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ABSTRAKT (CZECH) 
 

Úvod: Výzkum pouţití imunosuprese v kardiovaskulární chirurgii a intervenční 
kardiologii je v současnosti zaměřen na 3 velké oblasti: 1) ovlivnění intimální 
hyperplazie koronárních i periferních ţilních bypasů, 2) ovlivnění rejekce cévních 
allograftů, 3) ovlivnění intimální hyperplazie koronárních tepen po jejich 
perkutánní plastice. Jedním z moderních imunosupresivních přípravků vhodným 
k pouţití v těchto indikacích je takrolimus - FK506. Při pouţití v experimentu 
inhiboval FK506 reakci tepenných alloštěpů i rozvoj intimální hyperplazie po 
perkutánní plastice koronárních tepen. 

Cíl práce: Ověřit účinky imunosuprese pomocí FK506 na průběh arterializace 
syngenních a allogenních ţilních štěpů u potkanů.  

Materiál a metody: Samce potkanů kmene Lewis (LEW) (n = 46) jsme pouţili 
jako příjemce ţilních štěpů. Dárcem allogenních štěpů byli potkani kmene Brown-
Norway (BN) (n = 13) a syngenních štěpů potkani kmen Lewis (LEW) (n = 10). 
Příjemce jsme rozdělili do šesti skupin. Ve skupině A, E a F byla zvířata po 
syngenní (LEW do LEW) a ve skupině B, C a D po allogenní (BN do LEW) 
transplantaci. Zvířata ve skupině C a F dostávala denně 0.02 mg a zvířata ve 
skupině D a F 0.01 mg FK506 na 100 g váhy. Skupina A a B byla bez 
imunosuprese. Třicátý pooperační den jsme srovnávali histologické nálezy mezi 
skupinami. 

Výsledky: Rozdíl koncentrace FK506 30. pooperační den mezi zvířaty s vyšší a 
niţší dávkou byl signifikantní (p < 0.001) v allogenním (skupina C a D) i 
syngenním (skupina E a F) experimentu. Po syngenní transplantaci jsme 
pozorovali proces arterializace ţilní stěny (adaptace na tlakové podmínky 
v tepenném řečišti) u všech zvířat (skupina A, E a F). Pouţití FK506 mělo v tomto 
procesu inhibiční vliv na rozvoj intimální hyperplazie. Tato inhibice byla závislá na 
dávce imunosuprese (šířka tunica intima ve skupině A 12.7 ± 7.0 μm, ve skupině 
E 7.0 ± 3.0 μm a ve skupině F 5.0 ± 1.0 μm). U allogenních zvířat bez 
imunosuprese (skupina B) jsme 30.den po transplantaci pozorovali rejekci ţilní 
stěny s destrukcí a desorganizací intimální vrstvy bez rozvoje intimální 
proliferace. Pouţití FK506 v obou dávkách mělo inhibiční vliv na rozvoj rejekce 
allogenní ţilní stěny a umoţnilo proces její arterializace. Mezi skupinami C a D 
jsme nezaznamenali statisticky významné rozdíly v tlouštce intimální vrstvy ani v 
stupni infiltrace ţilní stěny CD4+, CD8+ a Lewis MHC třídy II pozitivními buňkami. 

Závěr: U autologních ţilních štěpů vedlo podávání FK506 k inhibici rozvoje 
intimální hyperplazie. Tento inhibiční účinek FK506 byl závislý na dávce. 

U allogenních ţilních štěpů potlačilo podávaní FK506 jejich rejekci. Tato inhibice 
umoţnila proces ţilní přestavby a arterializaci ţilní stěny. K supresi rejekce byla 
dostačující i poloviční dávka FK506 nutná k inhibici rejekce tepenných alloštěpů 
na stejném zvířecím modelu. 

Klíčová slova: ţilní allograft - imunosuprese - transplantace - FK506 - 
intimální hyperplazie 
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ABSTRACT (ENGLISH) 
 

Background: The investigation of the immunosuppression usage in 
cardiovascular surgery and interventional cardiology is, at present, concentrated 
on three main topics: 1)  influence on intimal hyperplasia of coronary and 
peripheral vascular reconstructions 2) influence on rejection of allogeneic vascular 
grafts and 3) influence on intimal hyperplasia of coronary arteries after 
endovascular interventions. Modern immunosuppressive drug FK506 
(Tacrolimus) could have a positive effect for these indications. In experimental 
study, FK506 inhibited rejection of arterial allografts and also inhibited intimal 
hyperplasia in percutaneous coronary interventions. 

Aims: The purpose of this study was to evaluate the effect of systemic tacrolimus 
treatment on the process of arterialisation of allogeneic and syngeneic venous 
grafts in a rat vein-to-artery implantation model. 

Material and Methods: Lewis (LEW) rats were used as recipients of syngeneic 
(Lewis) or allogeneic (Brown-Norway; BN) iliolumbar veins which were implanted 
into abdominal aorta. Recipients were divided into six groups. In groups A, E and 
F were animals after syngeneic (LEW to LEW) and in groups B, C and D were 
animals after allogeneic (BN to LEW) transplantations. Animals in the groups C 
and F had daily intramuscular injections of tacrolimus of 0.2 mg/kg and animals in 
groups D and F 0.1 mg/kg, respectively. The groups A and B had no treatment. 
Light microscope evaluations of arterialised vein grafts were performed 30 days 
after operation. 

Results: The blood level of FK506 30 days after transplantation was statistically 
different between the allogeneic groups C and D and between syngeneic groups 
E and F (p < 0.001). In syngeneic groups (A, E, F) we observed venous graft 
arterialisation in all animals. The use of FK506 led to inhibition of intimal 
hyperplasia in these animals. Moreover, this inhibition was dose dependent 
(thickness of intimal layer: group A 12.7 ± 7.0 μm, group E 7.0 ± 3.0 μm and 
group F 5.0 ± 1.0 μm). The process of venous graft arterialisation was also 
present in the allogeneic group D with a minimal dose as well as in group C with 
low dose of FK506. But we observed no difference in thickness of the intimal layer 
between these groups (group C 15.0 ± 8.4 μm, group D 15.1 ± 6.1 μm). In 
contrast, the allogeneic group B without immunosuppression showed no 
histological signs of arterialisation with destruction of intimal layer without signs of 
proliferation. 

Conclusion: Treatment with FK506 showed a dose dependent inhibition of 
neointimal hyperplasia in arterialised syngeneic vein grafts in rats. 

In allogeneic vein grafts, FK506 was sufficient even at a minimal dose (half-dose 
compared to that use in arterial transplantation model) to inhibit acute rejection 
and facilitated their arterialisation 30 days after transplantation. 

Key words: venous allograft - immunosuppression - transplantation- FK506 
- intimal hyperplasia 
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1 ÚVOD 
 

 

Pouţití imunosuprese v kardiovaskulární chirurgii a intervenční kardiologii 

Výzkum pouţití imunosuprese v kardiovaskulární chirurgii a intervenční kardiologii 

je v současnosti zaměřen na 3 velké oblasti: 1) ovlivnění intimální hyperplazie 

koronárních i periferních ţilních bypasů, 2) ovlivnění rejekce cévních allograftů, 3) 

ovlivnění intimální hyperplazie koronárních tepen po jejich perkutánní plastice 1-3. 

Z dostupných imunosupresivních přípravků se v těchto oblastech nejčastěji 

pouţívají: cyklosporin A (CyA), sirolimus a nově i takrolimus (FK506) 3-9. 

