační protokoly ve světě 

 

Kryokonzervované tepenné štěpy v léčbě infekce cévních protéz v klinické praxi byly 

zavedeny Kiefferem a kolegy ve Francii koncem 80. let minulého století (Kieffer et al., 2004). Do 

roku 1996 byly touto skupinou používány chladem konzervované arteriální aloštěpy, které byly 

skladovány v konzervačních roztocích při teplotě 4 °C v průměru 13 dní (proto označované též 

jako „čerstvé“ nebo „fresh“ aloštěpy). V důsledku legislativních změn však v dalších letech byly 

pro tuto indikaci používány pouze kryokonzerované štěpy připravované Tkáňovou bankou  

v Paříži.  

Trend v používání kryokonzervovaných štěpů místo štěpů konzervovaných chladem  

v řešení infekcí cévních náhrad se poté rozšířil i do dalších zemí západní Evropy (Chiesa et al., 

1998, Teebken et al., 2004, Gabriel et al., 2006), Severní a Jižní Ameriky (Brockbank KGM et al., 

2007, Rodríguez et al., 2012) a Asie (Moriyama et al., 2019). Techniky uchovávání chladem 

konzervovaných arteriálních aloštěpů a též kryokonzervační a rozmrazovací protokoly 

publikované velkými cévními centry jsou velmi nehomogenní (Chiesa et al., 1998, Teebken et al., 

2004, Touma et al., 2014, Harlander-Locke et al., 2014). Jednotlivé protokoly se vzájemně liší ve 

vlastnostech konzervačních roztoků, v časech studené ischemie před implantací nebo 

kryokonzervací štěpů, a též v samotných technikách kryokonzervace a rozmrazení (Kieffer et al., 

2004, Měřička et al., 2015). Všechny tyto aspekty mohou ovlivnit konečnou kvalitu 

implantovaných arteriálních aloštěpů a způsobit významné rozdíly v časných a pozdních 

komplikacích souvisejících s jejich implantací (Novotný et al., 2017). 

V současné klinické praxi se ve světě používají značně odlišné kryokonzervační protokoly. 

Ty se navzájem liší ve všech základních bodech kryokonzervačního protokolu jako jsou vlastnosti 
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použitých konzervačních roztoků, čas studené ischemie nebo způsob rozmrazovaní štěpu před 

transplantací.  

Závěry těchto prací s ohledem na vliv kryokonzervace na snížení imunogenicity štěpů  

a jejich kvality a tím i jejich použití v léčbě infekce cévních protéz a stentgraftů jsou značně 

rozdílné. 

Největší Americká multicentrická klinická studie hodnotící užití kryokonzervovaných 

tepenných štěpů v případě infekce protézy v aortální pozici byla publikována v roce 2014  

a zahrnovala 220 pacientů ve 14 centrech. 60 % pacientů mělo infekci protézy s pozitivním 

bakteriologickým nálezem, 16 % infekcí protézy bez pozitivního bakteriologického nálezu, 15 % 

aortoenterickou píštel a 4 % infekční pseudoaneuryzma. U 24 % pacientů se po transplantaci 

vyskytla komplikace spojená s užitím alograftu. Jednalo se o trombosu štěpu (n=9), pokračující 

sepsi (n=17), rupturu štěpu (n=8), rekurentní infekci (n=8), pseudoaneurysma (n=6)  

a aortoenterickou píštěl (n=4). Období bez komplikací transplantovaného štěpu byla 80 %, 

explantace štěpu 88 % a amputací končetiny 97 % během 5 let. Primární průchodnost nové 

rekonstrukce alograftem byla 97 %, mortalita pacientů po transplantaci 57 % během 5 let. 

Výsledky této multicentrické studie podporují teorii užití kryoalogratu jako zlatého standardu 

v léčbě infekce cévní náhrady (Harlander-Locke et al., 2014). 

V kryokonzervačním protokolu této americké studie se využívá procesu vitrifikace, kdy se 

aloštěpy zmrazí v buněčném mediu se sérem a dimethylsulfooxidem (DMSO) kontrolovanou 

rychlostí s poklesem teploty o -1 °C/min a následně se štěpy skladují v parách kapalného dusíku. 

Vzhledem ke skutečnosti, že tento proces vedl ke tvorbě ledových krystalů způsobujích buněčné 

poškození a následnou tvorbu kalcifikací v tepenných štěpech, začala být preferována alternativní 

metoda postupu zmrazování bez ledu. Při ní je upraven počáteční vitrifikační roztok (VS) 

zvýšením koncentrace tří kryoprotektantů 1,2-propandiolu, formamidu a DMSO na 83 %, čímž je 

riziko tvorby ledových krystalů významně sníženo. Všechny kryografty jsou zmrazovány ve 

vitfirikačním roztoku VS 83 kontrolovanou rychlostí o -1 °C/ min a poté skladovány při teplotě -

180 °C až -196 °C. Rozmrazeny jsou ve vodní lázni při teplotě 37 °C až 42 °C. Následuje vymytí 

vitrifikačního roztoku ze štěpů v sedmi krocích během kterých jsou štěpy vloženy na 15min do 

Dulbeccova modifikovaného Eaglova kultivačního media o teplotě 4 °C před jejich implantací. 

Naproti tomu práce Toumy et al. z evropského pracoviště publikovaná ve stejném roce 

popisuje nepříznivé výsledky v případě užití kryoalograftů v řešení infekcí nativní aorty a cévních 

náhrad v aortální pozici (Touma et al., 2014). V randomizované skupině bylo 54 pacientů, 45 

mužů (83 %) a 9 žen (17 %). Indikací k transplantaci byla infekce aorty (n=17) a infekce aortální 
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rekonstrukce (n=37). 52 % pacientů mělo časnou pooperační komplikaci a 7 % komplikaci 

transplantované štěpu. 30denní mortalita byla 28 % a celková mortalita 39 % při průměrné době 

sledování 12 měsíců.  

Alografty v této práci byly získány od dárců s prokázanou mozkovou smrtí. Po vymytí 

štěpů v heparinizovaném fyziologickém roztoku byly aloštěpy vloženy do studeného (4 °C) 

transportního média, které obsahovalo 0,9 % roztok NaCl a 0,2 % roztok glukózy (pH 6,8) bez 

přidaných antibiotik. Tepenné aloštěpy byly poté skladovány při teplotě 4 °C v roztoku SCOT 

(Macopharma Laboratories, Tourcoing, Francie) obsahujícím gentamicin (50 mg / ml), 

klindamycin (600 mg / ml) a vankomycin (500 mg / ml) a kryokonzervovány během 48–72 hodin. 

V letech 1998 až 2002 se kryokonzervační roztok skládal z 90 ml 4 % roztoku lidského sérového 

albuminu a 10 ml dimethylsulfoxidu (DMSO). Po 30 minutách kdy byly aloštěpy uchovávány při 

teplotě 4 °C byly poté vaky umístěny do par kapalného dusíku zmrazovací komory (Planer, 

Sunbury-on-Thames, Velká Británie) a kryokonzervovány řízenou rychlostí s poklesem teploty   

o -1 °C / minutu až do teploty -50 °C a poté o -5 °C / minutu na teplotu -140 °C. Zmrazené štěpy 

se poté až do použití skladovaly v parách kapalného dusíku. V den transplantace byly zmrazené 

tepny rychle rozmrazeny ve vodní lázni o teplotě 40 °C. Po odstranění kryoprotektantu byl štěp 

uchován ve 100 ml 0,9 % NaCl obsahujícího 0,2 % glukózy až do doby implantace. 

Od roku 2002 byly aloštěpy ponechány 20 minut při teplotě 4 °C v roztoku SCOT 

obsahujícím 15 % DMSO a následně zmrazeny na cílovou teplotu -80 °C bez kontroly poklesu 

teploty a skladovány max. 2 roky. Rozmrazení štěpů probíhalo po dobu 10 minut při pokojové 

teplotě. Poté byl štěp vložen do vodní lázně o teplotě 37 °C. Následovalo postupné vymývání 

kryoprotektantu v heparinizovaném roztoku při pokojové teplotě. 

Uvedené experimentální i klinické práce demonstrují značné rozdíly v pohledu na 

problematiku imunogenicity tepenných štěpů a její ovlivnění použitým kryokonzervačním 

protokolem. Kromě samotného procesu zmrazení a rozmrazení, době studené ischemie dle našeho 

názoru hraje důležitou roli i typ roztoku, který je použit pro transport z místa odběru do tkáňového 

zařízení. 
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1.4. Současný stav klinického použití tepenných štěpů v léčbě infekce cévní protézy  

v České republice  

 

V České republice jsou chladem konzervované tepenné štěpy používány v léčbě infekce 

cévních protéz od 90. let minulého století (Matia et al., 2007). Podobně jako program orgánové 

transplantace, je i program transplantace cév (tj. tkáň) v tomto případě zastřešen Koordinačním 

centrem transplantací, které vede čekací listinu pro nemocné indikované k transplantaci chladem 

konzervovaného nebo kryokonzervovaného cévního štěpu (Špaček et al, 2018). 

