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ABSTRAKT 
 

Transplantace tenkého střeva je ţivot zachraňující metoda pro nemocné se selháním střeva. 

Před zahájením klinického programu v České republice byl proveden experiment na praseti. 

Cílem práce bylo zvládnutí chirurgické techniky transplantace (odběru střeva, jeho 

konzervace a následné transplantace). Dalším cílem bylo zvolit optimální imunosupresivní 

reţim. Imunosuprese byla zaloţena na podávání tacrolimu nebo jeho kombinace se sirolimem. 

Základem diagnostiky akutní celulární rejekce je zhodnocení histopatologických změn biopsie 

štěpu. Ve snaze najít vhodný neinvazivní humorální marker akutní celulární rejekce byla 

vyšetřována plasmatická hladina citrulinu a její vztah k akutní celulární rejekci. Jako další 

humorální marker byly vyšetřeny hladiny prozánětových a protizánětových cytokinů a 

zkoumán jejich vztah k rejekci. 

Podařilo se nám zvládnout chirurgickou techniku transplantace. Prokázali jsme, ţe napojení 

štěpu na centrální řečiště je bezpečnější neţ napojení na vlastní portomezenterické  cévy. 

Neprokázali jsme statisticky významný rozdíl mezi zvolenými imunosupresivními reţimy na 

vznik akutní celulární rejekce. Jako zlatý standard diagnostiky nadále zůstává histologické 

vyšetření biopsie štěpu. Hladina plasmatického citrulinu se jeví jako potenciálně vhodný 

marker středně těţkého aţ teţkého stupně rejekce. Nepodařilo se nám prokázat význam 

stanovení jednotlivých cytokinů pro včasnou neinvazivní diagnostiku akutní celulární rejekce. 

 

Klíčová slova: transplantace tenkého střeva-  imunosuprese- akutní celulární rejekce- 

tacrolimus- sirolimus- citrulin- cytokiny 
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ABSTRACT 
 

Intestinal transplantation represents a life-saving procedure for patients with an intestinal 

failure. An experiment on pigs was carried out during the preparation part of a clinical project 

in the Czech Republic. The main aim of the experiment was to successfully master the 

transplant surgery technique (i.e. small bowel harvesting, its preservation, followed by the 

transplantation). Another goal was to decide on the optimal immunosuppressive regime. 

Immunosuppression was based on tacrolimus monotherapy or its combination with sirolimus. 

A graft biopsy still remains the most reliable method for the diagnosis of an acute cellular 

rejection. In an attempt to find a suitable noninvasive humoral marker of the acute cellular 

rejection, we examined the correlation between plasma citrulin level and the acute rejection. 

The plasmatic level of proinflamatory and antiinflamatory cytokines was investigated as 

another potential marker of the rejection. 

We succeeded in standardizing the technique of intestinal transplantation. Connecting the 

graft to aorta and inferior vena cava is simpler and safer than connecting it to the 

portomesenteric vessel bed due to fewer subsequent complications. Both immunosuppressive 

regimes seem to be equally effective in preventing the acute cellular rejection. 

Histopathological examination of the graft biopsy remains indeed the most reliable 

examination method for the rejection diagnosis. The plasma citrulline level is a marker 

supporting the diagnosis of moderate and severe rejection after transplantation.  The exact 

role of cytokine examination in detecting the acute rejection was not determined. 

 

Key words:  small bowel transplantation – Immunosuppression – acute cellular rejection – 

tacrolimus – sirolimus – citrullin – cytokines. 
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ÚVOD 
 

Transplantace tenkého střeva (SBTx- small bowel transplantation) představuje ustálenou 

léčebnou metodu pro nemocné se selháním střeva, u kterých dojde k ţivot ohroţujícím 

komplikacím při léčbě totální parenterální výţivou (TPN- total parenteral nutrition)(1).  

Přesná definice selhání střeva (intestinal failure- IF) není stanovena. Jde o stav, kdy střevo 

z důvodů funkčních nebo morfologických není schopno plnit svou základní funkci, kterou je 

trávení a vstřebávání potravy (2). Další indikací jsou některé nezhoubné nádory, které jsou 

klasickými chirurgickými metodami neodstranitelné (např. desmoid). 