 

Intimální hyperplazie ţilních autoštěpů 

Pro pacienty trpící těţšími stupni ischemické choroby dolních končetin a 

vyţadující cévní rekonstrukci je materiálem volby vlastní véna saphena 

magna 10,11. Implantace ţílního štěpu do tepenného řečiště vede ke změnám v 

ţilní stěně a k její adaptaci na nové biomechanické podmínky 12. Tento sloţitý 

biologický proces je nazýván arterializací ţilního štěpu. Arterializace je spojena s 

charakteristickými změnami v proliferaci, migraci a apoptóze buněk cévní stěny a 

v produkci extracelulární matrix 13. Tato adaptace vede k typickým anatomickým 

změnám ţilní stěny: intimální hyperplázii, ztluštění mediální vrstvy s dobře 

organizovanými vrstvami hladkých svalových buněk a neovaskularizaci 

adventiciální vrstvy 12,14,15. 

U autologních ţilních štěpů je ale nadměrná intimální hyperplazie s následnou 

progresí aterogeneze častou příčinou jejich pozdních uzávěrů 16. Pro pacienta to 

znamená riziko ischémie postiţené končetiny s případnou amputací. Rozsah 

intimální hyperplazie je úměrný stupni poškození endotelové vrstvy ţilního štěpu. 

To je způsobeno zejména chirurgickou manipulací, ischémií a také chronickou 

fyzickou traumatizací ţilní stěny v tepenném řečišti 14,17-21. 

Tyto nové poznatky v patofyziologii intimální hyperplazie vedly k vývoji nových 

terapeutických metod zaměřených na její potlačení. V klinické praxi se to projevilo 

zejména zavedením stentů potaţených léky (sirolimus, paklitaxel) pouţívaných v 

léčbě koronárních stenóz 22,23. Několik klinických studií prokázalo, ţe sirolimus 
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uvolňující stenty a stenty uvolňující paklitaxel jsou lepší neţ prosté kovové stenty. 

U léky uvolňujících stentů se prokázal níţší počet restenóz i závaţných srdečních 

příhod 24,25. Na druhou stranu byl ale počet trombóz těchto stentů v 1. roce po 

implantaci vyšší neţ u klasických kovových stentů 26. Příčinou těchto trombóz je 

fakt, ţe stenty potaţené léky vedou ke značnému zpoţdění reendotelizace a 

hojení poranění cévní stěny. 

V cévni chirurgii není medikamentózni ovlivnění intimální hyperplazie cévních 

náhrad běţné. V experimentálních pracích ale mělo pouţití sirolimu výrazný 

inhibiční vliv na rozvoj intimální hyperplazie ţilních autoštěpů u myší 5. Největším 

limitem pouţití látek s antiproliferativním účinkem u cévních náhrad je to, ţe zatím 

nebylo vyvinuto médium vhodné k jejímu pouţití u periferních ţilních bypasů. 

 

Rejekce ţilních alloštěpů 

Mnoho pacientů s těţkými stupni ischemické choroby dolních končetin a 

nemoţností pouţití cévní protézy pro vysoké riziko infekce nebo omezený výtok v 

periferii je kontraindikovaných k cévní rekonstrukci z důvodů nepřitomnosti 

vhodné vlastní véna saphena magna 27. U většiny těchto pacientů je následně 

provedená vysoká amputace postiţené končetiny. 

V poslední době se objevuje mnoţství literárních údajů hodnotících výsledky 

cévních rekonstrukcí pomocí allogenních ţilních i tepenných štěpů 27. Tyto štěpy 

umoţňují nejen zvýšit počet zachráněných končetin u pacientů s chronickou 

kritickou ischémií, ale také zkvalitnit ţivot nemocných s ischemickou chorobou 

dolních končetin. Jejich největší nevýhodou je ale rejekce, která vede v konečném 

důsledku k morfologickému a funkčnímu poškození štěpů s následným rizikem 

amputace postiţené končetiny. 

Allogenní ţilní štěpy byly v minulosti povaţovány za minimálně imunogenní. Z 

posledních poznatků ale vyplývá, ţe ţilní stěna allogenních štěpů vyvolává v těle 

příjemce imunitní reakci způsobenou expresí HLA antigenů třídy I a II na povrchu 

jejich buněk 28-30. Tyto antigeny stimulují buněčnou i humorální imunitu příjemce. 

Výsledkem kaskády imunitních reakcí je ztráta normální struktury ţílní stěny, 

která se klinicky projeví jako trombóza a uzávěr nebo jako dilatace a ruptura 

štěpu 31. Mezi hlavní komponenty cévní stěny vyvolávající imunitní odpověď 
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příjemce patří vzhledem ke svému obsahu MHC antigenů endotelová vrsta v 

luminu cévy, endotel ve vasa vasorum a svalové buňky 31. 

Výsledky cévních allovenózních rekonstrukcí se pohybují v širokém spektru 

jednoroční průchodnosti (10-70 %) 6. Dlouhodobou průchodnost rekonstrukce 

ovlivňuje ve značné míře rejekce štěpu. Pouţití imunosuprese u příjemců ale není 

ve světě běţné. Také není stanoven definovaný imunosupresivní protokol. 

Některá pracoviště nedávají imunosupresi vůbec, jiná pouţívají monoterapii 

prednisonem, azathioprimem či cyklosporinem A  6,27.  

Studie na potkanech, psech  a prasatech  jasně prokázaly, ţe ţilní allografty jsou 

antigenní stejně jako jiné allogenní tkáně 32-34. Stevens a spol. prokázali, ţe vznik 

dárcovských specifických protilátek u příjemce předcházel rozvoji uzávěru ţilního 

alloštěpu 34. Navíc byla průchodnost ţilních alloštěpů a tvorba protilátek přímo 

ovlivněna shodou v MHC systému mezi dárcem a příjemcem. V experimentech 

na psech prodlouţila kompatibilita v MHC systému mezi příjemcem a dárcem 

průchodnost ţilních alloštěpů. Nezabránila však pozdnímu uzávěru těchto štěpů 2. 

 

Pouţití imunosuprese v kardiologii a kardiovaskulární chirurgii 

Cyklosporin A (CyA) je nejčastějším imunosupresivem pouţívaným po cévních 

transplantacích v klinické praxi 6. Nevýhodou CyA po transplantaci cévních 

alloštěpů je kromě jiného i indukce produkce TGF-beta (transforming growth 

factor) a tím zvýšení fibrinogeneze 35. FK506 inhibuje časnou fázi aktivace T 

lymfocytů závislou na interleukinu-2 a také inhibuje produkci TGF-beta 36. V 

klinice se pouţívá v kombinaci s jinými imunosupresivy při potlačení imunitní 

reakce, zejména po transplantaci ledvin a jater 37.  

FK506 (generický název: tacrolimus) patří mezi moderní imunosupresivní 

přípravky. I kdyţ má odlišnou chemickou strukturu neţ cyklosporin A, patří spolu s 

ním do skupiny kalcineurínových inhibitorů 38. V dostupné literatuře mimo 

výsledků publikovaných naším pracovištěm jsme se nesetkali s pouţitím FK506 

po cévních transplantacích 39. 

FK506 je ve srovnání se sirolimem méně účinný při potlačování proliferace a 

migrace hladkých svalových buněk cévní stěny a má také niţší antiproliferativní 

účinek na endoteliální buňky 40,41. V prasečím modelu byla míra reendotelizace 
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koronárních tepen podobná mezi stenty uvolňujícími takrolimus a prostými 

kovovými stenty 3,42. Je pravděpodobné, ţe právě tyto vlastnosti FK506 povedou 

k jeho vyuţití v další generaci lékem potaţených stentů 3. 