V klinické praxi však může dojít k situaci, kdy po delší dobu není přítomen vhodný 

„čerstvý“ aloštěp a u pacienta se rozvine akutní stav vyžadující urgentní řešení. K těmto situacím 

patří např. akutní krvácení z anastomózy nebo krvácení z aortoduodenální píštěle. V těchto 

situacích je použití a okamžitá dostupnost kryokonzervovaného tepenného nebo žilního štěpu 

zásadní. Dalšími indikacemi k elektivnímu nebo časnému použití cévních alograftů je infekce 

cévních náhrad, při které je nutné infikovaný štěp v celém rozsahu explantovat a nahradit novou 

rekonstrukcí, nebo přítomnost kritické končetinové ischemie. I v těchto situacích je vzhledem 

k riziku septického stavu nebo končetinové amputace dostupnost vhodních cévních štěpů zásadní. 

Za účelem minimalizace rizika absence cévních aloštěpů proto vznikl pod vedením Pracovní 

skupiny pro cévní náhrady a alotransplantace České společnosti kardiovaskulární chirurgie 

(ČSKVCH), ve spolupráci s Koordinačním centrem transplantací a Tkáňovou bankou FNHK  

v ČR v roce 2013 program kryokonzervace cévních aloštěpů (Špaček et al., 2018). 

Dalším důvodem k vytvoření programu transplantace cévních kryoštěpů byly legislativní 

změny, ke kterým došlo v roce 2004, kdy vešla v platnost Směrnice Evropského parlamentu  

a Rady (EU Directive 2004/23/EC) (Fellmer et al., 2011). Ta měla zajišťovat vysokou kvalitu 

transplantovaných tkání a buněk. Tím došlo k zastavení do té doby prováděných transplantací 

chladem konzervovaných tepenných aloštěpů v mnoha evropských zemích (Francie Kieffer et al. 

2004, Německo Fellmer et al., 2011). V rámci implementace evropské legislativy se tyto postupy 

rozšířily do dalších zemí Evropske unie. 

V České republice je nakládání s tepennými alografty stanoveno zákonem č. 285/2002 Sb., 

který umožňuje použití chladem konzervovaných cévních štěpů v režimu transplantace orgánů do 

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

V důsledku rozvoje programu transplantace kryokonzervovaných cévních štěpů mohou být 

v současnosti pacienti indikovaní k tepenné transplantaci v České republice zařazeni na jednu 

z dvou čekacích listin. Rozhodnutí o zařazení pacienta na čekací listinu pro kryokonzervované 
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nebo chladem konzervované štěpy je dáno rozhodnutím indikujícího cévního chirurga. Po dvou 

letech existence programu kryokonzervace štěpů byl počet transplantovaných 

kryokonzervovaných a chladem konzervovaných štěpů v České republice prakticky stejný 

(Špaček et al., 2018).  

 

 

1.4.1. Nový kryokonzervační protokol v „Programu transplantace cévních štěpů v České 

republice“  

 

V roce 2011 byl v České republice zahájen klinický program transplantace 

kryokonzervovaných cévních štěpů. Všechny arteriální i žilní aloštěpy zařazené do programu jsou 

zpracovávány výhradně v tkáňové bance Fakultní nemocnice Hradec Králové podle nového 

standardizovaného protokolu kryokonzervace (Špaček et al., 2019). Odběr uvedených štěpů 

probíhá v rámci multiorgánových odběrů. Cévy se transportují do Tkáňové ústředny FNHK 

v roztoku Custodiolu za nízkých teplot (3-5 °C) v co nejkratší době po provedeném odběru. 

Kryokonzervace cévního štěpu se provádí pomocí standardizovaného operačního postupu 

požadovaného tkáňového zařízení (tkáňová banka Fakultní nemocnice Hradec Králové) plně 

licencovanou příslušným vnitrostátním orgánem (Měřička et al., 2011, Měřička et al., 2011). Při 

odběru a zpracování cév jsou povoleny pouze kvalitní materiály a léky pro humánní použití  

a splňující požadavky směrnice Evropského parlamentu a Rady č. 23/2004 / ES. Po vstupní 

kontrole v tkáňovém zařízení jsou štěpy zpracovávány v místnosti čistoty stupně A (podle 

klasifikace EU GMP) s pozadím stupně B. Po dekontaminaci pomocí modifikované metody van 

Katz (Vogt et al., 1998) jsou nádoby vloženy do dvojitě sterilních jednorázových plastových sáčků 

(Eva Bags; Maco Biotech, Eckbolsheim, Francie) obsahujících 50 ml předchlazeného 6 % roztoku 

hydroxyethylškrobu s molekulovou hmotností 130 000 Da (Voluven 6 %; Fresenius Kabi, Bad 

Homburg vor der Höhe, Německo) a smísí se se stejným objemem předchlazeného 

kryoprotektivního roztoku (20 % dimethylsulfoxidu; WAK ChemieMedical GmbH, Steinbach, 

Německo). Vzorky roztoku pro bakteriologické a mykologické testy se odebírají ze sběrného 

roztoku a z konečného balení. Plastové sáčky se uzavírají tepelným svařováním. Sáčky uzavřené 

ve vnějších kovových kazetách se vloží do mrazící komory programovatelného mrazáku a zmrazí 

se rychlostí 1 K / min až na teplotu -90 °C (následuje 5 K / min na teplotu -150 °C). Štěpy jsou až 

do klinického použití skladovány v parách kapalného dusíku v biologické nádobě vybavené 

automatickým plnícím systémem s nepřetržitým monitorováním teploty. 
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Po vyjmutí ze skladovacího kontejneru jsou kazety s vaky přepraveny na operační sál  

v parách kapalného dusíku ve speciálním přepravníku (Dry shipper). Na operačním sále jsou 

kazety z přepravníku vyjmuty a umístěny na 2 hodiny do chladničky s teplotou stoupající z + 2 °C 

na + 8 °C. Pokud je po vyjmutí z chladničky v plastových sáčcích stále nějaký led, může být další 

rozmrazování dokončeno při pokojové teplotě. Ihned poté, co zbývající led roztaje, jsou štěpy 

asepticky vyjmuty z vaků a uloženy v předchlazeném konzervačním roztoku (Celsior; Genzyme) 

až do jejich implantace. 
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2.  CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

 

Možné snížení imunogenicity aloštěpů břišní aorty procesem kryokonzervace bylo 

opakovaně studováno v pokusech na zvířatech. Některé práce nepopisovaly žádný vliv 

kryokonzervace na snížení antigenicity tepenných aloštěpů. Naopak jiné studie zjistily snížení 

imunogenicity kryokonzervovaných aloštěpů ve srovnání s chladem konzervovanými aloštěpy.  

V jednotlivých experimentech však byly použity velmi nekonzistentní kryokonzervační protokoly, 

které se výrazně lišily v tak zásadních bodech jako je např. typ konzervačního roztoku, čas teplé  

a studené ischemie, technika a délka kryokonzervace a následného rozmrazení štěpů. Jako 

nejvýraznější faktor snižující poškození a antigenicitu štěpů se ale jevilo jejich pomalé 

rozmrazování. 

V klinické praxi má možné snížení antigenicity tepenných aloštěpů použitým typem 

kryokonzervačního a rozmrazovacího protokolu velký význam. Snížení antigenicity a následné 

rejekce transplantovaných tepenných aloštěpů vede jednak k výrazně lepším dlouhodobým 

výsledkům a jednak k omezení užívání imunosuprese a jejich nežádoucích účinků. 

Kryokonzervační a rozmrazovací protokoly používané v klinické praxi významných světových 

pracovišť jsou stejně jako v experimentálních podmínkách velmi nekonzistentní a jejich 

popisovaný vliv na imunogenicitu transplantovaných tepen je značně rozdílný. U většiny 

současných klinických protokolů se ale před vlastní transplantací používá rychlé rozmrazení štěpu. 

 

Cílem naší studie proto bylo: 

1. převést všechny jednotlivé kroky nového kryokonzervačního protokolu s pomalým 

rozmrazováním používaným v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“ 

do experimentálních podmínek na potkanním modelu  

2. studovat na potkaním modelu akutní buňkami a protilátkami zprostředkovanou imunitní 

reakci u příjemců štěpů břišní aorty ošetřených tímto novým standardizovaným klinickým 

kryokonzervačním protokolem s pomalým rozmrazováním 

3. porovnat vliv obou typů konzervačních protokolů používaných v „Programu transplantace 

cévních štěpů v České republice“ (kryokonzervační protokol s pomalým rozmrazováním  

a protokol konzervace chladem) na akutní buňkami a protilátkami zprostředkovanou 

imunitní reakci po transplantaci takto ošetřených štěpů břišní aorty na potkaním modelu  
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2.1. Hypotéza 

 

Aloštěpy břišní aorty potkanů zpracované v souladu s novým klinickým 

kryokonzervačním protokolem s pomalým rozmrazováním používaným v „Programu 

transplantace cévních štěpů v České republice“ budou vykazovat 30 dní po jejich transplantaci 

nižší známky rejekce ve srovnání s aloštěpy zpracovanými v souladu s klinickým protokolem 

konzervace chladem používaným ve stejném programu. 
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3. MATERIÁL A METODY 

  

3.1. Etické prohlášení 

  

V průběhu experimentu byly dodržovány principy práce s laboratorními zvířaty dle platné 

evropské legislativy (Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for scientific 

purposes). Experiment byl též schválen Etickou komisí 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy  

(č.: UK 1. LF 563/13, MSMT-14808/2014-6). 