Metoda patří k nejobtíţnějším v transplantologii jak z hlediska technického, tak především 

imunologického. Střevo představuje největší imunitní orgán v těle. Svou plochou je i největší 

barierou vůči nepříznivým vlivům zevního prostředí. Porušení této ochrany má za 

následek translokaci mikroorganizmů a toxinů do krve s následným rozvojem sepse. Z těchto 

důvodů jsou úspěchy metody spojeny s rozvojem dokonalé imunosuprese (IS). Na druhou 

stranu sníţení přirozené obranyschopnosti podáváním IS je příčinou vzniku infekcí často 

oportunními kmeny. V úvahu je nezbytné brát i to, ţe celá populace transplantovaných je 

dlouhodobě ohroţena vyšším výskytem zhoubných onemocnění (3). 

Střevo je transplantováno buď jako samotný orgán nebo spolu s dalšími v podobě 

kombinovaných a multiorgánových transplantací.  

Nejčastější věkovou skupinou jsou nemocní v dětském věku. Nejčastější onemocnění vedoucí 

k transplantaci jsou shrnuty v tabulce 1. 

 
Dospělí % Děti %

Mezenteriální trombózy a 

embolie

23 Gastroschisis 21

Crohnova choroba 17 Volvulus a malrotace 17

Břišní trauma; iradiační 

poškození; adheze

10 Nekrotizující enterokolitis 12

Intraabdominální 

desmoidní nádor

9 Pseudoobstrukce 9

Poruchy motility 8 Intestinální atrézie 8

Volvulus 7 Aganglioza/ 

Hirshsprungova choroba

7

Jiné příčiny SBS 6 Microvilus inclusion 6
 

Tab. 1. Etiologické příčiny krátkého střeva u dospělých a dětí. 

 

Vlastní indikací k transplantaci jsou ţivot ohroţující komplikace TPN (4). Jako selhání TPN 

rozumíme poškození jater v důsledku TPN, uzávěr více jak dvou (resp. tří u dospělých) 

hlavních cévních přístupů, recidivující sepse (resp. ARDS nebo MODS) v důsledku TPN. 

V neposlední řádě jsou to excesivní ztráty tekutin, které nelze uhradit a které vedou 

k poškození dalších orgánů. S výjimkou komplikací TPN jsou k transplantaci primárně 

indikováni nemocní s některými novotvary dutiny břišní, které nelze léčit konvenčními 

chirurgickými postupy (např. rozsáhlé desmoidy, Gardnerův syndrom apod.). Se zlepšujícími 

se výsledky transplantací se do popředí dostává i otázky kvality ţivota nemocných na TPN 

(5). (tab. 2). 

 

Poškození jater v důsledku TPV 
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Tab. 2. Indikace k transplantaci střeva. 

HYPOTÉZY A CÍLE  
 

Cílem dizertační práce bylo provedení experimentální transplantace tenkého střeva na praseti 

před zahájením klinického programu v České republice. Tento experiment nebyl dosud 

v Čechách realizován. 

 

Jednotlivé úkoly řešené v průběhu experimentu: 

 

1/ zvládnutí a standardizace chirurgické techniky transplantace na praseti (technika cévní 

rekonstrukce, konstrukce anastomóz zaţívacího traktu včetně stomie) 

2/ stanovení nejvhodnějšího imunosupresivního reţimu po transplantaci (tacrolimus 

v monoterapii nebo kombinace tacrolimus a sirolimus)- posledně jmenovaný reţim nebyl 

v době zahájení experimentu publikován. 

3/ nalezení vhodného humorálního markeru akutní celulární rejekce. 

 Stanovení hladiny citrulinu 

 Vyšetření ukazatelů humorální imunity ve vztahu k akutní celulární rejekci. 

 

Naší hypotézou bylo: 

 

1/ Kombinace tacrolimus a sirolimus je vhodnější pro ovlivnění vzniku akutní rejekce po 

transplantaci neţ tacrolimus v monoterapii. 

2/ Sérová hladina citrulinu je vhodným nespecifickým ukazatelem poškození střevní sliznice. 

3/ Akutní celulární rejekce vyvolává změny, které lze detekovat vyšetřením humorální 

imunity. 

MATERIÁL A METODIKA 
 

K experimentu byla pouţita nepříbuzenská prasata domácí Sus crofa domestica váhy 30–35 

kg.  