V experimentu byl FK506 úspešně pouţit také po transplantaci aortálních štěpů 7. 

V naší vlastní experimentální práci jsme dokonce prokázali imunosupresivní 

účinky FK506 po transplantaci břišní aorty u potkanů i při jeho oddálené 

aplikaci 43. Hladina FK506 se v našem experimentu pohybovala kolem 5 ng/ml při 

denní dávce 0.02 mg na 100 g hmotnosti zvířete. 

Podávaní imunosuprese je u kaţdého pacienta limitováno jejími neţádoucími 

účinky. Proto je nutné pouţívat co nejniţší, ale ještě efektivní dávku. K ověření 

této dávky u jednotlivých imunosupresiv slouţí i zvířecí modely. V naší práci jsme 

se proto zaměřili na studium vlivu takrolimu (FK506) na intimální hyperplázii 

ţilních autograftů a rejekci ţilních allograftů na potkaním modelu. 
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2 HYPOTÉZY PRÁCE 
 

 

Hypotéza 1 

 

Předpokládáme, ţe model interpozice iliolumbálních ţil do břišní aorty potkanů 

bude technicky zvládnutelný a umoţní sledování změn ve stěně ţilních štěpů 

v syngenních i allogenních podmínkach. 

 

Hypotéza 2 

 

Předpokládáme, ţe imunosuprese pomocí FK506 povede k potlačení rozvoje 

intimální hyperplazie arterializovaných autologních ţilních štěpů u potkana. 

 

Hypotéza 3 

 

Předpokládáme, ţe imunosuprese pomocí FK506 povede k potlačení rejekce 

transplantovaných ţilních alloštěpů u potkana a umoţní jejich adaptaci na 

podmínky tepenného řečiště. 

 

Hypotéza 4 

 

Předpokládáme, ţe antigenicita ţilních alloštěpů je ve srovnání s tepennými 

alloštěpy niţší a k potlačení jejich rejekce bude dostatečná i poloviční dávka 

imunosuprese účinné po transplantaci aorty. 
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3 CÍLE PRÁCE 
 

 

Cíl práce 1 

 

Vytvořit a otestovat model interpozice iliolumbálních ţil do břišní aorty potkanů. 

 

Cíl práce 2 

 

Po interpozici autologních iliolumbálních ţil do břišní aorty potkana pouţít 

systémově podávanou imunosupresi FK506 a vyhodnotit v histologických 

nálezech po 30 dnech od implantace její vliv na intimální hyperplázii těchto 

autologních štěpů. 

 

Cíl práce 3 

 

Po interpozici allogenních iliolumbálních ţil do břišní aorty potkana pouţít 

systémově podávanou imunosupresi FK506 a vyhodnotit v histologických 

nálezech po 30 dnech od transplantace její vliv na rejekční změny a průběh 

arterializace těchto alloštěpů. 

 

Cíl práce 4 

 

Po interpozici allogeních iliolumbálních ţil do břišní aorty potkana pouţít 

systémově podávanou imunosupresi FK506 v poloviční dávce pouţité po 

allotransplantaci tepen a vyhodnotit v histologických nálezech po 30 dnech od 

allotransplantace její vliv na rejekční změny a průběh arterializace těchto 

alloštěpů. 
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4 MATERIÁL A METODY 
 

 

4.1 Zvířata 

 

V experimentu jsme pouţili celkem 91 samců potkanů různých kmenů (Wistar n = 

22, Lewis n = 56, Brown-Norway n = 13) dodaných z chovné stanice Charles 

River, Německo. Se zvířaty jsme pracovali v souladu s pravidly zákona ČNR č. 

246/1992 Sb. na ochranu zvířat proti týrání a projekt pokusu byl schválen etickou 

komisí Institutu klinické a experimentální medicíny a Fakultní Thomayerovy 

nemocnice s poliklinikou. Kaţdé zvíře bylo v průběhu celého pokusu drţeno v 

samostatné kleci. 

K zavedení modelu a chirurgické techniky interpozice iliolumbálních ţil do 

abdominální aorty u potkana (cíl práce 1) jsme pouţili jako dárce i příjemce 

syngenních ţilních štěpů samce potkanů kmene Wistar (n = 22) o váze 250 aţ 

400 g (336 ± 35 g). 

K cílům práce 2, 3 a 4 jsme jako příjemce syngenních nebo allogenních ţilních 

štěpů uţili samce potkanů kmene Lewis (LEW) (RT1l) (n = 46) o váze 200 aţ 340 

g (279 ± 40 g).  

Jako dárce syngenních ţilních štěpů jsme pouţili samce potkanů kmene Lewis 

(LEW) (RT1l) (n = 10) o váze 280 aţ 300 g (295 ± 8 g). 

Jako dárce allogenních ţilních štěpů jsme pouţili samce potkanů kmene Brown-

Norway (BN) (RT1n) (n = 13) o váze 220 aţ 300 g (254 ± 24 g). 

 

4.2 Operační postup 

 

Dárce ţilních štěpů jsme před výkonem uvedli do celkové anestézie pomocí 

intramuskulárně aplikované směsi ketaminu (Narkamon®, Spofa Czech Rep) 100 

mg/kg a xylazinu (Rometar®, Spofa Czech Rep) 10 mg/kg. Po laparotomii a 

preparaci jsme odebrali dva 1-1.5 cm dlouhé segmenty iliolumbálních ţil. Oba 

štěpy byly uloţeny samostatně ve fyziologickém roztoku při pokojové teplotě do 

doby transplantace. Průměrný čas studené ischémie štěpů (CIT) v rámci celého 
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pokusu byl 199 minut bez statisticky signifikantního rozdílu mezi skupinami (Tab. 

1). 

Příjemce ţilních štěpů jsme před výkonem uvedli do celkové anestezie pomocí 

intramuskulárně aplikované směsi sufentanilu (Sufenta®, Janssen Pharmaceutica 

Inc.) 20 μg/kg a azaperonu (Stresnil®, Janssen Pharmaceutica Inc.) 1 mg/kg. Ţilní 

štěpy jsme po laparotomii transplantovali ortotopicky do subrenálního úseku břišní 

aorty příjemce (Obr. 1). V pooperačním a celém sledovaném období jsme 

příjemcům ţilních štěpů nepodávali ţádné antiagregační nebo antikoagulační 

přípravky. 

 

4.3 Skupiny zvířat 

 

Celkově jsme v rámci experimentu vytvořili 7 skupin zvířat označených velkými 

písmeny (A, B, C, D, E, F a T). Podrobné charakteristiky skupiny A az F uvádíme 

v tabulce 1. 

Skupina T byla sloţená z potkanů kmene Wistar a slouţila pouze k nácviku 

operační techniky a v tabulkách ji dál neuvádíme. 

Skupina A byla sloţená z potkanů po syngenní (LEW do LEW) a skupina B po 

allogenní (BN do LEW) transplantaci bez podávání imunosuprese. 

Zvířata ve skupině C a skupině D byla po allogenní transplantaci (BN do LEW) 

s podáváním imunosuprese. 

Zvířata ve skupině E a F byla po syngenní (LEW do LEW) transplantaci. 

