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1. Uvod

Nahrada nebo ,.oprava™ chorobou postiZzenych srde¢nich chlopni patfi dnes k rutinnim
kardiochirurgickym vykontim. Cesta k tomuto stupni poznani byla trnita a tento vyvoj trva
vice nez pul stoleti. Od samého zacatku jsou paralelné vyvijeny chlopenni protézy
mechanické (vyrobené z uslechtilych kovii, grafitu a umélych hmot) a biologické, které byly
zpocatku riizn¢ upravené chlopn¢ zemielych (kadaverdznich) déarct - alografty. Teprve
pozd¢ji byla zkoumana a zavedena nahrada z tkané jinych zivocichi — xenografty, pfipravené
z veptovych aortalnich chlopni, ptipad¢ veprfového, hovéziho a vyjimeéné Kkonského
perikardu. Pres 50 let trvajici experimentdlni i klinicky vyzkum dosud nemame idealni
chlopenni nahradu, tedy bezpecny jednocestny ventil, ktery by se technicky snadno
implantoval, nepoSkozoval by krevni elementy, byl netrombogenni, napodoboval by reologii
nativni lidské chlopn¢, fungoval bezhluéné a neomezené dlouho. Proto se stale pracuje
v ptvodnich smcrech vyzkumu, jsou intenzivn¢ zdokonalovany mechanické protézy 1
xenografty a je dale zdokonalovéna priprava alografti. Zvlastni skupinu biologickych chlopni
tvoti autotransplantaty (pulmondlni autograft - autologni plicnice pacienta miize byt pouzita
k nédhrad¢ jeho vlastni aortalni ¢i mitralni chlopn¢). Intenzivné se vyviji novy obor — tkaové

inZzenyrstvi, které pracuje 1 na vyrob¢ nového typu biologickych chlopennich nahrad.

Historie pouziti chlopennich alograftd je fascinujici. Prvni kadaverozni lidskou tkan
pouzil v klinice Robert E. Gross jiz vroce 1947 (alogenni arterialni St€p v Iécbe
cerebrovaskularnich onemocnéni). V roce 1952 Lam a kolegové poprvé predstavili koncept
implantace lidské alogenni chlopné. Rozvoj chirurgie s pouzitim alograftd (= homograftl) se
ve svete rozvijel od konce 50tych let a zasadili se o n¢j takové veli¢iny kardiochirurgie jakymi
jsou Donald Ross, Sir Magdi Yacoub, Carlos Duran, Brian Barratt-Boyes, Mark O'Brien a
dalsi. Podrobnéji uvedu zakladni historickd data dale, pfi popisu jednotlivych metod

implantace.

V byvalém Ceskoslovensku patfil k  prikopnikim kardiochirurgie s pouzitim
chlopennich alograftd M. Hubka (Bratislava), jehoZ pionyrské experimentalni prace 1 klinické
pouziti jsou dosud po zasluze citovany. Aplikace této chirurgické metody v Cechach a na

Morav¢ byla pomalejsi a o jeji rozsifeni se v 80. letech minulé¢ho stoleti zasadili zejména




Bohumil Hugin, Bohuslav Fider a Jaroslav Spatenka, ktery v roce 1980 od Donalda Rosse
(Londyn) prevzal kompletni protokol pro odbér a zpracovani aortalnich alografti. V roce
1991 potom zalozil specializovanou tkanovou banku, ktera alogenni srde¢ni chlopné pro

celou Ceskou republiku nabizi.

Aortalni alograft mize byt teoreticky pouzit k ndhradé aortalni, pulmonalni, raritn¢ i
mitralni €1 trikuspidéaini chlopn¢. Tato specifickd biologickda protéza je stale diskutovana
z aspektu zpracovani tkan¢ (Tissue Banking) 1 z aspektu klinick€ého pouziti - tedy chirurgické
techniky 1mplantace a dlouhodobych vysledkii. Zakladni indikaci pro pouziti aortalniho
alograftu u dospélych je infekéni endokarditida aortalni chlopné. Z dalSich indikaci se aortalni
alograft pouziva k nahrad¢ aortalni chlopné jako alternativa xenotransplantatu. Plicnicové
alografty se pouzivaji zejména v détské kardiochirurgii anebo stale castéji k nahradé
vytokového traktu pravé komory jako soucast tzv. Rossovy operace. Mitrdlni alograft maze
byt pouzit ortotopicky k nahrad¢ mitralni chlopné, ¢1 heterotopicky k nahradé chlopn¢ trojcipe

- tyto vykony v8ak zatim stdle patfi do kategorie klinického experimentu. Sami mame
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experimentalni zkuSenosti.

Je kvalifikované odhadovano, ze v soucasnosti se celosvétove naSiva zhruba 49 %
mechanickych chlopni, 49 % xenografti a zbyla 2 % tvofi alografty * Volba typu protézy pro
jednotlivd onemocnéni a konkrétni pacienty zistava stale Zhavym tématem kardiologickych a

kardiochirurgickych kongrest.

Mezi obecné vyhody chlopenniho alograftu (ve srovnani s mechanickou a/nebo

biologickou protézou) patii:

1. Maximalni mozna (témdt fyziologicka) EOA (Effective Orifice Area), ktera je
srovnatelna s nativni chlopni event. pulmonalnim autografem a soucasné vyrazn¢ vc¢tsi
nez viechny pouzivané stentované 1 bezstentove komeréni chlopné.

2. Ma potencidl ,dilatace anulu® a zvétSeni EOA v pripade zvySenych narokd na srde¢ni
vydej — napf. pfi zatézi.

3. Je minimalné trombogenni a neni proto nutnd zZadna antikoagulacni ¢i antiagregacni
medikace.

4. Je naprosto nehlucny.

5. Je relativn¢ odolny proti infekcei.




Vedle vyhod, ma ale pouziti alograftu i své zavazné nevyhody:

I.  Limitovana zivotnost (zejména u velmi mladych nemocnych lze s vysokou
pravd¢podobnosti ofekavat rozvoj degenerativnich zmén, které mohou vyuUstit az
v potfebu nové nahrady)

2. Vy§si technickou naro¢nost implantace.

Metoda ma limitaci v dostupnosti (danou poctem darcii a dostupnosti tkanové banky), coz

neplati v nasi zemi.

Predkladania disertacni prace chce viuvodu ukéizat, Ze chlopenni
alotransplantaty maji své misto v kardiochirurgii a Ze i v naSi zemi s témito Stépy
uspésné pracuje rada kardiochirurga a diky nim zde existuje subpopulace nemocnych,
kteri s timto typem chlopenni nahrady ziji. Prace chce upozornit, Ze se pokousi rozsirit
naSe informace o poznatky, které mohou mit velky prakticky dopad. Priace se zabyva
zpusobem  zpracovani  alogennich  chlopennich  Stépu  (alografti) v Bance
kardiovaskularni tkané Transplantacniho centra FN Motol. Konkrétné chce ukazat, jak
se jednotlivé faze zpracovani véetné kryoprezervace odrazi v povrchové morfologii
chlopennich alografta, tedy definovat stupen poSkozeni endotelu naSich, ¢eskych Stépu.

Poskozeni povrcha chlopni bylo hodnoceno pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.

Jednotlivé tkariové banky totiz kadaverozni tkan Stépl zpracovavaji raznym
zpisobem, takze se produkty — alografty kvalitou tkan¢ 1i8i. Existuje fada potencionalnich
faktorti, které mohou negativn¢ ovliviiovat povrchovou morfologii a celkové strukturalni
integritu chlopennich alografti, tyto jsou postupné hodnoceny a rozebrany v diskuzi. Obecny
ptehled chlopennich alografti véetn¢ historie a soucasnych trendd je struéné uveden

v kapitole 2.




1.1. Vymezeni pojmu:

Pro lepSi orientaci v nasledujicim textu je nutné definovat n¢které¢ pojmy. Vzhledem
k ur¢itym nepresnostem v terminologii biologickych chlopni, kdy pro ur¢itou chlopenni
nédhradu existuje nckolik moznych vyrazil, je nezbytné vymezit pojmy, které se

v nasledujicim textu budou pouzivat.

- Alogenni (homologni) tkan v biologii znamena tkan stejného zivociSného druhu.
Alograftem (homograftem) tedy rozumime St¢p. odebrany od darce (¢lovcka),
ur€eny k implantaci ptijemci (rovnéz ¢loveku).

- Homovitalni chlopen je chlopen odebrana za sterilnich podminek b&hem srdec¢ni

transplantace (ptijemci srdce, tedy zijicimu darci) nebo kadaveroznimu darci v rameci
multiorganového odb&ru po stanoveni mozkove smrti. Tato, dale prakticky neosetiena
tkan, byvala zhruba do 48 hodin transplantovéana prijemci.

- Antibioticky sterilizovana chlopen (tzv. ¢erstva — ,,fresh* — chlopen) je chlopen
odebrana pii sekci z kadaverozniho darce do 48 hodin po smrti, nebo Castéji v ramci
multiorganového odbcéru po stanoveni smrti mozku podle platné legislativy. Chlopen
je poté sterilizovana smési antibiotik (obvykle 24 hodin pii teploté 37°C) a nésledn¢
skladovana po dobu maximaéln¢ 6 tydnl pii teplot¢ 1 - 10°C . Exspiruje po 6 — 8
tydnech.

- Kryoprezervovana chlopenn je chlopen, ktera je po sterilizact antibiotiky
kontrolovan¢ mraZena (fizenym poklesem teploty ve tkani rychlosti -1°C/min)
v roztoku 10% dimetylsulfidoxidu (DMSO) az na teplotu tekutého dusiku (- 196°C) a

nasledn¢ skladovana po dobu az 5 let.