  

3.2. Základní rozvržení experimentu 

 

Jako dárce štěpů břišní aorty jsme v experimentu použili samce potkanů kmene Brown-

Norway a Lewis. Štěpy subrenální aorty jsme odebrali od zvířat v celkové intramuskularní 

anestesii. Následně jsme štěpy zpracovali v souladu s novým kryokonzervačním protokolem  

s pomalým rozmrazováním používaným Tkáňovou bankou Fakultní nemocnice Hradec Králové  

v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“. Aortální štěpy jsme po odběru 

uskladnili v tekutém dusíku stejným postupem, jaký je užíván v klinické praxi. Po 6 měsících 

kryokonzervace jsme štěpy rozmrazili v souladu s novým klinickým protokolem pomalého 

rozmrazení. Takto rozmrazené štěpy jsme transplantovali samcům potkanů kmene Lewis. Získali 

jsme tak isogenní (aorta kmene Lewis transplantovaná příjemci kmene Lewis, skupina CRYO-

ISO) a alogenní (aorta kmene Brown-Norway transplantovaná příjemci kmene Lewis, skupina 

CRYO-ALO) uspořádání experimentálních skupin. 

Celý postup odběru, kryokonzervace, uskladnění, rozmrazení a transplantace štěpů břišní 

aorty jsme rozdělili do šesti časově definovaných fází. Ty jsme měřili a zaznamenali pro každý 

štěp zvlášť. 

Kryokonzervované štěpy břišní aorty jsme explantovali 30. pooperační den. Štěpy jsme 

vyšetřili histologickými a imunohistochemickými metodami se zaměřením na typické známky 

akutní rejekce ve všech základních vrstvách aortální stěny. Sledovali jsme přítomnost 

endotelových buněk, známky intimální hyperplázie, šířku tunica media, přítomnost nekróz  

a ukládaní protilátek třídy G v této vrstvě, počet CD4+, CD8+ a LEW MHC II+ 

imunokompetentních buněk v adventiciální vrstvě aortální stěny. Protilátkovou imunitní odpověď 

u příjemců kryokonzervovaných iso – a aloštěpů břišní aorty jsme sledovali vyšetřením 
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koncentrace donor specifických protilátek proti MHC antigenům I. a II. třídy v periferní krvi 

příjemcovských zvířat předoperačně a na 30. den po transplantaci. 

K zjištění vlivu nového kryokonzervačního protokolu na antigenicitu tepenných štěpů jsme 

navzájem porovnali jednotlivé známky rejekce mezi isogenními a alogenními štěpy. 

V poslední fázi experimentu jsme vzájemně srovnali histologické a imunohistochemické 

známky rejekce v potkaních štěpech břišní aorty ošetřených novým klinickým kryokonzervačním 

protokolem s pomalým rozmrazováním z našeho současného experimentu se známkami rejekce  

v potkaních chladem konzervovaných štěpech břišní aorty. K tomu jsme využili základní data 

původního experimentu Priv.-Doz. MUDr. habil Ivana Matiu, Ph.D., z kterého vycházel i náš 

současný experiment. 

 

3.3. Charakteristika experimentálních skupin 

 

K experimentu jsme použili samce potkanů kmene Brown-Norway a Lewis získané  

z chovné stanice Charles River v Německu. Zvířata byla následně chovaná podle pokynů 

Národního zdravotního ústavu. Každé transplantované zvíře bylo po celou dobu 30denního 

sledování umístěno v oddělené kleci. Zvířatům nebyla během experimentu podávána žádná 

imunosupresivní ani antiagregační léčba. Do studie jsme zahrnuli pouze zvířata, která prošla celým 

sledovacím obdobím. 

Samce potkanů kmene Brown-Norway (BN, MHC haplotyp RT1) o hmotnosti 203 až  

217 g (N = 3) jsme použili jako dárce alotransplantátů břišní aorty a samce potkanů kmene Lewis 

(LEW, haplotyp RT1l) o hmotnosti 248 až 254 g (N = 3) jako dárce isotransplantátu břišní aorty. 

Samce potkanů kmene Lewis (LEW, haplotyp RT1l) o hmotnosti 191 až 250 g (N = 12) jsme 

použili jako příjemce štěpů břišní aorty a následně rozdělili do dvou skupin podle typu 

transplantovaného subrenálního štěpu břišní aorty. Skupinu CRYO-ISO tvořili příjemci kmene 

Lewis (LEW, haplotyp RT1l) syngenně transplantovaných kryokonzervovaných štěpů  

(LEW – LEW, N = 6, hmotnost 191 až 250 g). Skupinu CRYO-ALO tvořili příjemci kmene Lewis 

(LEW, haplotyp RT1l) alogenně transplantovaných kryokonzervovaných štěpů (BN – LEW,  

N = 6, hmotnost 193 až 245 g). Jednotlivé charakteristiky experimentálních skupin jsou zobrazeny 

v tab. 5. 
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Tab.5 – Základní charakteristiky experimentálních skupin 

 Skupina 

Dárce Příjemce 

 

Kmen 

 

Počet 

 

Hmotnost 

 

Kmen 

 

Počet 

 

Hmotnost 

CRYO-ALO BN 3 203-217 g LEW 6 193-245 g 

CRYO-ISO LEW 3 248-254 g LEW 6 191-250 g 

CRYO – ALO – alogenní transplantace kryokonzervovaných štěpů břišní aorty 

CRYO – ISO – isogenní transplantace kryokonzervovaných štěpů břišní aorty 

LEW – kmen Lewis 

BN – kmen Brown-Norway 

 

 

3.4. Chirurgická technika odběru štěpů břišní aorty 

  

Vlastní odběr štěpu břišní aorty v obou skupinách jsme provedli po zvážení dárcovských 

zvířat a jejich uvedení do celkové anestesie pomocí intramuskulárně (do stehenního svalu) 

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

v dávce 10mg/kg (Rometar®, Spofa Česká republika). Každé zvíře jsme poté uložili na operační 

desku s fixací všech 4 končetin.  Následovala příprava operačního pole na břiše, která zahrnovala 

její oholení a desinfekci. Poté jsme pomocí nůžek provedli střední laparotomii s odsunutím střev 

laterálně tak, abychom si zpřístupnili cévní struktury retroperitonea. (Obr. 1) Během výkonu jsme 

používali běžné chirurgické nástroje určené k operacím na laboratorních zvířatech.  

Po zpřístupnění retroperitonea jsme již za pomocí operačního mikroskopu s 10násobným 

zvětšením provedli incizi zadního listu pobřišnice a poté preparovali subrenální úsek břišní aorty 

a přilehlý úsek dolní duté žíly za účelem získání štěpu a nitrožilní aplikace heparinu. Ten jsme 

podávali v dávce 100IU/kg tak, aby po naložení svorky na aortu nedošlo k její trombóze. Aortu 

jsme zasvorkovali po 3 min od instilace heparinu do dolní duté žíly pomocí speciálních minisvorek 
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a následně resekovali cca 2 - 2,5 cm dlouhý úsek. (obr. 2) Štěp jsme ihned po jeho odběru 

propláchli 2ml roztoku Custodiol (Custodiol®, Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Německo) 

obsahující heparin (100 IU/ml) a dále zpracovali v souladu s klinicky používaným 

kryokonzervačním protokolem (viz níže). Dárcovská zvířata jsme po odběru štěpu eutanazovali 

letální dávkou tiopentalu aplikovaného intrakaválně nebo intramyokardiálně (Thiopental®, Spofa 

Česká republika). 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Obr.1 

Preparace subrenálního úseku břišní aorty v retroperitoneálním prostoru.  

Střevní kličky jsme odsunuli laterálně a zabalili do teplého čtverce.  
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3.5. Protokol kryokonzervace štěpů břišní aorty 

 

Nový kryokonzervační protokol s pomalým rozmrazováním používaným v „Programu 

transplantace cévních štěpů v České republice“ (Špaček et al., 2020) jsme upravili a adaptovali do 

experimentálních podmínek Fyziologického ústavu 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy  

v Praze. Při odběru štěpů břišní aorty potkanů a jejich následném zpracování jsme použili pouze 

vysoce kvalitní materiál a farmaka pro humánní použití splňující podmínky směrnice Evropského 

parlamentu a Rady č. 23/2004/ES. Všechna dárcovská zvířata z obou experimentálních skupin 

CRYO-ISO (N = 3) a CRYO-ALO (N = 3) jsme operovali najednou. Každý štěp břišní aorty jsme 

po odběru propláchli 2 ml roztoku Custodiolu (Custodiol®, Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, 

Německo) obsahující 100 IU / ml heparinu a poté jsme ho umístili do 10 ml roztoku Custodiolu  

o teplotě 4°C. Následně jsme postupně odebírané štěpy břišních aort skladovali při teplotě tajícího 

ledu v uzavřených sterilních certifikovaných plastových nádobách (Medfor 250 ml Farnborough, 

Velká Británie) až do ukončení odběru všech štěpů.  