 

4.4 Protokol imunosuprese 

 

FK506 (Prograf®, Astellas Pharma Inc., Tokyo, Japan) jsme příjemcům ţilních 

stěpů aplikovali intramuskulárně v jedné denní dávce 0.02 mg na 100 g hmotnosti 

zvířete ve skupině C a F a 0.01 mg na 100 g hmotnosti zvířete ve skupině D a E. 

Imunosupresi jsme podávali od 1. do 30. pooperačního dne (Tab 1.). Hladiny 

FK506 jsme stanovovali za pouţití homogenní enzymové imunoanalýzy 

soupravou Emit® 2000 Tacrolimus assay, Dade Behring, třicátý den po 

transplantaci. 
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4.5 Histologické a imunohistochemické vyšetření 

 

Ţilní štěpy jsme explantovali po střední laparotomii v celkové anestézii u 

heparinizovaných zvířat 30.den po transplantaci. Zvířata byla následně usmrcena 

letální dávkou thiopentalu (Thiopental®, Spofa a.s., Czech Rep) aplikovaného do 

dolní duté ţíly. 

Explantované štěpy jsme následně vloţili do malých plastikových boxů (Tissue 

Tek©, Cryomold, Sakura,Japonsko) a zalili gelem (Tissue Tek©.C.D.Compound, 

Sakura, Japonsko). Následně jsme vzorky zmrazili za pouţití 2-metylbutanu 

(Fluka, Chemika, Švýcarsko) a tekutého dusíku. Do vlastního histologického a 

imunohistochemického barvení jsme vzorky skladovali při teplotě -80ºC. K 

imunohistochemické analýze jsme pouţili protilátky uvedené v tabulce 2. Všechny 

řezy jsme dokumentovali za pomoci digitálního fotoaparátu Olympus Cammedia 

C-5050 připevněného na mikroskop Olympus BX51 při 400-násobném zvětšení. 

Snímky jsme převedli bez komprese do formátu TIFF. K jejich hodnocení jsme 

pouţili originální software Olympus DP- Soft Verze 3.2. Tloušťku intimální vrstvy 

(od povrchu endoteliálních buněk po vnitřní hranici mediální vrstvy ţilní stěny) 

jsme měřili v 10 náhodných lokalizacích v kaţdém řezu. Průměrnou hodnotu a 

standardní odchylku (průměr ± SD) jsme stanovili pro kaţdou ţílu i experimentální 

skupinu. 

 

4.5.1 Imunohistochemické vyšetření 

 

Tkáně pro průkaz antigenů jsme odebírali, stejně jako v případě klasické 

histologie, ze střední části štěpů. Po odběru jsme ţíly vloţili do malých 

plastikových boxů (Tissue Tek©, Cryomold, Sakura, Japonsko) a zalili do média 

(Tissue Tek© O.C.D.Compound, Sakura, Japonsko). Následně jsme vzorky 

zmrazili za pouţití 2-metylbutanu (Fluka, Chemika, Švýcarsko) a tekutého dusíku. 

Do doby, neţ jsme provedli imunohistochemickou detekci antigenů, byly vzorky 

skladovány při teplotě -80ºC. K imunohistochemické analýze jsme pouţili 

protilátky uvedené v tabulce 2. 
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4.5.2 Detekce CD4+, CD8+ pozitivních buněk a buněk s von Willebrandovým 

faktorem 

 

Detekci jsme prováděli na řezech 8 µm silných dvoustupňovou nepřímou 

technikou s pouţitím imunoenzymového polymeru. Řezy jsme fixovali v 

chlazeném acetonu 10 minut. Po usušení a oplachu v 0.2 % roztoku Triton X100 

a fosfátovém fyziologickém roztoku, jsme vzorky inkubovali 60 minut s primární 

protilátkou. Po inhibici endogenní peroxidázy v 0.3 % H2O2 v 70 % methanolu 

(30 minut) jsme vzorky inkubovali 30 minut se sekundární protilátkou 

(imunoenzymový polymer Histofine® Simple Stain Rat MAX PO, Nichirei, 

Japonsko). Následně jsme na vzorek 5 minut aplikovali 3,3 diaminobenzidin 

(Dako Liquid DAB+ Substrate-Chromogen, Dako, Dánsko), kontrastně dobarvili 

Harrisovým hematoxylinem a zamontovali do Entellanu (Merck, Německo). 

Vzorky s průkazem CD4+ a CD8+ buněk jsme hodnotili naslepo bez znalosti 

příslušnosti vzorku ke skupině. Buňky jsme počítali v 5-ti zorných polích při 1000-

násobném zvětšení. K analýze jsme pouţili vţdy průměrný počet buněk ze všech 

pěti polí. 

 

4.5.3 Detekce imunoglobulinů 

 

Detekci jsme prováděli na 8 µm silných řezech za pouţití přímé 

imunofluorescenční techniky. Po usušení řezů a oplachu ve fosfátovém 

fyziologickém pufru jsme vzorky usušili na vzduchu a inkubovali 30 minut s 

protilátkou značenou fluoresceinem (FITC). Po oplachu jsme vzorky zamontovali 

do glycerinu a okamţitě hodnotili pod fluorescenčním mikroskopem. 

 

4.5.4 Detekce RT1.Bu pozitivních buněk 

 

Detekci jsme prováděli na 8 µm silných řezech za pouţití třístupňové nepřímé 

techniky. Řezy jsme fixovali v chlazeném acetonu 10 minut. Po usušení a oplachu 

v 0.2 % roztoku Triton X 100 a fosfátovém fyziologickém roztoku jsme blokovali 

endogenní biotin s pouţitím Biotin blocking system (Dako, Dánsko). Vzorky jsme 

následně inkubovali s 10 % koňským sérem a poté 60 minut s primární 

protilátkou. Po inhibici endogenní peroxidázy v 0.3 % H2O2 v 70 % methanolu 
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(30 minut), jsme na vzorky aplikovali biotinylovanou koňskou anti-myší protilátku 

(Vector Lab, Burlingame, UK). Následně jsme vzorky inkubovali s R.T.U. 

Vectastain Elite ABC Reagent (Vector Lab, Burlingame, UK) a dál jsme aplikovali 

3,3 diaminobenzidin (Dako Liquid DAB + Substrate- Chromogen Dako) na 5 

minut, kontrastně dobarvili a zalili do Entellanu (Merck, Německo). 

Vzorky s průkazem RT1.Bu buněk jsme hodnotili naslepo bez znalosti příslušnosti 

vzorku ke skupině. Buňky jsme počítali v 5-ti zorných polích při 1000-násobném 

zvětšení. K analýze jsme pouţili vţdy průměrný počet buněk ze všech pěti polí. 

 

4.6 Statistické metody 

 

K statistickému zpracování a porovnání tloušťky intimální vrstvy štěpů, počtu 

lymfocytů a Lewis MHC II třídy pozitivních buněk mezi jednotlivými skupinami 

jsme pouţili test ANOVA s následným pouţitím testu Tukey HSD Multiple 

Comparisons test. Ke srovnání koncentrace FK506 mezi skupinami jsme uţili test 

dle Kruskal-Wallise.  
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5 EXPERIMENT 1 

 

5.1 Materiál a metody 

 

Skupiny zvířat 

 

Skupina zvířat T byla sloţena z potkanů kmene Wistar a slouţila pouze k nácviku 

operační techniky a vypracování a zavedení modelu interpozice iliolumbálních ţil 

u potkana. 