Celkově jsme odoperovali 43 zvířat. Pro hodnocení technické části experimentu zabývající se 

chirurgickou technikou jsme hodnotili všechna operovaná zvířata. U první skupiny n1=18 

zvířat byla transplantace prováděna tak, ţe jedno zvíře bylo současně dárcem a zároveň 

Recidivující katétrové infekce (více jak dvě do roka 

nebo jedna infekce mykotická nebo infekce spojená 

s SIRS) 

Ztráta více jak dvou hlavních ţilních přístupů 

v důsledku trombózy  

Časté a závaţné dehydratace a minerálové rozvraty 

v důsledku excesivních ztrát stomií 

Nádory (např. desmoidní nádory, familiární 

polypóza, Gardnerův syndrom apod.) 
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příjemcem štěpu od druhého zvířete. Cévní rekonstrukce byla provedena na vlastní 

portomezenterické řečiště. 

Ve druhé skupině n2=25 se jedno prase stalo dárcem štěpu a druhé příjemcem s tím, ţe cévní 

rekonstrukce byla provedena na centrální řečiště - aortu a dolní dutou ţílu 

Pro hodnocení zbylé části experimentu zaměřené na hodnocení imunosuprese a diagnostiku 

ACR jsme z hodnocení vyřadili zvířata, která zemřela v důsledku technické chyby. 

K celkovému hodnocení bylo zařazeno celkem 24 prasat. Zvířata byla rozdělena do čtyř 

skupin. První skupina A (celkem 3 zvířata) představovala kontrolní skupinu 

s autotransplantací, u skupiny B (7 zvířat) byla provedena allotransplantace s imunosupresí 

v monoterapii tacrolimem, ve skupině C (8 zvířat) allotransplantace s kombinovanou 

imunosupresí tacrolimem a sirolimem. U poslední kontrolní skupiny D (6 zvířat) jsme 

provedli allotransplantaci bez imunosuprese. 

Imunosuprese byla zahájena první dávkou intravenózního tacrolimu s reperfuzí štěpu v dávce 

0,3mg/kg. Od prvního pooperačního dne jsme podávali dávku tacrolimu 0,6mg/kg/den 

rozdělenou do dvou dávek po 12 hodinách podaných do zavedené gastrické sondy. Ve 

skupině B jsme hladinu tacrolimu udrţovali v rozmezí 15ng/ml  +/-5 ng/ml dle měřené sérové 

hodnoty. 

 Ve skupině C jsme s reperfuzí štěpu podali stejnou dávku intravenózního tacrolimu (tj. 

0,3mg/kg). Dále jsme od prvního pooperačního dne podávali do sondy tacrolimus v dávce 

0,1mg/kg/den ve dvou dávkách s cílem udrţení hladiny tacrolimu 7–10 ng/ml. Tato skupina 

měla navíc od prvního pooperačního dne podávánu jednu dávku sirolimu 0,1mg/kg/den do 

sondy. Hladiny sirolimu jsme udrţovali v rozmezí 5-10ng/ml (tab. 3).  

 

Skupina 
(n=počet 
zvířat) 

Imunosuprese 
po 
transplantaci 

Průměrná 
hladina 
tacrolimu 
(ng/ml) 

Průměrná 
hladina 
sirolimu 
(ng/ml) 

A (n= 3) žádná   

B (n= 7) Tac 15 ±5  

C (n= 8) Tac+ sirol 7 až 10 5 až 10 

D (n= 6) žádná   

Tab. 3. Charakteristika souboru. 

 

Protokolární biopsie a krev pro analýzu vzorků byly odebírány v 0., 3., 5., 7., 10., 14., 20., 28. 

a 30. den transplantace. 

Základem hodnocení akutní celulární rejekce (ACR) bylo histopatologické vyšetření 

bioptických vzorků střeva barvené hematoxilin- eosinem (HE) nebo metodou PASS. 

Morfologické znaky ACR zahrnovaly přítomnost zánětlivé celulizace v proprii v kombinaci 

s různým  

stupněm poškození krypt.   