Poté jsme je vložili do dvojitých sterilních plastových sáčků na jedno použití (CryoMACS 

Freezing Bag 500, Miltenyi Biotec GmbH, Německo) obsahující 25 ml vychlazeného 6% roztoku 

Obr.2 

Odběr štěpu ze subrenální aorty.  

Břišní dutinu jsme si zpřístupnili pomocí speciálních kovových retraktorů a vlastní retroperitoneum 

preparovali za použití vatových štětiček, kterými jsme ozřejmili dostatečně dlouhý úsek břišní aorty, ze 

kterého jsme následně vytnuli 2 cm dlouhý segment.  
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hydroxyethylškrobu o molekulární hmotnosti 130 000 Da (Voluven 6 %, Fresenius Kabi, 

Německo) doplněného 20% roztokem kryoprotektantu dimethylsulfoxidu (DMSO, WAK 

ChemieMedical GmbH, Německo) a každý vak jsme následně uzavřeli zatavením ve svářečce 

(STERISEAL B 83–R, Cevor s.r.o., Troubsko u Brna, Česká republika). Do roztoku jsme 

nepřidávali žádná antibiotika. Sáčky jsme poté vložili do speciálních kovových kazet (ST 100, 

Consarctic GmbH, Schölkrippen, Německo) a uložili při teplotě tajícího ledu až  

do začátku procesu zmrazení (obr. 3). Následoval proces vlastního zamrazení, který probíhal při 

kontrolovaném poklesu teploty v programovatelném zmrazovacím zařízení KRYO – 10 (Planer, 

Biomed, Sunburry on Thames, Velká Británie) rychlostí – 1K/min do -90°C, a poté -5K/min  

do -150°C. Ihned po zamrazení jsme kazety se zamrazenými štěpy (obr. 4) převezli  

v transportním boxu do kryokonzervačního skladu Ústavu hematologie a krevní transfúze v Praze, 

kde jsme je uchovávali v parách tekutého dusíku a teplotě -190°C až do doby jejich implantace. 
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Obr.3 

Příprava před zamrazením štěpů.  

Plastové vaky jsme označili štítkem obsahujícím číslo štěpu a datum odběru a následně je vložili do 

speciálních kovových kazet umožňující zamrazení štěpu. 

Obr.4 

Zamrazený štěp subrenální aorty v plastovém vaku. 

Vak obsahuje kryoprotektivní roztok. Každý vak jsme označili číslem a druhem potkana ze kterého byl 

štěp odebrán. 
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3.6. Uskladnění kryokonzervovaných štěpů břišní aorty 

 

Po zamrazení štěpů břišní aorty jsme kovové kazety s cévami převezli z operačního sálu 

Fyziologického ústavu 1. LF UK do kryokonzervačního skladu tkáňového zařízení Ústavu 

hematologie a krevní transfúze v Praze. Zde jsme je skladovali v parách kapalného dusíku při 

teplotě - 180 °C až do doby implantace, ke které jsme je převezli zpět na operační sál  

v transportních boxech obsahujících suchý led (obr. 5). Průměrná doba uskladnění 

kryokonzervovaných štěpů břišní aorty v parách dusíku byla 176 dnů. (Tab. 6) 

 

 

 

 

 

 

 

  

3.7. Protokol pomalého rozmrazení kryokonzervovaných štěpů břišní aorty 

 

Kazety se štěpy břišní aorty jsme transportovali v den implantace v parách tekutého dusíku 

z tkáňového zařízení Ústavu hematologie a krevní transfuze v Praze na operační sály 

Fyziologického ústavu. Zde jsme je vyjmuli z transportního zařízení a poté umístili do chladničky 

při teplotě + 4 ° C po dobu 60 minut. Štěpy jsme následně nechali po dobu 30 min při pokojové 

teplotě. Po této fázi jsme štěpy břišní aorty vyjmuli z plastového vaku a každý štěp rozdělili na 

Obr.5 

Uchovávání kryokonzervovaných štěpů. 

Odebrané štěpy břišní aorty jsme po dobu 6 měsíců uchovávali v zamrazeném stavu v tkáňové bance 

Ústavu hematologie a krevní tranfúze 1.LF UK v Praze.  
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dvě stejně dlouhé části, které jsme poté použili k transplantaci u dvou potkanů. Oba štěpy jsme po 

rozdělení uchovávali odděleně v 10 ml roztoku Custodiolu v lednici při teplotě +4˚C až do začátku 

transplantace. Do roztoku nebyla přidávána žádná antibiotika. (Tab. 6) 

  

3.8. Chirurgická technika transplantace štěpů břišní aorty 

 

K transplantaci štěpů jsme použili optický mikroskop a 10násobné zvětšení. (Obr. 6) 

Vlastní realizaci anastomóz jsme provedli pomocí nevstřebatelného monofilního vlákna (10.0)  

a technikou jednotlivě zakládaných stehů tak, aby se co nejvíce minimalizoval vznik stenóz  

v anastomózách a riziko trombózy štěpu. (Obr. 7) Během výkonu bylo též pečováno  

o experimentální zvíře, které jsme za účelem minimalizace perioperačního stresu zahřívali 

tepelným zářičem. 

Každého příjemce štěpů jsme před vlastním chirurgickým výkonem zvážili a následně 

uvedli do celkové anestesie pomocí intramuskulárně podané směsi sufentanilu v dávce 20 μg/kg 

(Sufenta®, Janssen Pharmaceutica Inc., Belgie) a azaperonu v dávce 1 mg/kg (Stresnil®, Janssen 

Pharmaceutica Inc., Belgie). Tuto kombinaci anestetik jsme volili vzhledem k požadavku na lepší 

buzení zvířat po provedené transplantaci. Následovala příprava operačního pole, laparotomie  

s odsunutím kliček střeva a preparace retroperitonea, ve kterém jsme vypreparovali dostatečně 

dlouhý úsek subrenální aorty a přilehlé dolní duté žíly. Po naložení svorek aproximátoru na 

subrenální úsek břišní aorty jsme provedli isogenní nebo alogenní transplantaci štěpů pomocí 

jednotlivě uzlených nevstřebatelných stehů. 

Po povolení svorek jsme zkontrolovali těsnost anastomóz, uložili kličky střeva zpět do 

dutiny břišní a provedli suturu laparotomie. Potkany jsme poté označili a uložili do předem 

označených vyhřívaných klecí, ve kterých jsme je dále sledovali až do jejich spontánního 

probuzení. 
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Obr.6 

Vybavení experimentálního operačního sálu.  

Experiment jsme provedli v prostorách fyziologického ústavu 1. LF UK v Praze za použití optického 

mikroskopu. 

Obr.7 

Transplantace rozmrazeného štěpu.  

Našívání rozmrazeného štěpu subrenální aorty do břišní aorty byla kruciální částí experimentu. Vlastní 

anastomózu jsme realizovali technikou jednotlivě uzlených prolenových stehů za použití optického 

mikroskopu a 10násobného zvětšení. Při realizaci anastomosy jsme použili speciální cévní svorku 

(aproximátor), která nám umožnila nejen zasvorkovat proximální a distální část břišní aorty, ale též 

našívat štěp jako interpozit bez nežádoucího napětí v anastomóze. 
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3.9. Časové údaje kryokonzervace, rozmrazení a transplantace štěpů břišní aorty 

 

Celý proces zahrnující odběr aorty, kryokonzervaci, skladování, rozmrazování  

a transplantaci jsme rozdělili do šesti časových úseků. Délku každého časového období jsme měřili 

pro každý štěp břišní aorty samostatně. Podrobné definice a trvání každého časového období jsme 

shrnuli v tab. 6. Celková doba studené ischemie kryokonzervovaných štěpů břišní aorty (před 

zmrazením + po rozmrazení) byla 313 ± 62 minut pro isografty a 504 ± 198 minut pro alografty. 

Mezi oběma skupinami jsme nepozorovali statisticky významný rozdíl. 
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Tab.6 – Definice a trvání jednotlivých časových úseků procesu kryokonzervace, uskladnění, 

rozmrazení a transplantace štěpu břišní aorty 

Fáze procesu Kryoštěpy 

Číslo Název Definice Aloštěpy Isoštěpy 

1 Fáze studené ischemie 

před zamrazením 

Časové období od naložení 

aortální svorky  

u dárcovského zvířete do 

vložení štěpů břišní aorty do 

roztoku DMSO. Štěpy břišní 

aorty byly v tomto období 

skladovány  

v roztoku Custodiol při 

teplotě tajícího ledu. 