Biologické chlopn¢ (bioprotézy) se d¢li na xenografty, alografty a autografty. V textu

se bude pouzivat vyraz biologické chlopné.




- Xenografty (heterografty, xenotransplantaty, heterotransplantity): biologické
chlopn¢ pochazejici z jiného Zivocisného druhu (napf. veprové aortalni chlopné nebo
chlopné vyrobene z hovéziho perikardu). V nasledujicim textu se bude pouzivat vyraz
xenograft. Xenografty se dale d¢li na tzv. stentované, kdy jsou cipy chlopn¢
ukotveny na rigidni nebo flexibilni kostie - stentu a na bezstentové (stentless), kdy je
chlopen bez stentu.

- Alografty (homografty, alotransplantaty): biologickd chlopet pochazejici ze
stejného druhu (napf. aortalni, plicnicovy nebo mitralni alograft). V nasledujicim
textu se bude pouzivat vyraz alograft, nebo jen Stép. V klinick¢ praxi je
terminologicky aortalni alograft a aortadlni homograft identicky a stejn¢ tak tento
termin promiskue pouZzivaji kardiochirurgové i1 tkanovi bankéfi. Lingvisticky ale tyto
terminy shodné nejsou, allo znamena jiny, odliSny — v naSem ptipad¢ minéno odlisny
jedinec stejného druhu a homo znamend stejny — zde ve vyznamu stejny druh —
clovek. V nasi pract proto preferujeme termin , aortalni alograft™.

- Autografty: chlopn¢ pochazejici ze stejného jedince (plicnicové autografty
pouzivané k nahrad¢ kotene aorty u Rossovy operace). V textu se bude pouzivat

vyraz autograft.

1.2. Biologické chlopné versus mechanické chlopné — obecny prehled

Doposud neni k dispozici randomizovana studie, ktera by porovnavala vysledky
implantace aortdlniho alograftu a mechanickych chiopni. Vé&tsina vyhod 1 nevyhod alograftt,
ve srovnani s mechanickymi chlopnémi, je obdobna jako u xenograftu.

V odborné literatuie existuji pouze dvé velké randomizované studie, které porovnavaji
dlouhodobé vysledky mechanickych chlopni a xenograftd. Jsou to The Veterans Affairs
Cooperative Study on Valvular Heart Disease (VA) a Edinburgh heart valve study. * > © Obg
studie porovnavaly obdobné chlopng, tj. diskovou mechanickou chlopein Bjork-Shiley (v dob¢
pred uvedenim poruchového konvexo-konkavniho typu) a biologickou veptovou chlopen
Hancock (U Edinburgh heart valve studie to byla navic jesté biologicka perikardialni chlopen
Carpentier-Edwards). Chlopné byly pouzity v aortalni i mitralni pozici a doba sledovani byla
15 a7 20 let. Vysledky byly u obou studii obdobné: prezivani bylo delsi u skupiny pacientl

s implantovanou mechanickou chiopni. U biologickych chlopni byly cast¢jSi reoperace

- zduvodu degenerace chlopn¢. K degeneraci dochazi drive v mitralni pozici (8-10 let) nez




v aortalni pozici (10-12 let). Riziko tromboembolickych komplikaci a vzniku endokarditidy je
u obou typu éhlopm’ obdobné. Pacienti s implantovanou mechanickou chlopni mcli

signifikantné vyssi riziko krvacivych komplikaci z divodu antikoagula¢ni 1¢¢by.

Z vySe uvedenych studii a nasledn¢ 1 zcelé tady dalSich observacnich studii
vyplynulo, Ze k degeneraci biologickych chlopni dochazi nejrychleji u miladSich pacienti.
Nemocni v pokroc¢ilém vcéku maji naopak riziko degenerace chlopné pomérné nizké.
Biologickeé chlopn¢ v mitralni pozici degeneruji rychleji ve vSech vékovych skupinach. U
trikuspidalni pozice je degenerace pomalejsi a nejlepsi vysledky vykazuji biologické chlopné

v aortalni pozici u pacienti nad 60 let. "

Na zéaklad¢ vysledka téchto dvou velkych randomizovanych studii, které jsou
v souladu s celou radou dalSich observacnich studii, se stanovila obecn¢ platna doporudeni

pro volbu chlopenni nahrady. ° Detailngjsi rozbor a pfesna doporugeni jsou nad ramec této

prace.
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2. Hypotézy a cile prace

Pouziti biologickych chlopennich nahrad, tj. xenograftd, alografti a pozdéji i
autograftl, se datuje prakticky od pocatkli moderni kardiochirurgie. Aortalni i plicnicovy
alograft se uspeSné pouziva pres 40 let a v détské 1 dospélé kardiochirurgii se v uréitych

indikacich na n&kterych pracovistich povazuje za metodu volby. 2101

Zpusob zpracovani a implantace alograftli se z pohledu historie nékolikrat zasadné
zmenil. V prvopocatcich byly alografty implantovany kratce po sterilnim odbéru, bez dalsiho
zpracovani. Tyto tzv. homovitalni $t€py si neziskaly pfiliSnou oblibu vzhledem k nemoznosti
skladovat chlopent do doby, nez bude zapotiebi, coz je zékladni strategii tkanového
bankéistvi. '* V dalsi fazi byly tedy chlopn¢ odebirany pokud mozno za sterilnich podminek a

nésledn¢ sterilizovany pomoci B-propiolaktonu nebo 0,02% chlorhexidenu, o néco pozdéji

pak ethylen oxidem nebo ozarenim. > "> '+ 1

Po chemické sterilizaci byly chlopn¢ ulozeny v Hanksové roztoku o teploté +4°C po

27, 16

dobu maximaln¢ 4 tydni. Takto prezervované chlopn¢ dosahovaly obecné Spatnych

vysledki, byly pozorovany Casté degenerace a perforace chlopennich ciptli, a proto se od této

metodiky opustilo. V roce 1968 zavedl| Barratt-Boyes tzv. antibiotickou sterilizaci.

Kryoprezervaci poprvé pouzil v procesu zpracovani chlopennich alografti v roce
1975 O'Brien a znamenala pievratny objev, posunujici dobu exspirace chlopni na léta.Od t€
doby je jednozna¢né nejpouzivanéjsi metodou. Jeji vyhody jsou moznost dlouhodobého
uchovavani a Setrnd prezervace tkan¢, kterd za dodrzeni uréitych pravidel mize zachovat

strukturalni integritu a dokonce i viabilitu alograftu. '*

Prvni dlouhodobé vysledky kryoprezervovanych alograftd  jsou zroku 1986. e
O'Brien zjistil ve svém souboru, ze be¢hem 10ti let¢ho sledovani bylo 92% nemocnych bez
reoperace. Podobné vysledky publikoval i Yacoub a spol., ktery pouzival tzv. homovitalnf
alograft. Bcéhem 10ti let bylo 90% pacienti beze znamek degenerace alograftu.
Akcelerovanou degeneraci pozoroval u pacientl mladsich 30ti let, naopak po 40 roce vcku

|

v , P Q . , N
procento degenerace kleslo na vyse udavanou hranici. ' Homovitalni alograft popularizoval
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predevSim Yacoub, ktery steriln¢ St¢p odebiral ptijemci srdce bchem srde¢nich transplantaci
a nasledné¢ $tépy uchovaval pti teploté +4°C maximalné 48 hodin do prvni mozné implantace.
Vzhledem k nemoznosti skladovani, organizacni naroc¢nosti tcchto operaci, menSi bezpecnosti
z hlediska ptenosu infekce Stépem a vysledkim, které¢ odpovidaji kryoprezervovanym

alograftim, se od jejich pouzivani ustoupilo.

Vice jak dvacetilet¢ vysledky kryoprezervovanych alograftd udava opét O'Brien a
spol. a jedna se o nejdelsi a nejkompletngj$i follow-up aortalnich alografti v odborné
literatute. '* B&hem 30ti letého obdobi byl alograft implantovan vice jak 1200 pacientim,
v pocatcich se jednalo o tzv. fresh alograft, od roku 1975 jiz kryoprezervovany. Pacientl bez
nutnosti reoperace (z jakékoli pficiny) bylo b&hem 20ti leteho sledovani 50%, a to bez ohledu
na zplsob prezervace. Frekvence reoperaci =z dlvodu strukturdlniho poSkozeni u
kryoprezervovanych alograftii byla jednozna¢n¢ v zéavislosti na véku ptijemce: b&hem 15 let
bylo bez nutnosti reoperace z divodu degenerace 47% (0 — 20 let). 85% (21 — 40 let). 81%
(41 — 60) a 94% pacienti (starSich 60ti let). Studie tedy prokazala vynikajici 15t1 letou
trvanlivost kryoprezervovanych alograftli u pacienti starSich 21 let a zejména pak 60ti let.

Naopak vysledky u mladych pacientu jsou suboptimalni.

NaSe vlastni vysledky operace u 53 nemocnych (v letech 1994 — 2008) ukazaly vySSi
30 denni mortalitu (60% tvorili nemocni s infekéni endokarditidou). V dalSim sledovani

potom bylo preziti nemocnych 1 interval bez reoperace obdobné, jako u biologickych protéz

v 20
obecng.

Nevyhodou chlopennich alograftu je obecné, stejn¢ jako u ostatnich biologickych
chlopni, omezena trvanlivost. Strednédobé a dlouhodobé vysledky alografta se postupné
zlepSovaly tak, jak se zdokonaloval zpusob jejich zpracovani, tj. od chemické a iradiacni
sterilizace, pres antibiotickou sterilizace (,.fresh™ alograft) az po dneSni metodu
kryoprezervace. S tim, jak se zdokonalovala technika zpracovani a prezervace chlopenni
tkdné s event zachovalou viabilitou, se snizoval vyskyt tzv. strukturalniho poSkozeni, tj.

degenerace chlopné. Presto vysledky nelze stile povazovat za optimalni.