Rozsah rejekčních změn byl kvantifikován ve stupnici: 0 (bez morfologických znaků akutní 

rejekce), 1 (mírná ACR), 2(střední stupeň ACR), 3 (těţká ACR) (tab.4). 
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ACR 0 Žádná 
ACR 

Normální střevní sliznice 

ACR 1 Mírná 
ACR 

Edém, dilatované lymfatické cévy, otupělé 
klky,minimální infilatrace lamina propria 
aktivovanými lymfocyty 

ACR 2 Střední 
ACR 

Stejné jako předchozí, ale pokročilejší 
změny s výraznější generalizovanou 
leukocytární infiltrací a s epiteliálními 
nekrózami a obnažováním 

ACR 3 Těžká 
ACR 

Stejně jako předchozí, ale mnohem 
závažnější poškození zahrnující 
transmurální leukocytární infiltraci, 
splývající destrukce krypt a rozšířené 
hemorhagické nekrózy sliznice. 

   Tab. 4. Protokol histologického hodnocení akutní celulární rejekce štěpu. 

 

Z protokolárně odebraných vzorků krve jsme stanovovali plasmatickou hladinu citrulinu; pro 

a protizánětlivých cytokinů a jejich vztah k diagnostikované ACR. 

VÝSLEDKY 
 

V technické části experimentu převaţovaly chyby spojené s konstrukcí cévní anastomózy. 

Zejména v první skupině skupině n1 (18 zvířat), kde jsme pouţili techniku, kdy jedno zvíře je 

dárcem štěpu, a zároveň i příjemcem od zvířete druhého byly komplikace časté (12 z 18 tj 

67%).  Jedno prase zemřelo na sepsi v důsledku bronchopneumonie první pooperační den s 

vitálním štěpem a funkčními anastomózami. Pět zvířat z této skupiny přeţilo (3 -32 dnů; se 

střední délkou přeţívání 12.5 dne; medián 5.5 dne). 

Po změně techniky, kdy jsme jedno zvíře pouţili jako dárce a druhé jako příjemce- skupina 

n2 (25 zvířat), jsme nezaznamenali ani jednu okluzi anastomózy a k technickému selhání 

došlo jen u tří zvířat z důvodů krvácení (3 z 25 tj. 12%). Další tři prasata zemřela během 

prvních 48 hodin z důvodů perforace střeva při neporušených cévních anastomózách a 

zachovalé vitalitě zbylého střeva. Jedno zvíře této skupiny zemřelo v důsledku cirkulačního 

selhání krátce po transplantaci. Zbylých 18 prasat dlouhodobě přeţívalo (2 -30 dní; střední 

délka přeţívání 16 dní; medián 11 dní) (tab. 5). Ani u jednoho zvířete jsme nepozorovali 

selhání střevní anastomózy šité pokračujícím jednovrstevným seromuskulárním stehem. 

 

 Skupina n1 (18 
zvířat) 

Skupina n2 (25 
zvířat) 

Krvácení z 
anastomózy 

1 3 

Uzávěr anastomózy s 
ischémií štěpu 

11 0 

Nevaskulární 
komplikace 

1 4 

CELKEM 13 7 

          Tab. 5. příčiny úmrtí v průběhu prvních 48 hodin po transplantaci. 
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Z hlediska hodnocení vlivu IS byla nejdelší délka přeţívání dle očekávání ve skupině A a 

nejmenší ve skupině D. Průměrná doba přeţívání a střední chyba průměru v jednotlivých 

skupinách je zobrazena v grafu 1. Z hlediska celkového přeţívání jsme prokázali statisticky 

významný rozdíl mezi přeţíváním skupin A- C oproti skupině D, která neměla podávanou 

imunosupresi, a proto u ní rychle dochází k rozvoji ACR s následnou bakterielní translokací a 

vznikem sepse. Přeţívání skupina A- C oproti skupině D se liší na hladině významnosti p (A, 

B, C: D) < 0,01; 0,05; 0,01.  

 

 
 

Graf 1.  Průměrná doba přeţívání experimentálních zvířat v jednotlivých skupinách. 