03:31 h 

(min 01:23, 

max. 04:45) 

03:12 h 

(min 02:54, 

max. 03:28) 

2 Fáze DMSO Časové období od vložení 

štěpů břišní aorty do roztoku 

DMSO do zahájení 

kryokonzervace v 

programovatelném 

mrazícím zařízení. 

00:38 h 

(min 00:19, 

max. 00:48) 

00:40 h 

(min 00:38, 

max. 00:42) 

3 Fáze kryokonzervace Časové období od začátku 

kryokonzervace štěpů břišní 

aorty v programovatelném 

mrazícím zařízení do 

vložení kazet do tekutého 

dusíku. 

02:38 h 02:38 h 

4 Fáze skladování v 

parách dusíku 

Časové období od vložení 

kazet do tekutého dusíku do 

jejich vyjmutí. 

179,3 dnů 

(min 176, 

max. 181) 

172,6 dnů 

(min 171, 

max. 176) 

5 Fáze rozmrazení Časové období od vyjmutím 

kazet z par tekutého dusíku 

do jejich vložení do roztoku 

Custodiolu. 

01:25 h 

(min 01:10, 

max. 01:33) 

01:33 h 

(min 01:10, 

max. 01:45) 

6 Fáze studené ischemie 

po rozmrazení 

Časové období od vložení 

štěpů břišní aorty do roztoku 

Custodiolu do jejich 

reperfúze u příjemcovského 

zvířete. 

02:00 h 

(min 00:58, 

max. 03:27) 

04:53 h 

(min 02:26, 

max. 07:07) 

DMSO – dimethylsulfoxid 

h – hodiny 

min – minimum 

max – maximum 
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3.10. Pooperační péče příjemcovských zvířat 

 

V pooperačním průběhu a dalším sledování jsme nepodávali příjemcům žádné 

antiagregační nebo antikoagulační přípravky. Transplantovaným zvířatům jsme nepodávali též 

žádná imunosupresiva. Potkany jsme na začátku experimentu barevně označili, chovali jednotlivě 

v klecích, vedli u každého z nich denní záznam o celkovém stavu, hmotnosti, hybnosti  

a provedených odběrech. Zvířata jsme sledovali v místnosti s pokojovou teplotou, zajišťovali jim 

dostatečný přísun tekutin a potravy tak, abychom je co nejméně stresovali. Každý den jsme zvířata 

vážili, kontrolovali jejich celkový stav a prospívání. (Obr. 8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.8 

Pooperační péče transplantovaných zvířat. 

Po provedené transplantaci a odeznění celkové anestézie jsme každé zvíře umístili do předem označené 

chovné klece. V nich jsme zvířata uchovávali po celou dobu experimentu. U každého zvířete jsme 

vedli denní záznam o jeho hmotnosti, o aplikovaných lécích a pooperačním prospívání.  



 

42 
 

3.11. Odběr krevních vzorků za účelem stanovení koncentrace donor specifických 

protilátek u příjemců štěpů břišní aorty 

 

Odběr krve za účelem stanovení koncentrace a dynamiky donor specifických anti MHC 

protilátek I. a II. třídy jsme provedli v obou skupinách 3 dny před transplantací 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 separované krevní sérum zamrazili až do doby vlastního 

stanovení koncentrace protilátek. 

 

3.12. Explantace štěpů břišní aorty 30. den po transplantaci 

 

Explantaci štěpů jsme u příjemců provedli 30. pooperační den. Zvířata jsme předoperačně 

zvážili a následně intramuskulárně aplikovanou směsí ketaminu v dávce 100 mg/kg a xylazinu  

v dávce 10 mg/kg uvedli do celkové anestesie. Poté jsme provedli re-laparotomii a způsobem 

popsaným podrobně v kapitole o transplantaci odebrali transplantovaný štěp subrenální břišní 

aorty. Při preparaci jsme hodnotili případné známky rejekce štěpů jako je aneurysmatická dilatace, 

přítomnost pseudovýdutě v anastomóze nebo jeho uzávěr. Tepny jsme poté připravili na 

histologické a imunohistochemické vyšetření. To zahrnovalo odstřižení té části štěpu, která přímo 

naléhala na vlastní anastomózu, ve které by bylo hodnocení zkresleno přítomností cizorodého 

materiálu. Během explantace jsme zvířatům též provedli odběr krevních vzorků do 

Eppendorfových zkumavek ke stanovení koncentrace a dynamiky donor specifických anti MHC 

protilátek I. a II. Třídy. (viz výše) Zvířata jsme nakonec eutanazovali letální dávkou thiopentalu 

podanou do dolní duté žíly. 

  

3.13. Histologické a imunohistochemické vyšetření explantovaných štěpů břišní aorty 

 

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 
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očištěných štěpů 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 barvení podle  

Van-Giesona na elastická vlákna. Hodnotili jsme šířku a kontinuitu intimy, rozsah intimální 

proliferace eventuálně destrukce a tloušťku mediální vrstvy. Tunica intima byla definována  

od povrchu intimálních buněk k vnitřní hranici tunica media, šířku mediální vrstvy jsme měřili 

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 vyšetřovaný vzorek patří a byla tak zajištěna nestrannost experimentu.  

Při histologickém vyšetřování jsme z preparátů pořizovali fotodokumentaci. 

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. 

  

3.13.1. Detekce CD4+, CD8+ pozitivních buněk a buněk s von Willebrandovým 

faktorem 

 

Detekci imunokompetentních buněk jsme provedli 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, Velká Británie), anti-CD8 (OX-8, Cymbus Biotechnology LTD, Hampshire, 
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Velká Británie), anti-Von Willebrand factor (Dako Denmark A/S, Glostrup, Dánsko). 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. 

 

3.13.2. 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 endogenní peroxidázy  

v 0,3 % peroxidu vodíku a v 70 % metanolu. Poté proběhla třicetiminutová expozice 

biotinylovanou koňskou anti-myší protilátkou (Vector Lab, Burlingame, VelkáBritánie).  

V posledních fázích celého procesu jsme preparáty inkubovali s R. T. U. Vectastain Elite 

ABC Reagent (Vector Lab, Burlingame, Velká Británie) 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). 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. 
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3.13.3. Detekce imunoglobulinů třídy G 

 

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 primární protilátkou konjugovanou s fluorescein 

isothiocyanátem (FITC, Chemicon International Inc, Temecula, Kalifornie, Spojené státy 

americké). Vzorky jsme následně opět opláchli, fixovali v glycerinu a bezprostředně poté hodnotili 

za použití flourescenčního mikroskopu. 

  

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

příjemců 

 

Krevní vzorky jsme odebrali zvířatům v obou skupinách 3 dny před transplantací 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. 

  

3.14.1. Získání splenocytů dárcovských zvířat 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). Poté jsme nůžkami provedli střední laparotomii a pomocí retraktorů získali přístup do 

břišní dutiny, ze které jsme vyjmuli slezinu. Po odebrání slezin jsme zvířata eutanazovali 

injekčním podáním letální dávky tiopentalu do dolní duté žíly. Odebrané sleziny jsme následně 

zpracovali podle protokolu pro přípravu splenocytů. 

Sleziny jsme po odběru 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, 
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Nottingham, Velká Británie). 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. 

  

3.14.2. Vyšetření krevních sér 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 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 fluoresceinem označených protilátek 

MHC I. a II. třídy tak ve výsledku snížila naměřený fluorescenční signál. 
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3.15. Statistické metody 

 

Získaná základní 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 (CD4+ buňky, CD8+ 

buňky, MHC II+ buňky, 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). 
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4. VÝSLEDKY 

 

4.1. Histologie a imunohistologie kryokonzervovaných aloštěpů (CRYO-ALO) a isoštěpů 

břišní aorty (CRYO-ISO) 30. den po transplantaci 

 

Kryokonzervované aloštěpy břišní aorty vyšetřované 30. den po transplantaci vykazovaly 

stejně jako isoštěpy pravidelnou morfologii aortální stěny s jasnou diferenciací všech tří 

základních anatomických vrstev (obr. 9).  

Luminální povrch tunica intima tvořila u obou typů štěpů jedna vrstva endoteliálních buněk 

(obr. 10). U aloštěpů jsme detekovali jenom minimální známky intimální hyperplázie. V tunica 

intima aloštěpů jsme nezaznamenali žádnou infiltraci přijemcovskými MHC buňkami II. třídy.  

Svalová vrstva aloštěpů nevykazovala žádné známky nekrózy nebo depozice 

imunoglobulinu G (obr. 11, 12). Mezi alografty a isografty jsme nepozorovali žádný statistický 

významný rozdíl v šířce tunica media (tab. 7).  

Infiltrace tunica adventitia kryokonzervovaných aloštěpů břišní aorty příjemcovskými 

MHC buňkami II. třídy byla statisticky vyšší ve srovnání s infiltrací adventiciální vrstvy isoštěpů 

(obr. 13) (tab. 3). Stejné rozdíly jsme pozorovali i při hodnocení infiltrace tunica adventitia CD4+ 

a CD8+ lymfocyty (obr. 14, 15) (tab. 7). 
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Tab.7 Histologické a imunohistologické parametry vyšetřované u kryokonzervovaných 

štěpů břišní aorty 30. den po transplantaci. 