Cilem prace bylo zjistit zmény kvality tkdané §tépu pri_ zpracovani podle

protokolu nasi tkanové banky a navrhnout event. opatreni (je-li to mozné), ktera by je

zmirnila. Slovo ,zmirnila® zduaraziuji proto, ze Kk ur¢itym strukturdlnim zménam tkani
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dochazi vzdy, a to bez ohledu na zpisob odbéru a zpracovani Stépu, t. zmény jsou
prokazateln¢ u éerstvého i kryoprezervovaného alograftu. Je ale podstatné tyto zmény
minimalizovat, nebot na zdklad¢ tzv. mediciny zaloZzené¢ na faktech maji alografty se
zachovalou architektonikou extracelularni matrix a/nebo alespon <aste¢né zachovalou
viabilitou, Jepsi dlouhodobé vysledky. Z davodu dostupnosti metodiky jsme se zamérili na

vyzkum zmén povrchu chlopni pri sledovani skenovacim mikroskopem.

Pro vysvétleni v kterych oblastech kardiochirurgie se chlopenni alotransplantaty
uzivaji a které oblasti kardiochirurgie mohou z vystupu price tézit si dovoluji v dalsi

Casti vysvétlit v kratkosti pouziti jednotlivych typua chlopennich $tépd.

2.1. Aortalni alograft — historie implantace a indikace

Prvni aortalni alograft implantoval v experimentu Gordon Murray v roce 1956. ! po

ukonceni experimentalni prace implantoval v klinické praxi aortalni alograft do sestupné aorty

o vt : PR vy 22
zdivodu aortalni regurgitace. Dobra tfunkce alograftu byla ovéfena po 4 letech.

Hemodynamicky benefit heterotopické implantace aortalniho alograftu byl v experimentu
dale ovcren Bellem, dobra dlouhodoba funkce v klinice Erwinem, ktery v Torontu
implantoval aortalni alograft do sestupné aorty u 9 pacientt. Dobra funkce se prokazala u 6

» . N . , I .24
znich, a to az v Sestiletém sledovani. 2

Prvni ortotopickou implantaci aortalniho alograftu proved! v Klinické praxi Bigelow
(pacient zemfel bezprostfedn¢ po operaci na korondrni tromboézu). V roce 1962 nasiedovaly
pak jiz usp&Sné transplantace, které nezavisle na sob¢ realizovali Ross a Barratt-Boyes,

DUblikOVéno 1962 a2 1964 25,26.27

Aortalni alograft se krom¢ své obvyklé aortalni pozice pouzival ojedincle

28, 29. 30, 3]

v experimentu, ale i v klinické praxi v mitralni nebo trikuspidalni pozici. Jednim

. o q. . , . . 2
z prvnich prikopnikt byl 1 ¢eskoslovensky kardiochirurg Hubka. 32,33. 34
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V poslednich letech jsou pouzivany dv¢ chirurgicke techniky: tzv. free-hand technika
nebo se alograft implantuje jako tzv. aortalni kofen — root replacement. V soucasnosti se vice
pouzivd nahrada kofene aorty, kterd 1 kdyZz je zatizena v¢tSim rizikem krvaceni nebo

komplikaci spojenych s implantaci véngitych tepen, ma lepsi dlouhodobé vysledky. >+ %37
38 39

>

N¢kteti autori ale subkoronarni techniku pouZzivaji Gspésné 1 nadale.

V soucasnosti je aortalni alograft uznavanou alternativou ostatnich typli nahrad
aortalni chlopné. Jeho wvyhodou jsou wvyborné hemodynamické vlastnosti, které jsou
srovnatelné s nativni aortalni chlopni.*"*' Dalgi vyhodou je velice nizké riziko
tromboembolickych komplikaci a endokarditidy (89% - 95% pacientll je béhem 20ti let bez
endokarditidy). ** - * v experimentu je dokonce prokazovana rezistence proti methicilin

rezistentnimu zlatému stafylokoku (MRSA)*

Nejcastéj$i a nejvice akceptovanou indikaci aortalniho alograftu je bezesporu

bakterialni endokarditida nativni nebo protetické chlopné. Neni jednoznacny konsensus, ktery

druh chlopné, tj. mechanickd, xenograft nebo alograft, ma v ptipad¢ infekéni endokarditidy
nejlepsi vysledky. Neexistuje rovnéZz zadnd randomizovana studie, kterd by vy$e uvedené
chlopenni ndhrady v indikaci endokarditidy porovnala a k dispozici jsou pouze retrospektivni
studie, mnohdy bohuzel s pomérné malym poétem zatrazenych pacienti. Vysledky téchto
studii jsou casto vrozporu, a to i ztoho divodu, Ze se porovnavaji nesourodé skupiny
(floridni endokarditis a zhojend, probchla endokarditis). Piesto se zda, Ze alograft ma oproti

ostatnim typtim nahrad své vyhody a ze je vice odolny k vzniku reinfekce. * %/

Tato odolnost
k infekei se vysveétluje event. viabilitou alograftu a pochopitelné, ve srovnani s mechanickou
protézou a xenograftem, absenci ciziho materialu jako je napf. naSivaci dakronovy prstenec.
Proto je dnes fadou kardiochirurgli povazovan za metodu volby u infek¢éni endokarditidy

aortalni chlopné.

Kromé vyse uvedené indikace lze aortalni alograft pouzit u pacientd sttedniho véku, tj.
40 — 60 let, u kterych je antikoagulaéni 1€¢ba kontraindikovana. Déle Ize tuto indikaci roz8itit
0 pacienty s aktivnim zivotnim stylem, kteff si rovnéz nepieji uzivat antikoagulancia a navic
Jim alograft, diky svym vybornym hemodynamickym vlastnostem umoziuje opravdu aktivni
fyzickou namahu. Riziko reoperace je u této vckové skupiny akceptovatelné a samotna

reoperace je rovnéz proveditelnd s pomérné nizkym rizikem.
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2.2. Pulmonalni alograft - historie implantace a indikace

B&hem historie chirurgie vrozenych srde¢nich vad se k obnoveni kontinuity
mezi pravou komorou a plicnici pouzila cela fada materiala a chlopni. Plicnicovy alograft se
zacal pouzivat v détskeé kardiochirurgii o néco pozd¢ji nez aortalni, ale zpuasoby jeho
zpracovani a uskladnéni jsou naprosto totozné s aortalnim alograftem. V dob¢ pred ,,érou”
plicnicového alograftu se pouzivaly do pulmonalni pozice aortalni alograft, mechanické

chlopné a xenografty, piipadn¢ dakronové konduity s xenograftem (napt. Hancock).

Jako prvni pouzili aortalni alograft k ndhrad¢ pulmonalni chlopn¢ Ross a Somerville
vroce 1966. ** Zahy se ukazalo, 7e dochazi k Casné degeneraci a kalcifikaci s nutnosti
reoperace. Tato Casna degenerace byla dana zejména nedokonalym zpusobem zpracovani
alograftt (chemicka a radiaéni prezervace). *° Xenografty a konduity s xenograftem se
pouzivaly pomdrné ¢asto, nékteré z nich dodnes. Pro riziko ¢asn¢ degenerace a kalcifikace
chlopné 1 konduitu se dnes u déti pouzivaji spiSe vyjimecné. Nepiiznivé vysledky konduitd
sxenograftem a zaroven nové moznosti zpracovani alograftd véetné moznosti
kryoprezervace, které vedly k lep$i trvanlivosti takto zpracovanych chlopni, mély za nasledek

N . vy . , o o , . . . 3¢
~opétovné vzkiiSeni* chlopennich alograftia v détské kardiochirurgii. 62,5

"I pres zdokonaleni
techniky prezervace dochéazelo stale k pred¢asné degeneraci a kalcifikaci alograftt pouzitych
k heterotopické rekonstrukci vytokoveho traktu pravé komory (RVOT) a to zejména u malych
déti a nemocnych s vyznamnou plicni hypertenzi. >132 Proto se v poloving 80. let zacal stale
¢ast¢ji pouzivat pulmonalni alograft, ktery ve srovnani s aortdlnim v této pozici, nabizel
n¢kolik potencionalnich vyhod: anatomicky i fyziologicky simuluje nativni plicni tepnu, dale
lze pouzit bifurkaci pulmondlniho alograftu k periferng;Simu napojeni na plicni fecist¢ a
konecn¢ ma ve své sténé, ve srovnani s aortou, nizSi obsah kalcia, ktery snizuje riziko ¢asné
kalcifikace. > Tomu odpovidaji i vysledky, které jsou obecn¢ v pfipadé rekonstrukce RVOT
u vrozenych srde¢nich vad lepsi, nez u aortalniho alograftu. Proto je pulmonalni alograft

povazovan v této indikaci vEtsinou détskych kardiochirurgh za metodu volby. >* >

V sou€asnosti je pulmonalni alograft v détské kardiochirurgii pouzivan nejcastéji
k rekonstrukei vytokového traktu pravé komory u pacientll s Fallotovou tetralogii, spolecnym
arteridlnim trunkem, atrézii plicnice, dvojvytokovou pravou komorou nebo transpozici

velkych artérii. DalSi velmi Castou indikaci je Rossova operace, kdy je pulmonalni alograft
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pouzivan k nahrad¢ korene vlastni plicnice, ktera je pouzita k rekonstrukci vytokového traktu

levé komory jako tzv. plicnicovy autograft.