 

Ve skupině A jsme změny ve smyslu ACR nezaznamenali. U zvířat skupiny D jsme od třetího 

dne pozorovaly první známky ACR, které u všech zvířat rychle progredovaly do těţkých 

forem s následnou sepsí. Projevy akutní celulární rejekce u imunosuprimovaných zvířat 

skupiny B a C byly mírnější. Ve skupině C došlo ve dnech 3, 5 a 7 POD k statisticky 

významnému rozdílu ve výskytu a tíţí ACR oproti skupině D bez imunosuprese p< 0,05. Při 

porovnání stupně ACR u obou imunosuprimovaných zvířat (B a C) jsme statisticky významný 

rozdíl nezaznamenali (graf 2). 
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Graf 2. Stupeň akutní celulární rejekce u jednotlivých skupin experimentálních zvířat 

v průběhu času. (Skupina A nezobrazena pro nepřítomnost známek rejekce). (ACR-score – 

stupeň rejekce (0- 3); POD- pooperační dny). 

 

Dynamiku hladiny plasmatického citrulinu (PCL plasma citrulline level) v průběhu 

pooperačních dnů zobrazuje graf 3.  

 
  

Graf 3. Dynamika plasmatické hladiny citrulinu v závislosti na pooperačních dnech (POD). 

 

Při hodnocení ACR skóre společně pro všechny vyšetřované skupiny s výjimkou kontrolní 

skupiny A, která nerejekovala, nacházíme lineární trend poklesu průměrné hladiny citrulinu 

ve vztahu k progresi histologických rejekčních změn na hladině významnosti p<0,009.  

S významnou progresí ACR úměrně klesá hodnota naměřené hladiny citrulinu pro všechny 

skupiny společně (graf 4). 

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

0 3 5 7 10 14 20 28

A
C

R
-s

c
o

re

POD

B

C

D

pro 3, 5 a 7 C : D  p<0,05

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

-1 0 3 5 7 10 14 20 28

P
la

s
m

a
 c

it
ru

li
n

POD

B

C

D

A
A : D 
p<0,05 A : D p<0,05



 12 

 
 

Graf 4. Závislost plasmatické hladiny citrulinu na rozsahu rejekčních změn (ACR- skóre). 

Průměrné plasmatické hodnoty citrulinu a střední chyba průměru na hladině významnosti p< 

0,009. 

 

 

Výsledky hodnocení pro a protizánětlivých cytokinů v korelaci s ACR. 

IFN-γ při autotransplantaci měl trvale nízké hodnoty, protoţe autotransplantace nevyvolala 

aktivaci lymfocytů, ale byl významně zvýšen po allotransplantaci střeva (graf 5).. 

Oproti IFN-γ byla i po autotransplantaci nalezena dosti vysoká koncentrace TNF. 

Koncentrace TNF byla tedy patrně více ovlivněna operací a případnými mikrobiálními 

produkty (graf 6). 

 

 

 
  

 Graf 5. Plasmatické hladiny interferonu gama (IFN-γ) v průběhu pooperačních dnů (POD). 
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Graf 6. Plasmatická hladina tumor necrotising faktoru (TNF- α) v závislosti na pooperačních 

dnech (POD).  
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amplifikujícím zánět. Koncentrace se zvýšily po allotransplantaci (zejména koncentrace IL-10 

po byla vysoká), ale nebyl pozorován vliv terapie (graf 7-8). 

 

 
 

 

 

Graf 7. Plasmatická koncentrace interleukinu čtyři (IL- 4) v průběhu pooperačních dnů 

(POD). 
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Graf 8. Plasmatická koncentrace interleukinu deset (IL- 10) v průběhu pooperačních dnů 

(POD). 

 

 

U IL-8 byla po autotransplantaci koncentrace nulová, zatímco po allotransplantaci byly 

hodnoty vţdy vysoké. Plasmatický IL-8 odráţí dynamiku imunitních změn u allotransplantace 

(graf 9). 

 
 

 

Graf 11. Plasmatická hladina interleukinu osm (IL- 8) v průběhu pooperačních dnů (POD). 
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systémem příjemce a přenesenou tkání dárce. Ta můţe vést ve svém důsledku k fatálnímu 

destruktivnímu vlivu příjemcovského imunitního systému s poškozením a ztrátou štěpu. Ale i 

opačně můţe dojít k poškození příjemce imunitním systémem dárce ve smyslu GVHD – graft 

versus host disease. 