 

5.2 Výsledky 

 

K nácviku chirurgické techniky a vypracováni modelu interpozice iliolumbálních ţil 

jsme pouţili 22 potkanů kmene Wistar. V průběhu experimentu uhynulo 12 

potkanů (55 %) nejčastěji v důsledku krvácení z anastomózy. U 10 potkanů jsme 

provedli úspěšnou interpozici iliolumbální ţíly do abdominální aorty s 

dlouhodobým přeţitím zvířete a průchodnou anastomózou. Operační postup je 

podrobně popsán na obrázku 1. 

 

5.3 Diskuze 

 

Experimenty na potkanech jsou ve srovnání s většími zvířaty výhodné pro malou 

náročnost na ošetřovatelskou péči a také pro niţší finanční náklady. Operace jsou 

ale technicky náročné vzhledem k malým rozměrům anatomických struktur. 

Pouţití operačního mikroskopu a nácvik mikrochirurgických technik je tudíţ 

nutností. 

V literatuře  je popsáno několik experimentálnich modelů ţilní arterializace na 

malých zvířatech (myš, potkan): interpozice dolní duté ţíly do aorty, interpozice 

povrchové epigastrické ţíly do femorální tepny, interpozice iliolumbální ţíly do 

břišní aorty, interpozice dolní duté ţíly do karotické arterie, implantace jugulárního 

venózniho patche do břišní aorty, implantace jugulárního venózního patche do 

karotické arterie 1. 
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Vzhledem k našim předešlým zkušenostem s implantací břišní aorty do břišní 

aorty potkana jsme se rozhodli v rámci experimentu s arterializací venózních 

štěpů v naší laboratoři zavést a otestovat model transplantace iliolumbálni ţíly do 

aorty potkana 43. Tento model umoţňuje jednak pouţití 2 iliolumbálnich ţil 

z jednoho dárcovského zvířete a jednak je anastomóza na břišní aortě ve 

srovnání s femorální nebo karotickou artérií technicky lépe proveditelná. 

Stejnou chirurgickou techniku jako u aorto-aortální mikrochirurgické anastomózy 

jsme ale vzhledem k podstatně jemnější struktuře ţilní stěny nemohli u 

implantace iliolumbálni ţíly do aorty pouţít. Aorto-aortálni anastomózu jsme 

v minulém experimentu prováděli pomocí jednotlivých stehů, protoţe oba štěpy 

drţely vzhledem k silné svalové vrstvě svůj tvar a šití bylo jednodušší. 

Ţilní štěpy naproti tomu vůbec nedrţely svůj tvar a při šití byly nutné časté 

proplachy k ozřejmení lumen. Stěna byla navíc velice jemná a trhala se při 

sebemenším pohybu. Proto jsme nakonec prováděli anastomózy pokračujícím 

stehem a po počátečních neúspěších se nám povedlo zavést model interpozice 

iliolumbálních ţil do abdominální aorty potkana s vysokou úspěšností 

pooperačního přeţívání. Tím jsme v naší laboratoři zavedli model ţilní 

arterializace, který bude moţné pouţít při dalších experimentech týkajícich se 

syngenních nebo allogenních ţil. 
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Obrázek 1 - Pohled do operačního pole při transplantaci ţilního štěpu 

 

Po odběru iliolumbální ţíly a vypreparování abdominální aorty jsme tuto následně 

přerušili za fixace pahýlů ve stabilní poloze pomocí aproximátoru. Následně jsme 

fixovali všechny 4 cípy štěpu a pokračujícím stehem jsme šili přední polovinu 

horní i dolní anastomózy. Po otočení svorek aproximátoru o 180° jsme 

pokračovali v šití zadní strany obou anastomóz. Po derotaci a puštění svorek 

aproximátoru a hemostáze operačního pole jsme vizuálně hodnotili průtok 

distálně od transplantovaného štěpu. 

Zvětšení 12x 
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6 EXPERIMENT 2 
 

6.1 Materiál a metody 

 

Skupiny zvířat 

 

K ověření hypotézy 2 (imunosuprese pomocí FK506 povede k potlačení rozvoje 

intimální hyperplazie arterializovaných ţilních autologních štěpů) jsme zhodnotili a 

porovnali histologické a imunohistochemické nálezy kontrolní syngenní skupiny A 

bez imunosuprese se syngenní skupinou E s niţší (0.01 mg/100 g hmotnosti 

zvířete) a syngenní skupinou F s vyšší (0.02 mg/100 g hmotnosti zvířete) dávkou 

FK506. Podrobné charakteristiky skupin uvádí tabulka 1. 

 

6.2 Výsledky 

 

Zvířata 

 

Tři zvířata v této části experimentu zemřela. Dvě ve skupině A na peroperační 

krvácení a jedno na předávkování anestetiky ve skupině F. Ani u jednoho zvířete 

nedošlo k uzávěru cévní rekonstrukce. 

 

Imunosuprese 

 

Ve skupině E byla koncentrace FK506 měřená 30. pooperační den 3.50 ± 0.59 

ng/ml a ve skupině F 6.10 ± 0.90 ng/ml. Rozdíl mezi skupinami byl statisticky 

významný (p = 0.001) (Tab. 3). Průjem jako neţádoucí účinek pouţití FK506 jsme 

pozorovali téměř u všech zvířat. 

 

Tunica intima 

 

Lumen ţilních štěpů bylo ve všech skupinách pokryto endoteliálními buňkami. U 

syngenních imunosuprimovaných skupin E a F stejně jako u syngenní skupiny A 

bez imunosuprese došlo k hyperplázii subendoteliální neointimální vrstvy. Ve 

skupině A bez léčby byla průměrná tloušťka intimální vrstvy 12.7 ± 7.0μm. Ve 
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skupinách E a F léčených FK506 jsme zaznamenali statisticky významnou ihnibici  

intimální hyperplazie ve srovnání se skupinou A (p < 0.01). Šíře intimální vrstvy 

štěpů s vyšší dávkou FK506 (skupina F) byla ve srovnání s ţilními štěpy s niţší 

dávkou FK506 (skupina E) statisticky niţší (p < 0.05) (5.0 ± 1.0 μm versus 7.0 ± 

3.0 μm) (Graf 1, Tab. 3, Obr. 2). 

 

Tunica media 

 

U syngenních imunosuprimovaných skupin E a F proběhl do 30. pooperačního 

dne proces adaptace ţilní stěny na tlakové podmínky v tepenném řečišti s 

novotvorbou vícečetné svalové vrstvy. U obou skupin nebyly v mediální vrstvě 

přítomny CD4+, CD8+ ani Lewis MHC třídy II pozitivní buňky. Histologický obraz v 

obou skupinách byl shodný s obrazem v syngenní skupine A bez imunosuprese 

(Tab. 3). 

 

Tunica adventitia 

 

Ve všech syngenních skupinách (A, E a F) jsme 30. den po transplantaci 

pozorovali infiltraci intersticia mononukleárními buňkami. Stupeň infiltrace CD4+, 

CD8+ a Lewis MHC třídy II pozitivními buňkami byl mezi skupinami bez statisticky 

signifikantního rozdílu. 

 

6.3 Diskuze 

 

U syngenních štěpů došlo ve všech skupinách 30. pooperační den k arterializaci 

ţilní stěny s proliferací intimální vrstvy a hladkých svalových buněk v mediální 

vrstvě. Podávání FK506 ale vedlo k signifikantnímu potlačení rozsahu intimální 

hyperplazie ve srovnání se štěpy bez imunosuprese. Tento inhibiční účinek 

FK506 byl závislý na jeho denní dávce. 