Vysledky u téchto dvou hlavnich skupin, ve smyslu degenerace pulmondlniho
autograftu a nutnosti reoperace, se vyznamné lisi. Obecné jsou lepsi u pacientd po Rossové
operaci, kdy je bshem 5ti a 10ti letého sledovani bez nutnosti reoperace 93% a 80%. °
Duvody, pro¢ jsou dlouhodobé vysledky pulmondlniho alograftu u pacientd po Rossové
operaci lep$i, jsou tyto: je to zejména vyhodna anatomicka, tzv. ortotopicka pozice, kde na
rozdil od heterotopické pozice nehrozi komplikace jako kinking alograftu nebo jeho komprese

; v v Ly > ; ~ . . ey o 37
sternem. Dale to pravdépodobné souvisi s moznosti pouzit konduit vétdich rozmeri. °

Pulmonalni alograft je tedy nejCastéji pouzivany extrakardidlni konduit pfi teSeni
vrozenych srde&nich vad s nutnosti rekonstrukce vytokového traktu pravé komory. *: 39. 60, 61
Mezi jeho vyhody patii pomérn¢ jednoducha technika implantace a nizké riziko krvacivych
komplikaci, mezi nevyhody naopak moznost vzniku pseudoaneurysmatu. ** © Nejdilezit&jsi
jsou ale dlouhodobé vysledky ve smyslu degenerace alograftu a jeho selhani s nutnosti
reoperace a tyto vysledky stale nejsou optimalni, zejména u pacientil mladSich 1 roku.
Jednim z vysvétleni téchto neptiznivych vysledkli je 1 somaticky rust ditéte. Vezme-li se
oviem v tivahu skute¢na velikost implantovaného pulmonalniho alograftu a kalkulovana
velikost dle veku pacienta v dob¢ explantace, tak nedostatecna velikost alograftu je pticinou
reoperace pouze u 10% déti. Naopak nejcastéjS§imi priCinami jsou stile kalcifikace a
degenerace chlopné a konduitu, nejéastéji v anularni oblasti a dale kinking alograftu nebo

jeho komprese sternem

Strednédobé a dlouhodobé vysledky alografti se u jednotlivych autord ponckud lisi,
ale obecné jsou priblizné tyto: bez selhani pulmonalniho alograftu je béhem 1, 5 a 10 let cca
90%, 70% a 50% pacienti, beze znamek dysfunkce alograftu pak 80%, 50% a 20%
pacientd, % °% - °1 ® Rizikovymi faktory dysfunkce jsou vék, mala velikost pouzitého
alograftu, aortalni alograft ale i napt. délka teplé ischémie. °* Nekteti autoti udavaji priznivé
sttednédobé a7z dlouhodobé vysledky se specialni xenoprotézou Contegra (Medtronic,

Mineapolis, MN), coz je glutaraldehydem o$etfena hovézi jugularni Zila. 63

Jak jiz bylo uvedeno vySe, dlouhodobé vysledky pulmondlnich alograftd u pacientii po

Rossov¢ operact jsou vyrazné lepsi. %
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2.3. Banka kardiovaskularni tkané Transplanta¢niho centra FN Motol

Vroce 1976 wvzniklo ve FN Motol D¢tské kardiocentrum FN  Motol, jehoz
kardiochirurgicka skupina, vedend prof. Huinem se zabyvala mySlenkou zavést pouZiti
chlopennich alograftd pti feSeni nékterych vrozenych srde¢nich vad. V roce 1980 MUDr.
Spatenka navstivil v ramci studijniho pobytu National Heart Hospital v Londyné a diskutoval
projekt se samotnym Donaldem Rossem (osobnim priitelem tehdy jesté Zijiciho legendarniho
ceského kardiochirurga prof. Kafky). Krom¢ cennych rad privezl kompletni protokol
zpracovani chlopennich §t¢pt. Po diskuzich pfedevsim s patology a soudnimi Iékari (bylo
tfeba ziskat ptistup k darcim) byly prvni aortalni alotransplantaty ptipraveny v roce 1982,
pozd¢ji 1 Stépy pulmonalni. Jednalo se o tzv. Cerstvé, antibioticky sterilizované chlopné.
Primérn¢ se odebiralo 20 srdci ro¢né, prevazné od kadaverdznich darct na pitevné a jen

vyjimecn¢ se datilo do 6 tydnd najit vhodného prijemce.

V roce 1991 bylo ztizeno Transplantacni centrum FN Motol, byla zah4jena spoluprace
s Ustavem hematologie a krevni transfiize Praha (sterilni zpracovani a kryokonzervace t&pi)
a predev§im s ostatnimi transplantacnimi centry v Ceské republice (ve sv&té vyjimeény
systtm  ziskavani srdci multiorgdnovych darct, kterd nejsou znéjakého davodu

transplantovana).

V roce 1992 se zah4jila kryoprezervace a byla zalozena Kryobanka srde¢nich chlopni
aceév. Kryobanka srde¢nich chlopni, diky spolupréci s koordinaénim pracoviStém [KEM, nyni
s Koordina¢nim centrem transplantaci, participuje na multiorganovych odbérech, coz ji
umoziiuje odbé&r srdei, které nejsou vhodné k srde¢ni transplantact a ktera zaroven splnuji
kriteria odbéru srdce na chlopenni alografty. V roce 2004 vznikla zakonnym rozhodnutim
Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky Specializovana tkaiova banka STB85 - Banka
kardiovaskularni tkan¢ (BKVT). Po celou dobu svého ptsobeni. tj. od roku 1992, je Banka
kardiovaskularni tkan¢ jedina v Ceské republice a pokryva tedy potieby viech pracovist,

ktera se zabyvaji kardiovaskularni problematikou, tj. kryje potfebu kardiovaskularni tkan¢

v ramci republiky.




*

Za celou dobu pusobnosti Banky kardiovaskularni tkanc, tj. od roku 1992 dodnes bylo
zpracovano celkem 1164 srdci. Celkem bylo vyrobeno 1996 aortalnich a pulmondlnich
alografti, coz je 85% z celkového mozného mnozstvi — viz tabulka 1. Prehledn¢ vztah
odebranych srdci na alografty a dale vztah vyrobenych a pouZitych alograft ukazuje
graf 1 a 2. Z tabulky a graft vyplyva, Zze 15% chlopennich alograftii nebylo pouzito. Divody
I pro vyfazeni byly: Spatny odbér, degenerativni zmény, bikuspidalni aortalni chlopen,
| nevhodna anatomie, pretrvavajici pozitivni kultivaéni ndlez u kontaminovanych chlopni nebo

seropozitivita napt. na hepatitidu B a C a také arbitrarn¢ stanovena exspirace Stépl (po 5

letech od zamrazeni). Celkem bylo z banky vydano 1 007 uskladnénych Stépu, tj. cca 50%,
znichz 1 996 bylo transplantovano. Dvanact $tépl nebylo pouzito - 7 x chybn¢ rozmrazené,

ptipadné byla zjiSténa chybna manipulace a u 5 operaci bylo pouzito vice §téptl.

Vsoucasné dob¢ je tedy odbér dostateny a pokryva potieby vSech
kardiochirurgickych pracovist v Ceské republice. Cca 350 $tépa je k dispozici v kryoskladech
banky STB 85. Ur¢ita ¢ast uskladnénych kryoprezervovanych alograftli byla rovnéz pouzita

pro védecké ucely.

Aktivitu  Banky kardiovaskularni tkan¢ FN  Motol a aktivitu ¢eskych
kardiochirurgickych pracovist’ lze srovnat s aktivitami velkych evropskych 1 svétovych
tkanovych bank, a aktivitou kardiochirurgli které se zabyvaji problematikou chlopennich

alografti (samozfejm¢ pi1 prepoctu na 1 milion obyvatel).
Az 60% uskladnénych alografti je pouzito v ramci FN Motol, na Oddéleni détské

kardiochirurgie, pfi korekci vrozenych srde¢nich vad. Zbytek je pak pouzit na ostatnich

kardiochirurgickych pracovistich CR — viz. dale tabulka 2 a 3.
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tabulka 1: Aktivita Banky kardiovaskularni tkané FN Motol v letech 1992 — 2008
(pocet odebranych srdct na alografty a ddle pocet vyrobenych a vydanych stépu).

Rok | Potet Vyrobené chlopenni | Vydané chlopenni
odebranych alografty (n) alografty (n)
srdci (n)
1992 59 93 23 ]
1993 78 82 25 |
1994 62 83 58
1995 75 121 56
1996 78 149 76
| 1997 71 128 61
1998 60 107 67
1999 47 88 64
2000 53 93 63
2001 66 102 49
2002 59 116 62
2003 76 141 69
2004 93 180 67
2005 79 139 54
2006 66 121 50 ]
2007 78 143 69 ]
2008 64 116 88
CELKEM 1164 1996 1007
i ] il

vice Stépa.

tabulka 2: Procentudlni zastoupeni typl kardiochirurgickych operaci, u kterych byl pouzit
chlopenni alograft - pocet operaci neodpovida poctu z banky vydanych §tépl, protoze 12

Stépti nebylo pouzito (chybn¢ rozmrazené, chybna manipulace) a u 5 operaci bylo pouzito

Typ operace Pocet %o
Korekce vrozené srde¢ni vady 545 55
Nahrada chlopn¢ / kofene aorty 283 29
Rosova operace 162 16
CELKEM




tabulka 3: Odbér chlopennich alografti dle jednotlivych pracovist (1992 — 2008).

(pozn.: IKEM-Institut klinické a expevimentalni mediciny, CKTCH-Centrum kardiovaskuldarni

a transplantacni mediciny, VFN — Vseobecna fakultmi nemocnice).