 KRYOŠTĚPY 30. POD 

ALOŠTĚPY  

(CRYO-ALO, 

N=6) 

ISOŠTĚPY 

(CRYO-ISO, 

N=6) 

Tunica intima Endotelová vrstva + + 

Intimální hyperplázie  - - 

 

Tunica media 

Nekróza svalových buněk - - 

IgG depozita - - 

Šířka tunica media 

(mikrometry) 

75.4 ± 14.9 79.3 ± 15.4 

 

Tunica adventicia 

CD8+ buňky 6.9 ± 5.4* 2.2 ± 2.7 

CD4+ buňky 9.6 ± 6.5* 3.9 ± 2.6 

LEW MHC II+ buňky 20.7 ± 6.7* 6.3 ± 4.4  

Aloštěpy břišní aorty zpracované v souladu s novým klinickým kryokonzervačním protokolem  

s pomalým rozmrazováním vykazovaly zachovalou morfologii aortální stěny. Ve srovnání  

s isoštěpy vykazovaly aloštěpy vyšší infiltraci tunica adventitia imunokompetentními buňkami 

příjemců. 

* Celkové množství CD4+, CD8+ buněk a buněk Lewis MHC II. třídy v adventiciální vrstvě 

kryokonzervovaných aloštěpů břišní aorty bylo významně vyšší (P <0,05), než jsme pozorovali  

u kryokonzervovaných isoštěpů. 
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4.2. Stanovení koncentrace donor specifických protilátek proti MHC antigenům I. a II. 

třídy v sérech příjemců kryokonzervovaných aloštěpů a isoštěpů břišní aorty.  

 

U příjemců kryokonzervovaných aloštěpů břišní aorty (skupina CRYO-ALO) vykazovala 

séra odebraná 30. den po transplantaci vyšší inhibici vazby fluorescenčně značené protilátky na 

MHC antigeny I. a II. třídy na dárcovských splenocytech ve srovnání se séry odebranými před 

transplantací. Statistickou významnost (p> 0,05) jsme však pozorovali pouze u protilátek proti 

MHC antigenům I. třídy (tab. 8). 

U příjemců kryokonzervovaných isoštěpů břišní aorty (skupina CRYO-ISO) nevykazovala 

jak séra odebraná před transplantací, tak séra odebrána 30. den po transplantaci žádnou inhibici 

vazby fluorescenčně značené protilátky na MHC antigeny I. a II. třídy na dárcovských 

splenocytech.  

 

Tab.8 Procento naměřeného fluorescenčního signálu po smísení klidových splenocytů 

potkanů kmene Brown-Norway s vyšetřovaným sérem Lewis příjemců aortálních alo –  

a isoštěpů a s fluoresceinem značenými protilátkami proti Brown-Norway MHC antigenům 

I. a II. třídy. 

  MHC I. třídy   MHC II. třídy 

  Den 0 Den 30 Den 0 Den 30 

ALOŠTĚPY 

(CRYO-ALO, N=6) 

 

111 %±22 % 

 

47±19 %* 

 

101±42 % 

 

66±12 % 

ISOŠTĚPY 

(CRYO-ISO, N=6) 111 %±7 % 

 

97 %±5 % 

 

90 %±20 % 

 

98 %±7 % 

* P>0.05 
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4.3. Porovnání imunogenicity aloštěpů břišní aorty ošetřených novým 

kryokonzervačním protokolem s pomalým rozmrazováním (CRYO-ALO)  

a aloštěpů ošetřených klinickým protokolem pro uchovávání v chladu (COLD-ALO) 

 

Protokol používaný v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“ pro 

zpracování chladem konzervovaných tepenných aloštěpů byl upraven do experimentálních 

podmínek a byl podrobně popsán v naší předchozí publikaci (Matia et al., 2007). Původní základní 

data výše uvedeného experimentu s chladem konzervovanými aloštěpy břišní aorty jsme porovnali 

se základními daty našeho současného experimentu. Na oba experimenty dohlížel stejný hlavní 

řešitel. (Priv.-Doz. MUDr. habil. Ivan Matia, Ph.D.) 

Původní skupinu chladem konzervovaných aloštěpů břišní aorty jsme pro potřeby 

srovnávání a statistického zpracování označili v současném experimentu jako skupinu  

COLD-ALO (dárci aloštěpů byly potkani kmene Brown-Norway, příjemci aloštěpů byli potkani 

kmene Lewis (N = 8) o hmotnosti 280 až 380 g). 

 

4.3.1.  Srovnání obou protokolů konzervace aloštěpů z hlediska jednotlivých časů studené 

ischemie 

 

4.3.1.1. Časové intervaly kryokonzervačního protokolu s pomalým rozmrazováním  

u aloštěpů břišní aorty 

 

Podrobné definice a trvání každé časové periody kryokonzervace i pomalého 

rozmrazování jsou shrnuty v tab. 6. Průměrná doba studené ischemie aloštěpů břišní aorty před 

kryokonzervací byla 3 hodiny a 31 minut. Aloštěpy byly poté uloženy v DMSO roztoku po 

průměrnou dobu 38 minut (fáze DMSO). Průměrná doba samotného procesu kryokonzervace 

aloštěpů byla 2 hodiny a 38 minut (fáze kryokonzervace). Aloštěpy pak byly skladovány v parách 

kapalného dusíku v průměru 179 dnů. Průměrná doba pomalého rozmrazování byla 1 hodina  

a 25 minut. Průměrná doba mezi vložením rozmrazených aortálních štěpů do roztoku Custodiolu® 

a reperfúzí štěpů u příjemce (doba studené ischemie aloštěpu po rozmrazení) byla 4 hodiny  

a 53 minut. Průměrná celková doba studené ischemie kryokonzervovaných aloštěpů břišní aorty 

(před zmrazením a po rozmrazení) tak byla 8 hodin a 24 minut. 
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4.3.1.2. Časové intervaly protokolu pro uchovávání v chladu  

 

Celková doba studené ischemie chladem konzervovaných aloštěpů břišní aorty 

skladovaných v roztoku Custodiolu o teplotě 4 °C byla v průměru 33 hodin a 40 minut (minimálně 

20 hodin 40 minut, maximálně 47 hodin 10 minut). 

 

4.3.2.  Srovnání histologického obrazu kryokonzervovaných (CRYO-ALO) a chladem 

konzervovaných aloštěpů břišní aorty (COLD-ALO) 30. den po transplantaci  

 

Kryokonzervované aloštěpy břišní aorty (CRYO-ALO) vykazovaly ve srovnání s chladem 

konzervovanými aloštěpy (COLD-ALO) 30. den po transplantaci významně nižší známky rejekce 

ve všech základních anatomických vrstvách jejich stěny.  

U kryokonzervovaných aloštěpů jsme pozorovali jenom minimální známky intimální 

hyperplázie bez infiltrace této vrstvy přijemcovskými MHC buňkami II. třídy. (Obr. 17) 

Tunica intima chladem konzervovaných aloštěpů byla výrazně hyperplastická  

a vykazovala známky masivní buněčné infiltrace. (Obr. 17) U obou typů aloštěpů byla tunica 

intima pokryta souvislou vrstvou endotelových buněk. (Obr. 18) 

                          

                       

               

          

                      

                       

                                

                   

                      

                            

Obr. 16

Schématické zobrazení adaptace klinických konzervačních protokolů tepenných aloštěpů používaných v  Programu transplantace 

cévních štěpů v České republice  do podmínek našeho experimentu.

Kryokonzervované štěpy - kryokonzervační protokol tepenných aloštěpů s pomalým rozmrazováním.

Chladem konzervované štěpy  protokol pro konzervaci tepenných aloštěpů chladem.

CIT  čas studené ischemie
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Tunica media kryokonzervovaných aloštěpů vykazovala normální anatomickou strukturu bez 

známek nekróz nebo depozic imunoglobulinu G. Tunica media chladem konzervovaných aloštěpů 

vykazovala známky desintegrace, nekróz svalových buněk a výraznou depozicí imunoglobulinů 

třídy G. (Obr. 19) Zároveň byla svalová vrstva chladem konzervovaných aloštěpů statisticky tenčí 

(P <0,05) ve srovnání se svalovou vrstvou kryokonzervovaných aloštěpů. (Tab. 9) 

Adventiciální vrstva kryokonzervovaných aloštěpů vykazovala 10násobně nižší infiltraci 

příjemcovskými MHC II+ buňkami, CD4+ a CD8+ buňkami ve srovnání s chladem 

konzervovanými aloštěpy. (Obr. 20, 21, 22) (Tab. 9) 
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Tab.9 Histologické a imunohistologické parametry kryokonzervovaných a chladem 

konzervovaných aloštěpů břišní aorty 30. den po transplantaci. 