Pro zdárný průběh transplantace je nutno splnit mnoho faktorů. V první řadě dokonalé 

zvládnutí chirurgické techniky odběru a konzervace štěpu. Následně technické provedení 

vlastní transplantace zejména konstrukce cévních anastomóz štěpu. Další průběh ovlivňuje 

dokonalá pooperační péče zahrnující maximální moţnou prevenci infekčních komplikací 

spojených s cévními vstupy a operační ranou. Rozhodující je ale ovlivnění imunitní reakce 

mezi štěpem a příjemcem. Ta je zprostředkována sloţitým systémem imunitních reakcí jak 

humorálních, tak celulárních. V jejich důsledku můţe dojít k poškození štěpu s různou 

klinickou odezvou. Její projevy počínají zpoţděním nástupu funkce aţ po těţké poškození 

s destrukcí orgánu. Kaţdé poškození integrity má za následek ztrátu funkce, projevující se 

poruchou trávení a absorpce a zároveň ztrátou obranyschopnosti vůči vnějším vlivům. 

Dochází k rychlé translokaci mikrobů a toxických nox do oběhu s rychlým rozvojem sepse a 

následným úmrtím. Tento proces lze ovlivnit podáním imunosuprese. Jejím cílem je 

kontrolovat imunitní reakce a zabránit ztrátě štěpu. Negativním jevem je sníţení 

obranyschopnosti organizmu vůči infekčním vlivům a v dlouhodobém důsledku i vyšší výskyt 

nádorů u transplantovaných. 

V rámci experimentu jsme vytvořili tři základní modelové situace. U autotransplantovaných 

zvířat, které představují kontrolní skupinu, nedochází k ţádné reakce mezi štěpem a 

hostitelem. Ani u jednoho zvířete nedošlo k histologickým projevům celulární rejekce a 

mírné, ojediněle detekovatelné histologické změny odpovídají přechodnému 

ischemickoreperfuznímu poškození. Opačným pólem je skupina allotransplantovaných zvířat 

bez imunosuprese, kde dochází k akcentaci těchto změn, projevujících se rozvojem akutní 

celulární rejekce, kterou jsme detekovali u některých zvířat jiţ třetí pooperační den. Následná 

progrese akutní celulární rejece štěpu s klinickými projevy sepse vedla postupně k úhynu 

nebo vynucené euthanasii všech zvířat skupiny D nejpozději devátý pooperační den. 

Mezi těmito skupinami stojí experimentální zvířata, u kterých byla podávána imunosuprese 

s cílem ovlivnění rejekce. Ve skupině B jsme podávali tacrolimus. Hlavní mechanismus jeho 

účinku spočívá v blokádě proliferace lymfocytů v časné fázi, která je obvykle ukončené 

v prvních několika hodinách po silném mitogenickém stimulu (6). Jak bylo prokázáno 

v předchozích studiích tacrolimus představuje účinné imunosupresivum, které je schopno i 

v monoterapii v experimentu zabránit vzniku a rozvoji ACR (7-10). Vysoké hladiny 

imunosuprese mají za následek vyšší výskyt infekčních komplikací. Z tohoto důvodu jsou 

často pouţívány kombinace imunosupresivních léků. V naší studii jsme ve skupině C 

kombinovali účinek tacrolimu spolu s sirolimem. Sirolimus neinhibuje calcineurin, ale váţe se 

a zároveň inhibuje savčí receptor pro rapamycin, klíčovou proteinkinázu regulující signální 

transdukci. Touto inhibicí dochází k potlačení cytokiny řízené proliferaci T buněk (11, 12). 

Do doby zahájení experimentu nebyla publikována ţádná experimentální práce u prasečího 

modelu kombinující imunosupresivní efekt tacrolimu a sirolimu. 

V naší studii se nám nepodařilo prokázat statisticky významný rozdíl ve výskytu akutní 

celulární rejekce mezi jednotlivými imunosupresivními kombinacemi (skupina B a C). Pouze 

ve skupině C (allotransplantace s kombinovanou IS) došlo ve dnech 3., 5. a 7. POD 

k statisticky významnému rozdílu ve výskytu a tíţí ACR oproti skupině D bez imunosuprese 

na hladině významnosti p< 0,05.  