Pracovisté Polet %
Détské kardiocentrum FN Motol 530 52.6
Kardiochirurgicka klinika FN Motol 85 8.4
Kardiocentrum Ceské Budgjovice 105 10.4
[KEM Praha 37 3.7
Nemocnice Na Homolce, Praha 37 36
CKTCH Brno 25 25
Kardiochirurgicka klinika FN Hradec Kralove 11 1.1
Kardiochirurgicka klinika Olomouc 8 0.8
Kardiochirurgicka klinika VFN Praha 2 0.2
ZAHRANICI 167 16.7
CELKEM 1007 100

Odbéry od pediatrickych darct po zastavé obéhu (NHBD)

Transplanta¢ni centrum FN Motol reagovalo na pozadavky détskych kardiochirurgi
na §tépy détskych darcti tim, ze zaclenilo do svého programu i odbéry od pediatrickych tzv.
non heart-beating darct. V ramci programu odbéru organt republiky jsou totiz détsti darci
organti velmi ,vzéacni®, dlouhodob¢ tvori pouze kolem 5% poolu darcii republiky. Z tohoto
programu je tedy ro¢né k dispozici jen nékolik malo détskych srdci pro ptipravu chlopennich
Stepl, vétSinou vetSich zemielych déti. Proto jsou jedinym moznym zdrojem déti, zemielé na

pediatrickych JIP. Tento program je v souladu s deskou legislativou.**¢’
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V terminalnim stadiu onemocnéni potencialniho darce jsou oSetfujicim persondlem
informovani rodiée. V pripad¢, Ze souhlasi s odbérem srdce, je informovano Transplantacni
centrum FN Motol. Po uplynuti 2 hodin po umrti ditéte a po obdrzeni formainiho souhlast
rodict, provede odbérovy team odbér srdce za sterilnich podminek na lazku JIP — foto 1 a 2.

Bchem obdobi 8 let (2001 — 2008) bylo timto zplisobem a za uzké spoluprace
osetfujiciho personalu detskych JIP ziskano celkem 25 srdei (pfipraveno S0 Stépu), které byly
vhodné k odbéru na chlopenni alografty. Do dneSnich dnd byla vétSina z nich jiz pouzita ke
korekci vrozenych srde¢nich vad u pediatrickych pacientd na Détském kardiocentru FN
Motol.

Jak jiz bylo vySe zmincno, je zpusob zpracovani nejdulezitéjsi faktor, ktery urcuje
dlouhodobou trvanlivost a funkci chlopennich alografti. Z tohoto ddvodu jsme se rozhodli
ovérit soucasny protokol Transplantacniho centra FN Motol a jeho Banky kardiovaskularni
tkin¢ na vznik event. strukturalnich a morfologickych zmén alografti. ** ¢ Nasledujici prace
prob&hla ve spolupraci Transplantacniho centra FN Motol v Praze a Anatomického tstavu
Lékarske fakulty v Hradci Kralové (piednosta: doc. MUDr. Dagmar Slizova, CSc.) a zabyva
se morfologickym poskozenim endotelu a event. i hlubsich subendotelialnich struktur béhem
jednotlivych tazi procesu zpracovani a kryoprezervace chlopennich alograftu.

Zpusob odbcru, zpracovani a kryoprezervace je detailn¢ rozebran v kapitole

3.- Protokol Banky kardiovaskuléarni tkan¢ STB85 a byl 1 opakovan¢ publikovan. 08.69
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"‘Graf 1: Pocet odebranych srdci na alografty (1992 - 2008)
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Graf 2: Pocet vyrobenych a pouzitych aortalnich
a pulmonalnich alograft (1992-2008)
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Foto 1: Odebrany aortalni alograft od détského darce v¢etné oblouku aortu a proximalni
¢asti sestupné aorty. Prava pinzeta drzi ¢ast predniho cipu mitralni chlopné.

Foto 2. Odebrany aortalni alograft od détskeho darce. Pohled z komorové strany. Pinzeta
opét drzi Gast predniho cipu mitralni chlopné. Stdp je injekéni stifkackou (pod tlakem)
naplnén Ringerovym roztokem a je konstatovana perfektni kompetence aortaini chlopng
(véncité teonv isou ligovanv).
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3. Material a metodika

Studie byla zaloZena na vySetfeni a hodnoceni chlopennich alografti, které byly
zpracovany podle protokolu Banky kardiovaskularni tkane FN Motol, Praha ° °'. Byly
pouzity rutinné pripravené Stépy (splnujici vSechna kritéria k implantaci), které nebyly
propustény k pouziti pro mechanické poskozeni pfi zpracovani. Sténa velké cévy a minimaln¢

jeden cip byly intaktni a predstavovaly tedy reprezentativni vzorky tkané $tépa.

3.1. Protokol Banky kardiovaskularni tkané ve FN Motol, Praha

3.1.1. Odbér srdce pro acely ziskani chlopennich alografti

Srdce pro ptipravu chlopennich alograftt (AHV — allograft heart valve) jsou ziskavana
vsouladu s Ceskou legislativou, tedy s ,, Transplantainim zakonem™ (Zakon ¢. 285/2002 Sb.) i
se ,,Zakonem o lidskych bunkdch a tkanich™ (Zakon ¢ 296/2008 Sb.). Za dodrzovani
legislativy zodpovida transplantacni koordinator regionalniho transplantaéniho centra,
piipadn¢ vedouci odbcérového tymu tkanové banky (tkanového zarizeni). Jsou sterilné
odebirana od zemrtelych, u kterych byla prokazana smrt mozku, ale ob¢h funguje, tedy béhem
multiorganovych odbéri (MOO), v pripad¢, Ze srdce darce neni vhodné k transplantaci jako
organ (tzv. heart-beating darce — HBD). Dal§i moznosti je odbér od zemtelych s ireverzibilni
zastavou obchu), tedy od tzv. non heart-beating darct (NHBD). Takovy odb¢&r probihd bud’

Mac

steriln¢ na opera¢nim sale, nebo ,,ob¢ansky €ist¢” na pitevng.

Medicinska kriteria k odbéru AHV v dob& vyzkumu:

- obecna kriteria k multiorganovym odb¢riim, predev§im negativni s€rologicky screening
na HIV, hepatitidy B a C, syfilis a CMV, vylouc¢eni rizikového sexualniho chovani a pod.
odbér ,.bijiciho srdce™, az 48 hodin po zastave obchu

nasledujici nemoci byly kontraindikaci odbéru: aortalni stendéza nebo kalcifikace,
bikuspidalni aortalni chlopen, disekce ascendentni aorty, koarktace aorty, syfiliticka
aortitis, nadory srdce, tuberkuldza, sepse, mnohocetna ateroskleroza, Creutzfeldt-
Jacobsova nemoc

[schemické choroba srde¢ni naopak nebyla a neni kontraindikaci
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3.1.1.1. Sterilni odbér srdce od zemielych s bijicim srdce béhem
multiorganovych odbért a od NHBD v dobé vyzkumu

Postup odbéru srdce pro pripravu chlopennich alografti

Operovano bylo standardni chirurgickou technikou, prisné asepticky. Pristupem
k srdci byla stredni sternotomie, na konci multiorganového odbéru nebo pii odbéru od NHBD.

U multiorganového odbéru je nezbytné na bijicim srdci vylouéit signifikantni aortalni
a mitralni regurgitaci nebo stendzu, a to palpaci Selestu, pripadné echokardiograficky. Odbér
srdce nasleduje béhem multiorganovych odbérii po event. odbéru abdominalnich organi
(ledviny, jatra, pankreas) a/nebo plic. Srdce je odebrano s dlouhymi segmenty aorty
(ascendentni aorty a oblouku az po odstup levé podklickové tepny) a plicnice (odbCr véetné
bifurkace a jejich vétvi — preruseni az v hilu). Srdce je nasledn¢ ulozeno do sterilni nédoby

$200 — 300 ml Ringerova roztoku a jemnou masazi se vyplachne krev ze srdec¢nich dutin.

Odebrané srdce je nasledn¢ ulozeno k transportu do tkanové banky trojvrstevnou
technikou, tedy do sterilniho plastikového sacku s cca 250 ml Ringerova roztoku o teplote
+4°C, ktery je dale vlozen do dvou dalSich stejnych plastikovych sackid. Tyto sacky jsou
ulozeny v nesterilnim polystyrénovém transportnim kontejneru, kde jsou zasypany leden a

pfevezeny do Transplanta¢niho centra FN Motol k dalSimu zpracovani.

3.1.1.2. Odbér srdce od darci s nebijicim srdcem mimo operacni saly

Zuzena kriteria k nesterilnimu odbé&ru srdce pro ptfipravu AHV od darct s nebijicim srdcem:

- preference mladSich darcd, horni vékova hranice je 40 let
- preferenéné odbér od darcd, kteti zemieli nahodn¢ (nehoda, sebevrazda), nez od darct,

ktefi zemteli z davodu nemoci

Postup odbé&ru chlopennich alograftu

Odbér srdce se provadi pred, a nebo na zacatku pitvy. Piistupem k srdci je opét stredni
stereotomie. Srdce je také odebrano s dlouhymi segmenty aorty (ascendentni aorty a oblouku

az po odstup levé podklickoveé tepny) a plicnice (odbér véetné bifurkace a jejich vEtvi). Srdee
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je nasledn¢ ulozeno do sterilni nadoby s200 — 300 ml Ringerova roztoku tak, aby se
odstranily zbytky krve z jeho dutin.

Odebrané srdce je nasledné k transportu do tkéanové banky uloZeno stejné jako pfi
MOO trojvrstevnou technikou, tedy do sterilniho plastikového sac¢ku s cca 250 ml Ringerova
roztoku o teploté +4°C, ktery je dale vlozen do dvou dalSich stejnych plastikovych sacku.
Tyto sacky jsou uloZeny v nesterilnim polystyrénovém transportnim kontejneru, kde jsou

zasypany leden a prevezeny do Transplanta¢niho centra FN Motol.