Aloštěpy břišní aorty potkanů zpracované v souladu s kryokonzervačním protokolem  

s pomalým rozmrazováním používaným v „Programu transplantace cévních štěpů v České 

republice“ vykazovaly 30 dní po transplantaci významně menší známky rejekce ve všech třech 

základních anatomických vrstvách cévní stěny ve srovnání s aloštěpy zpracovanými v souladu  

s klinickým protokolem konzervace chladem používaných ve stejném transplantačním programu. 

  ALOŠTĚPY 30. POD 

KRYOKONZERVOVANÉ 

(CRYO-ALO) 

CHLADEM 

KONZERVOVANÉ 

(COLD-ALO) 

 

Tunica intima 

Endotelová vrstva + + 

Intimální hyperplázie - + 

LEW MHC II+ buňky - + 

CD8+ lymfocyty - + 

 

Tunica media 

Nekróza svalových buněk - + 

IgG depozita - + 

Šířka tunica media 

(mikrometry) 
75.4 ± 14.9* 61.3 ± 11.1 

Tunica 

adventicia 

CD8+ buňky 6.9 ± 5.4 59.8 ± 12.2 

CD4+ buňky 9.6 ± 6.5 108.8 ± 24.0 

* Šířka mediální vrstvy kryokonzervovaných aloštěpů břišní aorty byla signifikantně vyšší  

(P <0,05) než u alograftů skladovaných v chladu.  
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4.3.3.  Srovnání koncentrace donor specifických protilátek proti MHC antigenům I. a II. 

třídy v sérech příjemců kryokonzervovaných a chladem konzervovaných aloštěpů 

břišní aorty na 30. den po transplantaci.  

 

Séra příjemců kryokonzervovaných i chladem konzervovaných aloštěpů vykazovala 30. 

den po transplantaci významně vyšší inhibici vazby fluoresceinem značených protilátek proti 

MHC antigenům I. třídy na dárcovské splenocyty ve srovnání s předoperačními hodnotami.  

U protilátek proti MHC antigenům II. třídy jsme statisticky vyšší inhibici vazby fluorescenčně 

značených protilátek na dárcovské splenocyty ve srovnání s předoperačními hodnotami pozorovali 

pouze u příjemců chladem konzervovaných aloštěpů břišní aorty (Tab.10). 

 

Tab.10 Procento naměřeného fluorescenčního signálu po smísení klidových splenocytů 

potkanů kmene Brown-Norway s vyšetřovaným sérem Lewis příjemců kryokonzervovaných 

(CRO-ALO) a chladem konzervovaných (COLD-ALO) aloštěpů břišní aorty  

a s fluoresceinem značenými protilátkami proti Brown-Norway MHC antigenům I. a II. 

třídy. 

 MHC I. třídy 

 

MHC II. třídy 

 Den 0 Den 30 Den 0 Den 30 

KRYO - 

KONZERVOVANÉ 

(CRYO-ALO) 

111 ±7 % 47±19 %* 101±42 % 66±12 % 

CHLADEM 

KONZERVOVANÉ 

(COLD-ALO) 

76 ±9 % 42 ±3 %* 79 ±5 % 56 ±3 %* 

* P>0.05 
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4.4. Porovnání histologického obrazu isoštěpů břišní aorty ošetřených novým 

kryokonzervačním protokolem s pomalým rozmrazováním (CRYO-ISO) a isoštěpů 

ošetřených klinickým protokolem pro uchovávání v chladu (COLD-ISO) 

 

Protokol používaný v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“ pro 

zpracování chladem konzervovaných tepenných aloštěpů byl upraven do experimentálních 

podmínek a byl podrobně popsán v naší předchozí publikaci (Matia et al., 2007). Původní základní 

data experimentu s chladem konzervovanými isoštěpy břišní aorty jsme porovnali se základními 

daty našeho současného experimentu. Na oba experimenty dohlížel stejný hlavní řešitel.  

(Priv.-Doz. MUDr. habil. Ivan Matia, Ph.D.) 

Původní skupinu chladem konzervovaných isoštěpů břišní aorty jsme pro potřeby 

srovnávání a statistického zpracování označili v současném experimentu jako skupinu COLD-ISO 

(dárci isoštěpů byly potkani kmene Lewis, příjemci isoštěpů byly potkani kmene Lewis (N = 4)  

o hmotnosti 290 až 330 g). 

 

4.4.1.  Srovnání obou konzervačních protokolů isoštěpů z hlediska jednotlivých časů 

studené ischemie 

 

4.4.1.1.  Časové intervaly kryokonzervačního protokolu s pomalým rozmrazováním  

u isoštěpů břišní aorty  

 

Podrobné definice a trvání každé časové periody kryokonzervace i pomalého rozmrazování 

isoštěpů jsou shrnuty v tab. 6.  

Průměrná doba studené ischemie isoštěpů břišní aorty před zmrazením byla 3 hodiny  

a 12 minut. Isoštěpy byly poté uloženy v DMSO roztoku po průměrnou dobu 40 minut (fáze 

DMSO). Průměrná doba samotného procesu kryokonzervace isoštěpů byla 2 hodiny a 38 minut 

(fáze kryokonzervace). Isostěpy pak byly skladovány v parách kapalného dusíku v průměru  

172 dnů. Průměrná doba pomalého rozmrazování byla 1 hodina a 33 minut. Průměrná doba mezi 

vložením rozmrazených aortálních isoštěpů do roztoku Custodiolu a reperfuzí štěpů u příjemce 

(doba studené ischemie isoštěpu po rozmrazení) byla 2 hodiny. Průměrná celková doba studené 

ischemie kryokonzervovaných isoštěpů břišní aorty (před zmrazením a po rozmrazení) tak byla  

5 hodin a 12 minut. 
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4.4.1.2.  Časové intervaly protokolu chladem konzervovaných isoštěpů břišní aorty  

 

Celková doba studené ischemie chladem konzervovaných isoštěpů břišní aorty byla  

v průměru 33 hodin a 41 minut (minimálně 20 hodin 40 minut, maximálně 47 hodin 10 minut). 

 

4.4.2.  Srovnání histologického obrazu kryokonzervovaných a chladem konzervovaných 

isoštěpů břišní aorty 30. den po transplantaci  

 

Kryokonzervované i chladem konzervované isoštěpy břišní aorty vykazovaly 30. den  

po transplantaci pravidelnou morfologii aortální stěny s jasnou diferenciací všech tří základních 

anatomických vrstev. (Obr. 23) Tunica intima u kryokonzervovaných i chladem konzervovaných 

isoštěpů byla pokryta jednou vrstvou endotelových buněk. (Obr. 24) Známky intimální 

hyperplázie jsme pozorovali jenom v histologickém obraze chladem konzervovaných isoštěpů.  

V tunica media obou skupin jsme nepozorovali žádné známky nekróz nebo ukládání 

imunoglobulínu G. Mezi skupinami jsme nepozorovali ani statisticky významné rozdíly v šířce 

tunica media. V tunica adventitia obou typů štěpů jsme pozorovali mírnou infiltraci CD4 i CD8 

pozitivními buňkami. Tato infiltrace byla ale u kryokonzervovaných isoštěpů statisticky nižší  

(P <0,05) ve srovnání s chladem konzervovanými isoštěpy. (Tab. 11) 
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Tab.11 Histologické a imunohistologické parametry kryokonzervovaných a chladem 

konzervovaných isoštěpů břišní aorty 30. den po transplantaci. 

 

Isoštěpy břišní aorty potkanů zpracované v souladu s kryokonzervačním protokolem  

s pomalým rozmrazováním vykazovaly ve srovnání s chladem konzervovanými isoštěpy 30. den 

po jejich transplantaci signifikantně nižší známky aktivace imunitního systému příjemce. 

  ISOŠTĚPY 30. POD 

KRYOKONZERVOVANÉ 

(CRYO-ISO) 

CHLADEM 

KONZERVOVANÉ 

(COLD-ISO) 

 

Tunica intima 

Endotelová vrstva + + 

Intimální hyperplázie - + 

 

 

Tunica media 

Nekróza svalových 

buněk 

- - 

IgG depozita - - 

Šířka tunica media 

(mikrometry) 

79.3 ± 15.4 80.2 ± 14.2 

Tunica 

adventicia 

CD8+ buňky 2.2 ± 2.7* 9.6 ± 7.1 

CD4+ buňky 3.9 ± 2.6* 25.3 ± 8.8 

* Celkové množství CD4-pozitivních a CD8-pozitivních buněk v adventiciální vrstvě 

kryokonzervovaných isograftů břišní aorty bylo významně nižší (P <0,05) než množství 

pozorované u chladem konzervovaných isograftů. 
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5. DISKUSE 

 

V předložené experimentální práci jsme zkoumali vliv nového standardizovaného 

klinického kryokonzervačního protokolu s pomalým rozmrazováním používaným v „Programu 

transplantace cévních štěpů v České republice“ na akutní rejekci kryokonzervovaných aloštěpů 

břišní aorty na modelu laboratorního potkana. 