Ve shodě s naší prací byla inhibice intimální hyperplazie po pouţití FK506 

pozorována i na koronárním prasečím modelu. Hamada a spol. prokázali 4 týdny 

po implantaci stentů uvolňujících FK506 do koronární tepny výrazně niţší 

neointimální formaci ve srovnání s prostými metalickými stenty 3. 
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Předchozí experimenty na buněčných kulturách prokázaly také antiproliferativní 

účinek FK506 na hladké svalové buňky cévní stěny 3,42. V našem experimentu 

jsme ve skupině s vyšší dávkou FK506 pozorovali tendenci ke ztenčení mediálni 

vrstvy ve srovnání se skupinou bez imunosuprese. Toto ztenčení mediální vrstvy 

ale nebylo statisticky signifikantní. V adventiciální vrstvě jsme nezjistili ţádné 

rozdíly v infiltraci CD4 +, CD8 + a MHC II třídy pozitivními buňkami mezi 

skupinami s imunosupresí a bez ní. 

Naše studie potvrdila inhibiční účinek FK506 na tvorbu intimální hyperplazie u 

autologních ţilních štěpů po jejich implantaci do tepenného řečiště. V případě 

vytvoření vektoru k lokální aplikaci můţe FK506 představovat účinný lék v terapii 

intimální hyperplazie v kardiovaskulární chirurgii. 

Další diskuze k této části našeho experimentu je uvedena v článku v příloze A: 

Varga, M., Matia, I., Lodererova, A., Adamec, M. Tacrolimus inhibits intimal 

hyperplasia in arterialised veins in rats. Bratislava Medical Journal, 2012, vol.113, 

no.1, p.5-9. ISSN 0006-9248. 
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Graf 1 - Šíře tunica intima u autologní skupiny A bez imunosuprese a autologních skupin E 

a F s imunosupresí FK506.  

Rozsah intimální hyperplazie 30. den po transplantaci byl v obou skupinách s imunosupresí (E a 

F) ve srovnání se skupinou A bez imunosuprese signifikantně niţší (p < 0.01). Šíře tunica intima 

30. pooperační den ve skupině F s vyšší dávkou FK506 byla statisticky niţší (p < 0.05) neţ ve 

skupine E s niţší dávkou FK506. 

 

 

Obrázek 2 - Reprezentativní histologické snímky potkaních autologních ţilních štěpů 

skupiny A bez imunosuprese a skupiny F s vyšší dávkou FK506 30. den po jejich 

transplantaci do infrarenální abdominální aorty. 

 
Oba vzorky jsou barvené Van Gieson elastikou, zvětšeno 200x. Proces arterializace byl v obou 
skupinách reprezentován intimální hyperplázií a proliferací hladkých svalových buněk v tunica 
media. Intimální proliferace (černé šipky) byla inhibována u všech zvířat léčených takrolimem. 
I – tunica intima, M – tunica media, A – tunica adventitia 



25 

7 EXPERIMENT 3 

 

7.1 Materiál a metody 

 

Skupiny zvířat 

 

K ověření hypotézy 3 (imunosuprese pomocí FK506 povede k potlačení rejekce 

transplantovaných ţilních alloštěpů u potkana a umoţní jejich adaptaci na 

podmínky tepenného řečiště) jsme srovnávali histologické a imunohistochemické 

nálezy kontrolní syngenní skupiny A bez imunosuprese s allogenní skupinou B 

bez imunosuprese a allogenní skupinou C s imunosupresí pomocí FK506 v denní 

dávce 0.02 mg/100 g hmotnosti zvířete. Podrobné charakteristiky jednotlivých 

skupin uvádí tabulka 1. 

 

7.2 Výsledky 

 

Zvířata 

 

V této části experimentu zemřela čtyři zvířata. Dvě ve skupině A a jedno ve 

skupině B na peroperační krvácení a jedno na předávkování anestetiky ve 

skupině C. Ani u jednoho zvířete nedošlo k uzávěru cévní rekonstrukce. 

 

Imunosuprese 

 

Ve skupině C byla průměrná hodnota koncentrace FK506 měřená 30. pooperační 

den 5.57 ± 0.96 ng/ml (Tab. 4). Průjem jako neţádoucí účinek pouţití FK506 jsme 

pozorovali téměř u všech zvířat. 

 

Tunica intima 

 

Lumen ţilních štěpů bylo ve všech skupinách pokryto endoteliálními buňkami. U 

allogenní imunosuprimované skupiny C došlo také k hyperplázii subendoteliální 

neointimální vrstvy (Obr. 3). Histologický obraz byl stejný jako jsme pozorovali u 

syngenní skupiny A. U allogenních zvířat bez imunosuprese (skupina B) došlo k 
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destrukci a desorganizaci intimální vrstvy. Intimální proliferaci, která je typickou 

známkou adaptace ţilní stěny na tlakové podmínky v tepenném řečišti, jsme v 

této skupině nepozorovali. Šíře intimální vrstvy byla v této skupině statisticky niţší 

ve srovnání s oběma předešlými skupinami (p < 0.01), (Tab. 4, Graf 2). 

 

Tunica media 

 

V allogenní skupině s imunosupresí (skupina C) byl 30. pooperační den přítomen 

obraz adaptace ţilní stěny na tlakové podmínky v tepenném řečišti s novotvorbou 

vícečetné svalové vrstvy. V mediální vrstvě nebyly přítomny anebo jen zcela 

minimálně CD4+, CD8+ a Lewis MHC třídy II pozitivní buňky a 

imunoflourescenční barvení neprokázalo depozici IgG. Tento histologický obraz 

byl shodný s obrazem syngenních ţilních štěpů v kontrolní skupině A bez 

imunosuprese (Tab. 4). 

Tloušťka mediální vrstvy ve skupině C se statisticky nelišila od tloušťky mediální 

vrstvy u zvířat ve skupině A (Obr. 3). 

Na druhé straně u allogenní skupiny bez imunosuprese (skupina B) nedošlo k 

vytvoření svalových vrstev a medie byla infiltrována všemi typy sledovaných 

imunokompetentních buněk (Obr. 3). 

 

Tunica adventitia 

 

Ve všech skupinách jsme 30. den po transplantaci pozorovali infiltraci intersticia 

mononukleárními buňkami. Stupeň infiltrace buňkami CD8+ a Lewis MHC třídy II 

pozitivními buňkami byl bez statisticky signifikantního rozdílu mezi syngenní 

skupinou A a allogenní imunosuprimovanou skupinou C. Infiltrace buňkami CD4+ 

byla u allogenní imunosuprimované skupiny C dokonce niţší neţ u skupiny A 

(Tab. 4). 

V adventiciální vrstvě allogenních štěpů bez imunosuprese (skupina B) jsme 

pozorovali statisticky vyšší (p < 0.001) infiltraci CD4+, CD8+ i Lewis MHC třídy II 

pozitivními buňkami (Tab. 4, Graf 3, Graf 4, Graf 5). 
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7.3 Diskuze 

 

Výsledky této části naší práce prokázaly arterializaci ţilních alloštěpů 30. 

pooperační den po ţilní transplantaci jen v podmínkách imunosuprese. V 

podmínkách bez imunosuprese vedla rejekce k destrukci intimální vrstvy a 

desorganizaci struktury celé ţilní stěny. 

U allogenních ţil malého kalibru vede destrukce jejich stěny k trombóze a uzávěru 

44. Na psím modelu při interpozici dolní duté ţíly do abdominální aorty vedl proces 

rejekce k aneurysmatické dilataci transplantované ţíly v období 30 denního 

sledování 45. V našem modelu na potkanech jsme ţádnou tvorbu výdutí ţilních 

štěpů ve skupině bez imunosuprese 30 dnů po operaci nepozorovali. Nicméně se 

domníváme, ţe by k tomu došlo při prodlouţení doby sledování. 