Dalším sledovaným parametrem bylo stanovení hladiny plasmatického citrulinu a jeho 

význam pro neinvazivní diagnostiku ACR. K tvorbě citrulinu dochází hlavně v proximální 

části tenkého střeva a velmi pravděpodobně v enterocytech lokalizovaných ve středních a 

horních partiích střevních klků (13). Během rejekce je nejprve postiţena dolní části sliznice, 
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kde nejprve narůstá mononukleární zánětlivá celulizace a poškození enterocytů je fokální a 

mírné. Proto se zdá logické, ţe mírné fokální poškození enterocytů navíc v dolní časti 

sliznice, kde je syntéza citrulinu malá, nebude mít významnou dramatickou odezvu v sérové 

hladině uvolňovaného citrulinu. Navíc v období časně po SBTx, kdy tento experiment 

probíhal, je v diferenciální diagnostice také IRI poškození, které naopak postihuje epitel 

v horních částech střevní sliznice, coţ se odráţí v přechodném poklesu hladiny citrulinu 

v prvních dnech po SBTx. Prokázali jsme, ţe během prvního dne po SBTx pokles hladiny 

citrulinu u všech operovaných zvířat, jako součást reakce na IRI poškození. U skupiny 

autotransplantovaných zvířat, kde nedochází k rozvoji ACR, sledujeme po odeznění IRI 

poškození sliznice její postupnou restauraci. To se dobře projevuje v hladině plasmatického 

citrulinu, která se vrací rychle k normálním hodnotám, na kterých se udrţuje do konce 

experimentu. U zvířat po alotransplantaci s podávanou imunosupresí dochází od třetího dne k 

mírnému vzestupu hladiny citrulinu, která dosahuje kolem pátého aţ sedmého dne hladin 

blízkých normě. U skupiny D, allotransplantace bez imunosuprese, však vlivem rozvoje 

rejekčních změn pozorujeme plynulý pokles hladiny citrulinu, který souvisí s postupnou 

ztrátou enterocytů.  

Přestoţe se zdá, ţe krátce po transplantaci bude interpretace mírného poklesu hladiny citrulinu 

v plasmě obtíţně diagnosticky interpretovatelná, v pozdějším období by stanovení hladiny 

citrulinu mohlo představovat významný diagnostický přínos.  

Ve snaze najít další neinvazivní humorální faktor, který by byl pouţitelný k včasné 

diagnostice ACR jsme měřili hladiny pro a protizánětových cytokinů. Ty jsou produkovány 

místně a jsou účinné ve velmi malých koncentracích. Působí na cílové buňky nesoucí 

receptory pro daný cytokin. Vazba cytokinu na buněčný receptor přenáší signál do buňky a 

vede k aktivaci a expresi genů. Cytokiny regulují intenzitu a trvání imunitní odpovědi. 

Transplantované orgány exprimují jejich mRNA a na vzniku rejekce štěpu se podílí zejména 

IFN γ a TNFα (14) 

IL-4 má převáţně inhibiční účinek na  zánětlivé reakce, je produkován TH2 buňkami a 

stimuluje B lymfocyty. Inhibuje TH1 a makrofágy. IL-10 má také převáţně inhibiční účinek 

na zánětlivé reakce , je produkován zejména makrofágy. Inhibuje TH1 i TH2buňky. IL-8 

(CXCL8)  je chemokin, který se podílí na na chemotaxi a aktivaci granulocytů.  

V odpovědi na antigen, ale i poškození tkáně, dochází ke kaskádě nespecifických jevů 

známých jako odpověď akutní fáze. Pod vlivem cytokinů dochází k adherenci zánětlivých 

buněk na vaskulární endotel a k jejich migraci do tkáně. Výsledkem je příliv lymfocytů, 

neutrofilů, monocytů, eosinofilů, basofilů a ţírných buněk do místa poškození a účast těchto 

buněk v likvidaci antigenu a hojení poškození tkáně. 

Akutní fáze zánětlivé reakce je zahájena aktivací tkáňových makrofágů a uvolněním tří 

cytokinů: TNFα, IL-1 a IL-6. Tyto cytokiny působí synergicky a indukují mnoţství lokálních 

i systémových změn. Pod jejich vlivem dochází ke koagulaci a zvýšení propustnosti cév. TNF 

α a IL-1 zvyšují expresi adhezivních molekul na cévních endoteliích. Oba cytokiny také 

působí na makrofágy a indukují produkci IL-8, který zvyšuje adhezi neutrofilů k endotelovým 

buňkám a současně funguje jako jejich chemotaktický faktor. IFN γ chemotakticky přitahuje 

makrofágy, IFN γ a TNF α aktivují makrofágy a neutrofily. 