3.1.2. Vlastni priprava aortalniho a plicnicového alograftu

Ptiprava chlopennich alografti by méla prob&hnout co nejdrive po odbéru srdce, a to
z divodu co nejkratsi doby studené ischémie, tak aby se udrzela viabilita zpracovavané tkané.
Aortalni a pulmonalni alograft je odebiran kardiochirurgem, za sterilnich podminek. v boxu
s laminarnim proud¢nim vzduchu (tfida 100); odebirana tkan je b&hem odbcru vlhka a
oplachovana v Ringeroveé roztoku.

Kvalita cipti chlopné, anulu a endotelu piilehl¢ aorty nebo plicnice je rutinné
kontrolovana tak, ze se cely odebrany koten aorty nebo kmen a vétve plicnice obrati , ,naruby™
-viz. foto 3 a 4. Kompetence chlopn¢ je testovana tak, ze se koten naplni 20 ml Ringerova
roztoku — viz foto ¢. 2. Alografty s vrozenym nebo ziskanym postizenim chlopné nebo
s vyznamnou aterosklerozou cipt nebo/a prilehlé cévni stény nejsou dale zpracovavany a
jsou vyfazeny. Kone¢n¢ se zmc&ii vnitini pramcr chlopné (v milimetrech) a délka velkych cév
(v centimetrech). K méfeni vnittniho praméru chlopné (anulu) se pouzivaji Hegarovy
dilatatory (10 — 30mm). Casti stény aorty a plicnice jsou odebrany na histologické vysetieni
(uskladnény v 10% formolu). Tfi vzorky zaorty 1 plicnice jsou pripraveny k samostatné
sterilizaci, a to stejnym zpusobem, jakym probchne sterilizace vlastnich alografti (z divodu
nasledného mikrobiologického vySetreni).

Patolog, nebo soudni I€kar, kteti ze zakona zajistuji povinnou pitvu kazdého darce
organi a tkani nemaji moznost srdce darce vySetfit. Proto je povinnosti kardiochirurga
prohlédnout a makroskopicky vySetfit celé srdce a velké cévy. Presn¢ popiSe anatomii,
v§echny patologické zmény chlopni, stény aorty a plicnice 1 myokardu vcetné event.
aterosklerotického poskozeni véncitych tepen. Z forenzniho hlediska (a z pohledu zdravotni
pojistovny) totiz kardiochirurg soucasn¢ provadi parcidlni pitvu srdce. Protokol o parciani
pitvé srdce podepisuje kardiochirurg a tento dokument je pfilohou pitevniho protokolu

piislusneho zemtelého — viz priloha 1.
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3.1.3. Sterilizace chlopennich alografti

Odebrané aortalni 1 pulmonalni alografty jsou uloZeny v plastikovych kelimcich

$ 200 ml nutriéniho media s roztokem antibiotik. Ke sterilizaci alograftt od BHD a NHBD

nebo od mrtvych darcli se pouzivaji rozdilné roztoky. Oba jsou zalozené na kombinaci

kultivatniho média E 199 a smési antibiotik (koncentrace v mg/ml):

Odbér alografta od HBD a NHBD:

Amikacin 0,1
Ampicillin 0,2
Cefoperazon 0,2
Fluconazol 0,1

(Amikin, Bristol-Myers Squibb)
(Ampicillin, Pliva d.d. Zagreb)
(Cefobid, Pfizer)

(Mycomax, Léciva as.)

Odbér alografti od kadaveréznich darcu pri sekei:

Amikacin 0.1
Ampicillin 0,2
Cefoperazon 0,2

Amphotericine B 0,1

(Amikin, Bristol-Myers Squibb)
(Ampicillin, Pliva d.d. Zagreb)
(Cefobid, Pfizer)
(Amphotericine B, Squib)

Roztok nutricniho media s antibiotiky musi byt ¢erstvy, pfipraven bezprostredné pred

pouzitim, s pH 7.3 — 7.4 (E 199 obsahuje barevny indikator, ktery zastava jasn¢ cerveny, ma-

li roztok pozadované pH). Pokud dojde k barevné zmén¢, musi se pH zkontrolovat a event.

pridat 8.4% NaHCO;

Mikrobiologicky screening

Dérci z multiorganovych odbéri a NHBD jsou rutinné testovani na HIV, hepatitidu B

aC, CMV, EBV a syfilis. Stejny sérologicky screening je nutny i z krve zemielych darci

chlopennich Stépt, pokud neslo o odbér v ramci MOO.

Dale se patra po ptipadné rezidualni infekci tkan¢ AHV. Po 24 hodinové inkubaci

y roztoku antibiotik jsou predem piipravené vzorky zaslany na mikrobiologické vysetieni

(acrobni & anaerobni kultivace véetn¢ detekce fugalni a mykoticke kontaminace a kultivace

na mykobakteria).
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3.1.4. Kryoprezervace chlopennich alografti

Kryoprezervace prodluzuje limit studené ischémie Stépi ze 6 tydnd na 5 let.
Kryokonzervace aortalnich 1 pulmonalnich alograftli od jednoho dérce se vétSinou provadi
simultanné.  V laminarnim boxu jsou chlopné¢ piemistény ze sterilizaéniho kultivaéniho
roztoku  superaseptickou technikou do kryoprotekéniho roztoku (E 199 s 10%
dimethylsulfidoxydem) a zataveny do plastikovych vakd (Gambro Hemofreeze bags NPBI
BV DF 1200, The Netherlands) dvouvrstevnou technikou.

Priprava kryoprotektivniho roztoku
20 ml studeného (+4 °C) fetalniho hovéziho séra nebo 5% lidského albuminu je
pfidano do 70 ml studeného (+ 4 °C) kultiva¢niho media E 199 bez antibiotik a promichano.

Nakonec se prida 10 ml dimethylsulfidoxydu (DMSO) s cilovou koncentraci DMSO 10%.

Programované zmrazeni alograftd

Setrna manipulace s alograftem se provadi pomoci jemné cévni pinzety, je zakazano se
dotykat cipt chlopn¢. Plastické kelimky, ve kterych jsou ulozeny chlopenni alografty. jsou za
sterilnich podminek otevieny, chlopné vyjmuty a jsou z nich odebrany 3 dalSi malé vzorky
k mikrobiologickému vySetreni (obdobné vySetieni jako po sterilizaci antibiotiky kromd¢
vydetfeni na mykobakterium). Nasledn¢ je alograft umisttn na 1 minutu do lazné
s kultivaénim médiem E 199 bez antibiotik a pak prenesen do mensiho plastikového vaku
(Gambro) s 40 — SO ml kryoprotektivniho roztoku. Z vaku je pecliv¢ odstranén vzduch, je
zataven a kone¢n¢ steriln¢ ulozen a zataven ve druhém vEtSim plastikovém vaku, ktery je
rovn¢z zataven. Dalsi faze kryoprezervace jiz probiha za nesterilnich podminek.

Teplota vaku, pred vlozenim do mrazici komory se musi udrzovat pfiblizn¢ + 4 °C,
protoze pifi této teploté je DMSO mén¢ cytotoxické. K zamezeni teplotnich vykyvi béhem
presunu alograftu do skladovaciho kontejneru s tekutym dusikem se vak uklada do kartonové
obalky, ktera jej mechanicky chrani a vyznamn¢ snizuje 1 teplotni vykyvy pozd¢ji, béhem

ptesunu chlopni v kontejneru ke klinickému pouziti.
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Vlastni éetrné’mraieni tkani zajiStovalo programovatelné chladici zatizeni lceCube
(SY-LAB Ltd., A-3002 Purkersdorf, Austria). Program byl empiricky nastaven tak, aby
teplota alograftli stejnomérné klesala zhruba o - 1 °C za minutu. Prib¢h nastaveni teploty
v komore ptistroje a v mrazené tkani ukazuje graf 1. Program zastavil chlazeni pfi dosazeni
teploty — 180 °C a &ekal 5 minut.

Alografty jsou uloZeny vtekuté fazi tekut¢ho dusiku pii teplote¢ — 196 °C
v kryoprezervacnim kontejneru (Tailor-Wharton Cryostorage Container 8K) v policovém
skladovacim systému ICS — 8K — BM (SY-LAB Ltd., A-3002 Purkersdorf, Austria), ktery

pojme 48 3tépll v kartonovych obalech.

3.1.5. Rozmrazovaci proces a vyjmuti Sté€pu k vlastni transplantaci

Alespont 30 minut pfed implantaci je alograft vyjmut z transportniho kontejneru
(Transportni Dewarova nadoba CP 500, Tailor Wharton HARSCO s moZnosti mérenti
teploty). Kartonova obalka se otevie a dvojvrstevny vak se necha rozmrazovat po dobu 15
minut pti pokojové teploté. Dale je vak umistén na dalSich 15 minut do nesterilni vodni lazné
o teploté + 37 °C. Nasledné je vngSivak sterilnimi nlizkami otevien a vnitfni vak vyjme
steriln€ salova instrumentéika na instrumentacni stolek. Chirurg jiz steriin¢ otevird vnitini vak
avyjima Stép k transplantaci. Doporuceny postup spravného a pomalého vymyti spociva
v postupném, 3x se za sebou opakujicim nafedénim kryoprotektivniho roztoku 1:1
Ringerovym roztokem o teplot¢ + 4 °C. Nakonec je alograft dvakrat oplachnut v Ringerové
roztoku a odeberou se dva vzorky na mikrobiologické vySetreni (anaerobni & anaerobni
vysetieni). Foto 5 ukazuje rozmrazeny aortaini alograft, ktery je pfipraveny k implantaci.