Od 70. let minulého století  byly zkoumány různé imunosupresivní protokoly, které 

by vedly k inhibici imunitní reakce příjemce a prodlouţení průchodnosti ţilních 

alloštěpů 8,46. Metylprednisolon a azathioprin, a to ani v kombinaci s prednisonem 

(v dávce 5 mg/kg/den a 2.5 mg/kg/den), nebyly schopny inhibovat imunitní reakci 

příjemce a prodlouţit průchodnost alloštěpů na psím modelu 44,47,48. Cyklosporin 

A byl poprvé pouţit na psím modelu allogenní transplantace jugulární ţíly do 

oblasti arteria carotis Bandlienem a spol. v roce 1983 49. Pouţití imunosuprese 

vedlo při dávce CyA 20 mg/kg/den k zvýšení tříměsíčni průchodnosti na 80 %. Při 

pouţití azathioprinu ve stejném modelu byla průchodnost ţilních alloštěpů po 3 

měsících 0 %. Nicméně v dalších studiích bylo nutné k dosaţení 100 % 

průchodnosti ţilních alloštěpů 20 týdnů od implantace pouţití kombinace CyA a 

mykofenolát mofetilu 2. V monoterapii nebyl ani cyklosporin A v dávce 10 

mg/kg/den, ani mykofenolát mofetil v dávce 20mg/kg/den schopen zlepšit 

průchodnost ţilních alloštěpů. 

Cyklosporin A v dávce 20 mg/kg/den zabránil dle studie Mingoliho a spol. 

aneurysmatické dilataci dolní duté ţíly v průběhu 30 dnů od její transplantace do 

abdominální aorty psů 45. V jiných experimentech ale přerušení podáváni CyA 

vedlo k uzávěru chladem konzervovaných i kryokonzervovaných ţilních alloštěpů 

do 30 dnů 47,50. 

Cyklosporin A můţe způsobit poškození buněk endoteliální vrstvy a stimulovat 

fibrózu cévní stěny cestou zvýšené produkce transformujícího růstového faktoru 
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beta (transforming growth factor-beta) 35,51. V případě pouţití cyklosporinu A jako 

imunosupresiva po transplantaci ţil bylo k potlačení rejekce nutné podávání buď 

vysokých dávek cyklosporinu A, nebo jeho kombinace s jinými imunosupresivy  

nebo antiagregancii 2,45,52. Ţádná z těchto vlastností CyA není vhodná při jeho 

dlouhodobém pouţití u polymorbidních cévních pacientů. 

FK506 (takrolimus) je ve srovnání s cyklosporinem A účinnější imunosupresivum 

a v klinické praxi se běţně pouţívá po orgánových transplantacích 37. V našem 

experimentu potlačil FK506 v dávce prokázaně účinné u tepenných alloštěpů 

infiltraci allogenní ţilní stěny CD8+ a CD4+ buňkami. Tento efekt vedl k inhibici 

destrukce ţilní stěny zprostředkované T lymfocyty a umoţnil její arterializaci 

stejně jako v případě syngenních ţilních štěpů. Dále jsme u allogenních ţil s 

imunosupresí pozorovali proliferaci hladkých svalových buněk v mediální vrstvě. 

Zdá se, ţe suprese příjemcovské imunitní reakce v časném potransplantačním 

období vede k zachování allovenózních hladkých svalových buněk dárce. 

Přítomnost a následná proliferace těchto buněk vedla k zesílení a arterializaci 

ţilní stěny u všech imunosuprimovaných ţilních alloštěpů. Při absenci 

imunosuprese nebyly allogenní ţilní štepy schopny vyvinou typické známky 

arterializace. Allogenní hladké svalové buňky dárce byly zničeny masivní infiltrací 

imunokompetentních buněk příjemce a tím nemohlo dojít k jejich proliferaci a 

adaptaci na nové biomechanické podmínky tepenného systému. 

Další diskuze k této části našeho experimentu je uvedená v článku v příloze B: 

Matia, I., Varga, M., Lodererová, A., Adamec, M. The positive effect of 

immunosuppression on adaptation of venous allografts to arterialisation in rats. 

European journal of vascular and endovascular surgery, 2010, vol. 39, no. 4, p. 

478-484. ISSN 1078-5884. 
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8 EXPERIMENT 4 

 

8.1 Materiál a metody 

 

Skupiny zvířat 

 

K ověření hypotézy 4 (antigenicita ţilních alloštěpů je ve srovnáni s tepennými 

alloštěpy niţší a k potlačení jejich rejekce bude dostatečná poloviční dávka 

imunosuprese účinné po transplantaci aorty) jsme srovnávali histologické a 

imunohistochemické nálezy mezi kontrolní syngenní skupinou A bez 

imunosuprese a allogenní imunosuprimovanou skupinou C (FK506 v dávce 0.02 

mg/100 g hmotnosti zvířete) a allogenní imunosuprimovanou skupinou D s 

poloviční dávkou imunosuprese (FK506 v dávce 0.01 mg/100 g hmotnosti 

zvířete). Podrobné charakteristiky skupin uvádí tabulka 1. 

 

8.2 Výsledky 

 

Zvířata 

 

V této části experimentu uhynulo 5 zvířat. Dvě ve skupině A na peroperační 

krvácení a dvě ve skupině D a jedno ve skupině C na předávkování anestetiky. 

Ani u jednoho zvířete nedošlo k uzávěru cévní rekonstrukce. 

 

Imunosuprese 

 

Ve skupině D byla průměrná hodnota koncentrace FK506 měřená 30. pooperační 

den 3.20 ± 0.65 ng/ml. Rozdíl mezi skupinou C (5.57 ± 0.96 ng/ml) a skupinou D 

byl statisticky významný (p = 0.001) (Tab. 4). Průjem jako neţádoucí účinek 

pouţití FK506 jsme pozorovali téměř u všech zvířat. 

 

Tunica intima 

 

Lumen ţilních štěpů bylo 30. pooperační den ve všech skupinách pokryto 

endoteliálními buňkami. U allogenní imunosuprimované skupiny D došlo stejně 
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jako ve skupině C k hyperplázii subendoteliální neointimální vrstvy (Obr. 3). 

Histologický obraz byl stejný jako jsme pozorovali u syngenní skupiny A. Mezi 

skupinami (skupina A, C s vyšší a D s niţší dávkou FK506) jsme nezaznamenali 

statisticky významné rozdíly v tlouštce intimální vrstvy (Graf 2, Tab. 4, Obr. 3). 

 

Tunica media 

 

I v imunosuprimované allogenní skupině D byl přítomen obraz adaptace ţilní 

stěny na tlakové podmínky v tepenném řečišti s novotvorbou vícečetné svalové 

vrstvy 30. pooperační den. V mediální vrstvě nebyly přítomny anebo jen zcela 

ojediněle CD4+, CD8+ a Lewis MHC třídy II pozitivní buňky. Imunoflourescenční 

barvení neprokázalo depozici IgG v této vrstvě. Tento histologický obraz byl 

shodný s obrazem ţilních štěpů skupiny C s vyšší dávkou FK506 i syngenní 

skupiny A bez imunosuprese (Obr. 3, Tab. 4). 