O charakteru imunitní reakce proti cizorodému antigenu (buněk allotransplantátu) rozhoduje 

poměr mezi lymfocyty TH1 a TH2. 

Za určitých okolností dochází přednostně ke  stimulaci buněk TH1 a ty vyvolají ve spolupráci 

s makrofágy zánět; za jiných okolností se přednostně stimulují lymfocyty TH2, které pak 

pomáhají B-lymfocytům tvořit protilátky. To, jestli se imunitní odpověď rozběhne směrem 

TH1  nebo TH2  závisí na řadě okolností, ale hlavní úlohu hraje cytokinové prostředí. 

Cytokiny produkované buňkami TH1 (hlavně interferon- γ) výrazně potlačují dozrávání 

buněk TH2, a naopak cytokinové produkty lymfocytů TH2 (hlavně interleukin-4) brání 
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diferenciaci buněk TH1. Jakmile se tedy reakce rozběhne jedním směrem, má tendenci se 

stabilizovat a bránit překlopení do konkurenčního opačného typu. Na základě tohoto modelu 

by se dalo očekávat, ţe lymfocyty TH2 antigenně specifické proti antigenům transplantátu by 

měly potlačovat odhojovací reakci. Paradoxně tomu tak však není. Ačkoli buňky TH2 potlačí 

zánětlivou reakci zaloţenou na TH1, vyvolají jiný typ zánětu, který transplantát také poškodí, 

či dokonce zlikviduje. Je tomu tak proto, ţe hlavní cytokinové produkty buněk TH2, 

interleukin-4 a interleukin-5, aktivují  eozinofilní granulocyty. Eozinofily stimulované IL-4 a 

IL-5 uvolňují prozánětlivé látky a vyvolávají tak v transplantátu opět poněkud odlišný, ale v 

konečných důsledcích obdobně destruktivní zánět. 

Při vyhodnocování výsledků hodnot cytokinů  v našem souboru nebyla nalezena korelace 

mezi koncentrací cytokinů v plazmě a průběhem posttransplantační reakce u ţádné skupiny 

vyšetřovaných zvířat. Ani pouţitá terapie nevykázala signifikantní změny u naměřených 

hodnot plazmatických cytokinů. Důvodem je pravděpodobně skutečnost, ţe ke zvýšení 

koncentrací cytokinů dochází hlavně v místě jejich produkce a účinku, a tudíţ se zvýšené 

hodnoty nenacházejí  v plazmě. 

 

ZÁVĚRY 
 

V rámci náročného experimentu se nám podařilo úspěšně zrealizovat a standardizovat 

odběr a transplantaci štěpu tenkého střeva na praseti. Zvládnutí chirurgické techniky je 

důleţitým faktorem pro zavedení transplantace střeva do klinické praxe. 

 Histologické vyšetření biopsie štěpu je standardní metodou k hodnocení rozsahu celulární 

rejekce. Zkušenosti získané hodnocením biopsií jsou neocenitelným přínosem pro rozvoj 

klinického programu transplantace střeva. 

 Vyšetření hladiny plasmatického citrulinu ukázalo význam této metody pro neinvazivní 

diagnostiku poškození střevního epitelu v souvislosti s celulární rejekcí zejména v jejích 

pokročilejších fázích. Z hlediska budoucího klinického vyuţití bude citrulin vyuţíván jako 

marker vhodný pro pozdní monitoraci funkce štěpu. 

Problematika hodnocení cytokinů a jejich přínos pro neinvazivní diagnostiku rejekce je 

sloţitá, protoţe do hry vstupuje mnoho dalších faktorů počínaje operačním stresem, přes 

infekční komplikace aţ po imunitní vlivy. Nejmenší hladiny prozánětlivých cytokinů jsme 

naměřily ve skupině zvířat autotransplantovaných, u kterých je imunologický inzult 

minimální. Naše výsledky, ale nepotvrdily očekávaný nárůst hladiny hladiny u skupiny 

allotransplantovaných zvířat bez imunosuprese. Stanovení hladiny cytokinů v našem 

experimentu nepřineslo větší přínos pro humorální diagnostiku rejekce štěpu. 

Celospolečenský význam provedeného experimentu spočívá ve vytvoření podmínek pro 

zahájení klinického programu transplantace tenkého střeva v České republice. 
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