Stejny postup byl dodrzen v naSem experimentu.




Graf 1: Prib¢h teploty bdhem programovaného mrazeni chlopennich Stépt. Spodni kiivka
ukazuje pribc¢h teploty v chladici komote pristroje. Horni k¥ivka potom dokumentuje

skutecny pribch  teploty ve tkani podchlazovaného $t&pu bshem procesu programovaneého

zamrazovani.
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Foto 3: Chirurgicky pripraveny aortalni alograft . Pro usnadnéni hodnoceni kvality
sttny, kvality subanularni tkan¢ a zejména cipii (vylouceni event, vrozenych, ¢i
ziskanych zmén ) je obracen | naruby*.




Foto 4: Vypreparovany plicnicovy alograft véetn¢ bifurkace a odstupu obou vétvi. Obdobne
jako aortalni alograft je obracen . naruby™ a je hodnocena kvalita jeho cipd a subanulérni
svaloviny (kritické pro vlastni implantaci).

Foto 5: Aortalni alograft bezprostfedn¢ pied transplantaci - tj. stav po piedchozi
kryoprezervaci, rozmrazeni a chirurgické pfipravé. V ascendentni aorté jsou jiZ
vytvofeny dva otvory pro implantaci véncitych tepen (odstrizenim odstupu vénéitych
tepen darce).
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Priloha 1 .
TRANSPLANTACNI CENTRUM MOTOL

Banka kardiovaskulérvnl' tkané
Vedouci lékar: MUDr. Jaroslav SPATENKA, CSc.

FN Motol, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5
Tel.: 257 221 056, 224 433 000-1, FAX 257 221 056
Mobilni telefon 602 228 657 (trvalé spojeni na koordinatorky!)
E - mail: jaroslav.spatenka@Ifmotol.cuni.cz

Parcialni pitva srdce, které bylo ziskano pri multiorganovém
odbéru pro transplantacni ucely

Jméno, PRIJMENI darce

R ¢ ; Pojistfovna: PSC:
Pri¢ina imiti : Hmotnost: Vyska:
Datum, hodina Gmrti ; KS, Rh faktor:
Virologie - HbsAg: CMV:

HCV EBV

HIV BWR:

Stdce bylo odebranodne ... /... . 200. .. v ...  hod. .. min

Chirure:  MUDr.
Pracovisté:
Télo zemielého darce bude pfevezeno na oddéleni patologie — soudniho |ékafstvi — adresa:

Alotransplantaty srde¢nich chlopni pfipravil a srdce makroskopicky vySetfil:
MUDr. :

Dne...../....200...  v.... hod .. .. min.

Makroskopickv nalez pfi parcidlni pitvé:

Hruba anatomie:

Koronarni tepny:

Aterosklerotické zmény stény ascendentni aorty:
Aterosklerotické zmény chlopné aorty:

Srdeéni chlopné:

Stav myokardu:

Dal8i nalezy:

Zavér pro klinicke pouziti: Aortalni Step - Pulmondlni St&p —

VMotoledne:.................... POdpPIS: oo
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3.2. VySetieni vzorkii chlopennich alografti elektronovym mikroskopem

V prib¢hu studie bylo vySetieno celkem 20 chlopennich alograftd (9 aortalnich a 11
pulmonalnich), ze kterych vzniklo celkem 40 vzorkd (20 x cévni povrch, 20x komorovy
povrch chlopné¢). Tyto vzorky byly dale rozdéleny do 5 skupin k porovnani die zplsobu
zpracovani a uskladnéni. Povrchy vzorki byly hodnoceny pomoci rastrovaciho elektronového
mikroskopu Tesla BS 301 a byl stanoven stupert morfologického poSkozeni povrchl chlopné,
fj. endotelove vystelky, basalni membrany event. 1 hlubsich subendotelialnich struktur. Byl
zvolen rozsah zvétSeni od 400 x do 3000x pro prehledné zobrazeni az stredni detaily. Nékteré

vzorky byly rovnéz vySetteny pomoci svételné mikroskopie.

3.2.1. Rozdéleni vzorku do skupin

Jedna aortalni chlopeni byla ziskana pooperacné, jeji cipy byly rozdéleny na dv¢ Casti
a pouzity jako kontrolni vzorek. Jednalo se o pacienta muzského pohlavi, stredniho veku.
Indikaci k operaci byla vyznamna aortdlni regurgitace z diivodu anuloaortalni ektazie.
Cipy aortalni chlopn¢ nebyly makroskopicky ani mikroskopicky morfologicky postizené.
Chlopent byla po explantaci fixovana v Bakerové roztoku (4% vodny roztok

formaldehydu s chloridem vapenatym).

Ostatni vzorky (,.experimentalni) byly nasledné rozdéleny do 4 skupin (2. — 5.), které
odpovidaly jednotlivym fazim procesu uskladnéni a zpracovani chlopennich alograftli véetné
kryoprezervace. Porovnanim povrchil téchto vzorkd s kontrolnim vzorkem v rastrovacim
elektronovem mikroskopu jsme zjistili, jak se jednotlivé faze zpracovani chlopni odrazi

v jejich povrchové morfologii.

1. Kontrolni vzorek byl porovnan s t¢mito skupinami:

2. Vzorky semilunarnich chlopni ziskanych od non heart-beating darce
Ziskano pti odbéru na pitevné od mrtvého darce. Bezprostiedne po odbéru byly
chlopn¢ fixovany v Bakerové roztoku.
Doba teplé ischémie 12 a 48 hodin.

(3 aortalni a 3 pulmonalni alografty, celkem 12 vzorki).




3. Vzorky semil'umirnich chlopni uloZenych ve fyziologickém roztoku pri teploté
+4°C
Ziskano béhem multiorganového odbéru.
Doba studené ischémie 4 hodiny a 15 hodin.
(2 pulmonalni alografty, celkem 4 vzorky).

4. Vzorky ulozené v kultiva¢nim tkanovém médiu E 199 s roztokem antibiotik
(Cefuroxime 0.2 mg/ml + Piperacillin 0.2 mg/ml + Netilmicin 0.1mg/m! + Fluconazol
0.1 mg/ml)

Ziskano be¢hem multiorganového odbéru.
Doba teplé ischemie: 24 hodin pii teploté + 37 °C.

(2 aortalni a 3 pulmonalni alografty, celkem 10 vzorku)

Pozn.: tato doba teplé ischemie 24 hodin p¥i teplote + 37 °C odpovidd v nasich
podminkdch u vétsiny chlopni i realité, tj. vysledné dobe teplé ischemie, kdy jsou

chlopneé sterilizovany po dobu 24 hodin p¥i teploté + 37 °C.

S. Kryoprezervované vzorky
Doba uskladnéni 6 — 36 mésicu.
Vzorky byly pred zpracovanim rozmrazeny standardnim zptsobem, tj. podle
protokolu Banky kardiovaskularni tkan¢ Transplanta¢niho centra Motol. 68, 69

(3 aortalni a 3 pulmondlni alografty, celkem 12 vzorka).

Zasadni je, ze tyto kryoprezervované vzorky byly prfed zmrazenim zpracovany podle
rutinniho protokolu, tj. vetn¢ antibiotické sterilizace a dalSiho uchovavani
v kultiva¢nim médiu E 199 pi1 teploté¢ +4 °C po dobu nckolika dni. Morfologie
povrchl téchto vzorka potom odrazi kombinaci vlivu zpracovéni, kryoprezervace i

rozmrazeni.




3.2.2. Priprava vzorki a metoda rastrovaci elektronové mikroskopie

Nejprve byly vzorky fixovany v Bakerove roztoku po dobu jednoho tydne a nasledn¢
byly prikrojeny na bloc¢ky o velikosti maximaln¢ 3 x 5 x 10 mm. Vzorky byly nésledné
archivovany v Bakerov¢ fixa¢nim roztoku. Vybrané ¢asti cipi chlopni byly pak natazeny na
kousky lisovaného pénového polystyrenu a fixovany po okrajich jez¢imi bodlinami (diivodem
je zabranit zkrouceni cipu pfi suseni, jez¢i bodliny nekoroduji v pouzivanych chemikaliich).
Krychlému a Setrnému vysuSeni vzorkd jsme pouzili nami modifikovanou a
standardizovanou chemickou metodu vyuzivajici silyka¢nich a hydrofobiza¢nich vlastnosti
hexamethyldisilazanu (HMDS), /CAS No. 999-97-3, chemicky vzorec : (CH;3);3-Si-NH-
SI(CH3)s/. Tato extrémné tékava organokfemicita sloucenina, ktera se pouziva v plynové
chromatografii a pfi vyrob¢ polovodict, zacala byt v poslednich letech vyuZivana i

k $etrnému vysouseni nkterych biologickych tkani. 7

Postup vysouSeni:

vyprani vzorki v destilované vodé — S minut
odvodnéni vzestupnou etanolovou fadou - 70%, 85%, 95% a 100% - po S minutach
ponoteni do smési 100% etanolu a 100% HMDS v poméru 1:1 na 10 minut

ponoieni do 100% HMDS (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) na 30 minut

wn

vysuSeni na vzduchu v digestoii pii pokojové teplot¢ bchem 30 minut (vzorky zbélaji a
dostanou vzhled cigaretového popela)

6. vysuSené vzorky se prechovavaji v exsikatoru nad silikagelem

Dehydratované tkanové blocky byly montovany resp. lepeny vtefinovym lepidlem
Loctite ve form¢ gelu na kovové podlozni desticky (plech z nerezové oceli tloustky 0,8 mm,
odmastény acetonem), nasledné pokoveny naparenim vrstvy zlata o tloustce 10 nm ve vakuu
(firma Krystaly a.s., Hradec Kralové) a prohlizeny v rastrovacim elektronovém mikroskopu
Tesla BS 301 v rezimu sekundéarnich elektront pfi urychlovacim napéti 25 kV.