Při použití tohoto protokolu jsme aloštěpy břišní aorty po jejich odběru a krátké době 

studené ischemie kryokonzervovali kontrolovaným pomalým procesem. Štěpy jsme následně 

uchovávali půl roku v parách tekutého dusíku. Při jejich rozmrazování jsme použili protokol 

s pomalým spontánním rozmrazováním s následnou krátkou studenou ischemií. Při použití tohoto 

protokolu byly aloštěpy břišní aorty uloženy během obou fází studené ischemie v moderních 

kryokonzervačních roztocích, které jsou standartně používáné při orgánových transplantacích. 

Takto zpracované štěpy břišní aorty jsme následně transplantovali alogenním i isogenním 

příjemcům, explantovali 30. pooperační den a vyšetřili histologickými a imunohistochemickými 

metodami se zaměřením na typické známky akutní rejekce ve všech základních vrstvách aortální 

stěny. Tyto sledované parametry jsme porovnali jednak mezi isogenními a alogenními 

kryokonzervovanýmy štěpy a jednak mezi kryokonzervovanými a chladem konzervovanými štěpy 

z našeho předchozího experimentu. 

Kryokonzervované aloštěpy břišní aorty vykazovaly 30. den po transplantaci jen velmi 

nízké známky imunitně zprostředkované destrukce cévní stěny. Naproti tomu chladem 

konzervované aloštěpy břišní aorty vykazovaly statisticky vyšší aktivaci imunitního systému 

příjemce s významnými známkami rejekce ve všech třech základních vrstvách cévní stěny. 

Nejdůležitějšími faktory mající vliv na kvalitu a imunogenicitu tepen v době před začátkem 

jejich kryokonzervace jsou vlastnosti konzervačního roztoku a doba trvání studené ischemie 

(Rodríguez et al., 2012). V literatuře bylo popsáno, že dlouhá doba studené ischemie vedla  

k významnému poškození cévní stěny s tím, že endoteliální buňky jsou nejvíce náchylné na délku 

jejího trvání (Pascual et al., 2002). Knight a kol. prokázali u potkanů, že 24 hodin trvající doba 

studené ischemie vedla jak u isotransplantátů, tak i alotransplantátů 4 týdny po transplantaci 

k přetrvávajícím známkám poškození cévní stěny (Knight et al., 2003). 

V našem experimentu byly časy studené ischemie před zmrazením aloštěpů břišní aorty  

3–4 hodiny. Kryokonzervované štěpy jsme uložili bezprostředně po jejich získání do 

vychlazeného konzervačního roztoku používaného ke konzervaci solidních orgánů. Je velmi 

pravděpodobné, že tato velmi krátká doba studené ischemie vedla k významně nižšímu poškození 
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endotelu kryokonzervovaných štěpů před transplantací s následnou minimální intimální reakcí 

pozorovanou 30. den po transplantaci. 

Rychlé rozmrazení ve vodní lázni o teplotě 37 ° C je zmiňováno ve většině nedávno 

publikovaných klinických prací jako standartní metoda rozmrazování kryokonzervovaných 

arteriálních aloštěpů (Antonopoulos et al., 2019).  Nedávné experimentální studie však potvrdily 

vysoký rozsah poškození morfologie stěny takto rozmrazených cévních štěpů (Buján et al., 2001, 

Novotný et al., 2017). Protokol, při kterém byly aloštěpy rozmrazovány v pomalém 

kontrolovaném režimu vedl naopak jen k minimální imunitní odpovědi ve srovnání s imunitní 

odpovědí, kterou indukovali chladem konzervované aloštěpy břišní aorty (Rodríguez et al., 2012). 

V uvedeném experimentu byly kryokonzervované štěpy břišní aorty přeneseny ze skladovacího 

do rozmrazovacího zařízení, kde probíhal automatický pomalý proces rozmrazování s poklesem 

teploty o 1 ° C / minutu až do dosažení pokojové teploty. V dalším kroku byl původně použitý 

kryoprotektant odstraněn vymýváním štěpu v postupně rostoucích ředěních. 

Tento způsob pomalého kontrolovaného rozmrazování však není vhodný pro klinické 

využití na operačním sále během přípravy kryokonzervovaných tepenných aloštěpů  

k transplantaci. V klinické praxi při použití kryokonzervovaného tepenného štěpu nejdříve štěpy 

rozmrazujeme v ledničce během 2hodin a následně štěpy ukládáme do vychlazeného 

konzervačního roztoku až do doby jejich implantace (Špaček et al., 2018). 

Zvýšená regulace a exprese antigenů hlavního histokompatibilního komplexu v důsledku 

ischemického poškození štěpů nebo vlastním procesem kryokonzervace s rychlým rozmrazením 

vedoucím ke vzniku mikrofraktur může vést ke zvýšení imunogenicity arteriálních aloštěpů. A to 

pravděpodobně zejména v případech, kdy mikrofraktury zasahují až do mediální vrstvy tepen 

(Buján et al., 2001). Tyto antigeny spouštějí silnou produkci aloprotilátek proti MHC antigenům 

I. a II. třídy, která vede k apoptóze hladkých svalových buněk s destrukcí svalové vrstvy (Thaunat 

et al., 2006). Mediální vrstva aloštěpů břišní aorty ošetřených naším novým kryokonzervačním 

protokolem s pomalým rozmrazováním nevykazovala 30 dní po transplantaci žádné známky 

destrukce detekovatelné světelnou mikroskopií, žádné ukládání protilátek třídy G a žádné 

"svráštění". Tyto známky hlubokého poškození cévní stěny procesem kryokonzervace  

a následného rychlého rozmrazení mohou vést, kromě uvedené zvýšené imunogenicity a rejekce  

i k fatální ruptuře štěpu na podkladě prostého poškození jeho mechanických vlastností (Pukacki  

et al., 2000). Zvýšení imunogenicity s následnou rejekcí vedou pravděpodobně v klinické praxi 

pozorovaným pozdním komplikacím použití tepenných aloštěpů jako jsou aneurysmata, 

pseudoaneurysmata a pozdní ruptury cévních alotransplantátů (Rodriguéz et al., 2012).  
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Statisticky vyšší koncentrace donor specifických protilátek ve srovnání s předoperačními 

hodnotami u příjemců kryokonzervovaných aloštěpů jsme pozorovali pouze u protilátek MHC  

I. třídy. Antigeny MHC II. třídy jsou exprimovány na imunologicky aktivovaných endoteliálních 

buňkách a buňkách hladkého svalstva (Lou et al., 1996). Je tedy možné, že náš kryokonzervační 

protokol s pomalým rozmrazováním inhiboval zvýšenou regulaci a expresi antigenů hlavního 

histokompatibilního komplexu v buňkách hladkého svalstva v průběhu prvních 30 dnů po 

transplantaci. Tuto hypotézu podporuje i absence ukládání IgG protilátek ve svalové vrstvě 

kryoštěpu ve sledovaném období. Účinek pozorované zvýšené produkce donor specifických 

protilátek proti MHC antigenům I. třídy na další průběh rejekce kryokonzervovaných aloštěpů 

však z našeho experimentu není jasný. Zkoumání tohoto účinku si vyžaduje nový experiment 

s delší dobou přežívání příjemců tepenných aloštěpů.  

 Určitým limitem předložené práce je vzájemné srovnání parametrů kryokonzervovaných 

štěpů ze současného experimentu s parametry chladem konzervovaných tepenných aloštěpů 

z našeho minulého experimentu. Příjemcovská zvířata kryokonzervovaných štěpů břišní aorty 

měli v naší studii menší hmotnost a nižší věk ve srovnání s příjemci chladem konzervovaných 

štěpů. Zjistili jsme však, že rozdíly v dopadu na rejekci aloštěpu břišní aorty mezi oběma 

konzervačními protokoly jsou mnohem výraznější, než jsme očekávali. K definitivnímu potvrzení 

našich pozorování jsou ale nutné další experimenty s přímým porovnáním obou konzervačních 

protokolů používaných v „Programu transplantace cévních štěpů v České republice“. 
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6. ZÁVĚR 

 

Naše experimentální studie prokázala, že aloštěpy břišní aorty potkanů zpracované 

kryokonzervačním prokolem s pomalým rozmrazováním používaným v „Programu transplantace 

cévních štěpů v České republice“ vykazovaly v průběhu prvního měsíce po transplantaci jen 

minimální známky akutní rejekce a ve srovnání s isoštěpy nevykazoval jejich histologický obraz 

výrazné rozdíly. Navíc, kryokonzervované aloštěpy vykazovaly výrazně nižší imunogenicitu ve 

srovnání s chladem konzervovanými aloštěpy břišní aorty zpracovanými protokolem používaným 

ve stejném klinickém programu. K potvrzení tohoto pozorovaní jsou ale zapotřebí experimenty 

s přímým srovnáním obou typů konzervačních protokolů. V klinické praxi mohou totiž jejich 

pozitivní výsledky ovlivnit indikační kritéria a imunosupresivní terapii ve zmiňovaném „Programu 

transplantace cévních štěpů v České republice“. 
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