 

Tunica adventitia 

 

Ve skupině D jsme 30. den po transplantaci také pozorovali infiltraci tunica 

adventitia mononukleárními buňkami. Stupeň infiltrace CD8+ a Lewis MHC třídy II 

pozitivními buňkami byl bez statisticky signifikantního rozdílu mezi allogenními 

imunosuprimovanými skupinami C a D a syngenní skupinou A. Infiltrace CD4+ 

buňkami byla u skupiny D stejně jako u skupiny C dokonce niţší neţ u skupiny A 

(Tab. 4). 

 

8.3 Diskuze 

 

Výsledky této části naší práce prokázaly stejný morfologický obraz 30. den po 

ţilní transplantaci u zvířat suprimovaných nízkou i minimální dávkou FK506. V 

podmínkách bez imunosuprese vedla rejekce k destrukci intimální vrstvy a 

desorganizaci struktury celé ţilní stěny. U obou imunosuprimovaných skupin 

vedlo podávání FK506 k potlačení imunitní reakce příjemce proti antigenům ţilní 

stěny. Navíc podávání FK506 umoţnilo i v minimální dávce remodelaci ţilní stěny 

a její přizpůsobení na změnu tlakových podmínek v tepenném řečišti (tzv. 

arterializaci ţilního štěpu). 
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V dostupné literatuře jsme se mimo výsledků publikovaných naším pracovištěm 

nesetkali s klinickým ani experimentálním pouţitím FK506 po ţilní 

transplantaci 39,53. Optimální dávka FK506 po tepenné transplantaci u potkanů 

byla zkoumána Azumou a spol. 7. Závěrem jejich práce bylo, ţe denní dávka 0.02 

mg na 100 g zvířete je bezpečná a zároveň ještě dostatečná k potlačení akutní 

rejekce tepen s tvorbou intimální hyperplazie. Tato dávka byla dostatečná i k 

prevenci chronické rejekce. V našem předcházejícím experimentu jsme navíc 

prokázali, ţe stejná dávka je účinná i při podávání aţ od sedmého dne po 

tepenné transplantaci 43. 

V tomto experimentu jsme prokázali, ţe rejekce ţilních alloštěpů byla potlačena i 

poloviční dávkou FK506 se sérovou koncentrací 3.2 ng/ml. Tato dávka byla ještě 

dostatečná k potlačení infiltrace ţilní stěny CD8+ a CD4+ buňkami a inhibici T-

buňkami zprostředkované destrukce ţilní stěny. To vedlo k zachování 

allovenózních hladkých svalových buněk dárce. Přítomnost a následná proliferace 

těchto buněk vedla k zesílení a arterializaci ţilních alloštěpů. 

Další diskuze k této části našeho experimentu je uvedena v článku v příloze C: 

Varga, M., Matia, I., Lodererova, A., Adamec, M. The minimal dose of FK506 is 

sufficient to facilitate the arterialisation of venous allografts in rats. European 

Surgery Acta Chirurgica Austriaca, 2012, V tisku. ISSN 1682-8631. 
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Graf 2 - Šíře tunica intima u allogenních skupin B, C, D a kontrolní skupiny A 
Rozsah intimální proliferace 30. den po transplantaci v obou allogenních skupinách s 
imunosupresí (skupina C, D) byl srovnatelný s intimální proliferací v syngenní skupině A. Šířka 
intimy 30. pooperační den v allogenní skupině B byla statisticky niţší (p < 0.01) ve srovnání se 
všemi ostatními skupinami (skupina A, C, D). 
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Graf 3 - Infiltrace tunica adventitia CD4+ buňkami 

Rozsah infiltrace tunica adventitia 30. den po transplantaci byl ve skupině B signifikantně vyšší (p 

< 0.001) ve srovnání s ostatními skupinami (A, C, D). Celkový počet CD4 pozitivních buněk ve 

skupině A byl signifikantně vyšší (p < 0.01) ve srovnání s oběma allogenními skupinami s 

imunosupresí (C a D). 

 

 

 
 

Graf 4 - Infiltrace tunica adventitia CD8+ buňkami 

Rozsah infiltrace tunica adventitia 30. den po transplantaci byl v obou imunosuprimovaných 

allogenních skupinách (C,D) srovnatelný se syngenní skupinou A. V allogenní skupině bez 

imunosuprese (skupina B) byla infiltrace této vrstvy signifikantně vyšší (p < 0.001) ve srovnání se 

všemi ostatními skupinami. 
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Graf 5 - Infiltrace tunica adventitia Lewis MHC II+ buňkami 

Celkový počet Lewis MHC II třídy pozitivních buněk ve skupině B byl 30. den po transplantaci 

signifikantně vyšší (p < 0.001) ve srovnání s ostatními skupinami (A, C, D). 
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Obrázek 3 - Reprezentativní histologické snímky potkaních ţilních štěpů 30. den po jejich 

transplantaci do infrarenální abdominální aorty. 

Transverzální řezy byly nabarveny hematoxylinem - eosinem, Van Gieson- elastikou a 

imunologickým barvením s protilátkami anti-vWF, anti-CD4+, anti CD8+ a anti-Lewis MHC II třídy. 

Proces arterializace v syngenní skupině A jako i v allogenních skupinách s imunosupresí (skupina 

C a D) byl reprezentován: 1) endotelizací ţilního lumen (Von Willebrandův faktor), 2 ) intimální 

hyperplázií (hematoxylin - eosin), 3) formací mnohočetných elastických vláken v neointimální 

vrstvě (Van Gieson elastika), 4) formací mediální vrstvy tvořené mnohočetnými hladkosvalovými 

vlákny, 5) nízkou infiltrací adventície mononukleárnimi buňkami (CD4+, CD8+, MHC II+).V 

allogenní skupině bez imunosuprese (skupina B) došlo k masivní infiltraci ţilní stěny 

imunokompetentními buňkami příjemce a rejekci štěpu (CD4+, CD8+, MHC II+). Tato imunitní 

reakce vedla k destrukci intimální vrstvy a desorganizaci struktury ţilní stěny štěpů (hematoxylin - 

eosin, Van Gieson elastika). I přes tento nález zůstalo lumen desorganizované ţilní stěny pokryto 

souvislou endotelovou vrstvou (Von Willebrandův faktor).V ţádné ze skupin jsme neprokázali 

přítomnost imunoglobulínů v medii ţilní stěny. 
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9 ZÁVĚRY DIZERTAČNI PRÁCE 

 

Závěr 1 

 

Naše studie prokázala, ţe model interpozice iliolumbálních ţil do břišní aorty 

potkanů je technicky zvládnutelný a vhodný ke sledování změn souvisejících 

s arterializací ţilních auto- i alloštěpů. 

 

Závěr 2 

 

Naše studie prokázala, ţe imunosuprese pomocí FK506 vedla k potlačení rozvoje 

intimální hyperplazie arterializovaných ţilních autologních štěpů u potkana. 

 

Závěr 3 

 

Naše studie prokázala, ţe imunosuprese pomocí FK506 v denní dávce 0.02 

mg/100 g váhy zvířete vedla k potlačení rejekce transplantovaných ţilních 

alloštěpů u potkana a umoţnila jejich adaptaci na podmínky tepenného řečiště. 

 

Závěr 4 

 

Naše studie prokázala, ţe k potlačení rejekce ţilních alloštěpů potkanů je 

dostatečná i poloviční denní dávka (0.01 mg/100 g váhy zvířete) imunosuprese 

účinné po transplantaci tepen a i tato dávka umoţnila průběh arterializace ţilních 

alloštěpů. 
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