Dokumentaéni snimky zhotovené klasickym fotografickym procesem (fotoaparat
Praktica na kinofilm Konica VX400 monochrome - ¢ernobily negativni film vyvolavany

barevnym procesem (proto maji nékteré¢ snimky barevny podton) byly naskenovany a

pocitacove editovany (pouze ofezani okraji a zmenseni velikosti obrazu v pixelech)




3.3. Hodnoceni vzorku chlopennich alografta

Pro hodnoceni strukturalni integrity a morfologickych zmén endotelu pomoci

skenovaciho elektronového mikroskopu bylo vypracovano nasledujici skore 1 — 6 63,

. Morfologicky intaktni endotel — predpokladané morfologické zmény nejsou
v povrchové morfologii endotelialnich bun¢k pozorovatelné.

2. Splyvajici endotel se strukturilni nehomogenitou endotelu a s detekovatelnymi
zménami membran endotelovych buncék.

3. PoruSeni interceluldrnich kontakti — kontinuita endotelialni vystelky je ztracena.
Svrastélé endotelidlni bunky stale adheruji k basalni membranc.

4. Separace endotelialnich bunék — endotel je odpojen od basalni membrany. Nejprve
buriky ,,vy¢nivaji“ svymi intercelularnimi okraji do lumina, pozd¢ji je mozno
pozorovat az slupovani endotelialni vystelky.

5. Kompletni ztrita endotelu s obnazenim basialni membrany.

6. PoSkozeni subendotelidlnich struktur — chlopenni povrch je kryt pouze zbytky
basalni membrany, vldknita struktura lamina fibrosa a lamina ventricularis maze byt

¢aste¢né destruovana .

Histologické preparaty, které byly vySetfeny pomoci svéteiné mikroskopie, byly
ptipraveny standardni technikou parafinovych rezii a barveny orceinem a indigokarminem

podle Fraenkela (elasticka vlakna hnéd¢, kolagenni vazivo zelenc).

V rastrovacim elektronovém mikroskopu byly prohlédnuty povrchy vSech vzorki, pro
kazdy preparat bylo stanoveno skore podle charakteru prevazujicich a nejzavazn¢jSich zmén.
Zaroven byly ze skorovani vylouceny preparaéni artefakty. Fotograticky byla dokumentovana
jen ¢ast preparatti. Vzhledem k malému poctu vzorkd celkove 1 v jednotlivych skupinach
nebylo mozno pro hodnoceni statisticke vyznamnosti rozdili pouzit exaktnich statistickych

metod.
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4. Vysledky

1. Kontrolui vzorek (odbér od darce s bijicim srdcem - HBD, nativni cipy, dale
nezpracovany).
Ventrikularni strana cipu byla pfevazné pokryta souvislym endotelem, jehoz vzor byl
nepravidelny. Na v¢tSiné endotelovych bunék je patrna perinuklearni exkavace
zpusobena do¢asnym ulozenim vzorku ve fyziologickém roztoku pfi teplot¢ b&zné na
operacnim sale. Hypoteticky lze usuzovat na buné¢nou depleci drasliku.
(skore 2).
(foto 1 —2)

2. Vzorky od déarce po zastavé obéhu - NHBD (odebrano bchem pitvy, doba teplé
ischemie 12 — 48 hodin po smrti).
Doba teplé ischemie 12 hodin:
Na ventrikularnich povrsich vySetfovanych vzorkl, které byly odebrany 12 hodin po
smrti, byla zji§téna pocinajici separace endotelialnich bunck od basalni membrany
(skore 3 - 4). N&které endotelialni bunky smefovaly k povrchu svymi intercelularnimi
okraji. Povrch aortalnich 1 pulmonélnich cipi byl zvrdsnély, a to na podkladé
zvinéné lamina fibrosa. Rozpusténi intercelularnich kontaktd a separace endotelialnich
bunck byla pozorovana na arterialni stran¢ cipt (skore 3 - 4).
Doba teplé ischemie 48 hodin:
U dalSich vzork s del§im Casem teplé ischémie az 48 hodin byly vySe popsané zmény
vice vyjadreny a byly zde pritomny 1 pokrocilej$i znamky poSkozeni endotelu —
slupovani endotelialni vystelky (skore 4 — 5) az Gplna ztrata endotelu (skore 5).

(elektronova mikroskopie: foto 3 — 6. svételna mikroskopie: foto 19 )

3. Vzorky pulmondlnich alografti ddrca s bijicim srdcem, uloZenych ve
»fyziologickém roztoku* (doba studené ischémie 4 a 15 hodin).
Doba studené ischemie 4 hodin:
Na cipech pulmondlni chlopné bylo pozorovano Siroké spektrum zméen, a to od

casteCné ztraty endotelu (skore 4) az k GipIné ztrat¢ endotelu (skore 5).
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Doba studené ischemie 15 hodin:
Misty dosahovalo poSkozeni tkan¢ u vzord odebranych 15hodin po smrti az
posledniho stupné s poSkozenim hlubSich vrstev tkan¢ (skére 6).

(elektronova mikroskopie: foto 7—10)

4. Vzorky chlopennich alografti ulozené v kultivaé¢nim médiu E 199 s roztokem
antibiotik pfri teploté + 37 °C.
Doba teplé ischémie 24 hodin.
Vysetieni téchto vzorki prokéazalo témét kompletni endotelovou vystelku (skore 5).
ZvInéni povrchu vzorki je zptisobeno korugaci hloubgji uloZené lamina fibrosa.

(elektronova mikroskopie: foto 11-14)

5. Kryoprezervované vzorky.
Doba uskladnéni pii teploté tekutého dusiku (- 196 °C) 6 — 38 mésici.
Vysetiené vzorky prokazaly kompletni ztratu endotelu na ventrikularni 1 vaskularni
stran€ cipt aortalnich 1 pulmonalnich alograftu (skore 5). Byla viditelna lamina fibrosa
i lamina ventricularis. Misty doSlo k poSkozeni 1 hlubSich subendotelialnich struktur
(bylo mozno sledovat kolmo se kfizici vrstvy elastickych vlaken) (skore 6).

(elektronova mikroskopie: foto 15 — 18. svételnd mikroskopie: foto 20 - 21)

Na zéklad¢ pozorovani povrchii preparati lze fici, ze vétSina povrchi méla
charakter nepravidelné mozaiky, kde zmény vétSinou spadaly do dvou sousednich hodnot
skore. Nebyly pozorovany zadné gradienty zmén ve smcru toku krve (kolmo na dlouhou
osu endotelovych bunck), vzdy se jednalo o zminénou mozaiku, kterd po vylouceni
artefaktti spolehlivé charakterizovala kvalitu povrchu.  Mozaikové rozlozeni zmén je

patrn¢ mozné pric¢ist nestejnomérnému napcti listku chlopné pti jeho vysouSeni.
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fabulka 1: Vysledky elektronové mikroskopie (dle skore) podle zpiisobu zpracovani

Vzorky chlopennich alograftu podle zpasobu zpracovani Skore

Kontrolni vzorek

Aortalni chlopett 2
Vzorky od NHBD teplé ischémie 12 hodin 3-4
12 vzorkt (aortalni 1 pulmonalni : : )

alograft r tepld ischémie 48 hodin 4-5
Vzorky ulozené ve fyziologickém studens ischemic 4 hodiny 5
roztoku

4vzorky (aortalni 1 pulmonalni studend ischemie 15 hodin 6
alograft)

Vzorky ulozené v kultivaé¢nim mediu E 199 s roztokem antibiotik.

Tepla ischémie 24 hodin 5

10 vzorkt (aortalni i pulmonalni alograft)
Kryoprezervované vzorky

Doba uskladnéni 6 — 36 mé&sictl 5-6
12 vzorkt (aortalni i pulmonalni alograft)
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1. Aortalni chlopen, kontrolni vzorek - komorova plocha, zvét§eni 470 x. Endotel
souvisle pokryva povrch.

2. Aortalni chlopen, kontrolni vzorek - komorova plocha, zvétSeni 1170x. V detailu
neni povrch endotelu hladky, plochy, jak by m¢l byt v norm¢, bunky jsou mirn¢ zduielg,
jejich membranovy povrch je zdrsnély — pocinajici degenerativni zmény. Misty se buiiky
zacinaji odd¢lovat od bazalni membrany, intercelularni kontakty se rozruSuji.
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3. Aortalni chlopen, NHBD, tepld ischémie 12 hod., komorova plocha, zvétSeni
1000 x. Souvisla endotelova vrstva. Degenerativni zm¢ény: zdufeni bunék, které maji
spiSe vietenovity tvar nez oplostély. (odber kontrolniho vzorku béhem pitvy)

4. Detail obrazku ¢. 3, ale jiné misto povrchu, zvétSeni 2200 x. Bunky se
vyrazné oddéluji od bazalni membrany (BM), endotelovad vrstva je netpina,
intercelularni kontakty rozruSené, misty je vidét hola BM. Tyto zmény jsou
zpusobeny ncékolikahodinovym intervalem mezi smrti a pitvou.
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S. Chlopen plicnice, NHBD, tepla ischémie 48 hod., komorova plocha, zvétSeni
410x. Na obrazku je vidét misty souvisly endotel, jinde se degenerované bunky jiz
odlupuji a basalni membréna je obnazena

6. Chlopen plicnice z obr. ¢. 5, komorova plocha, zvétSeni 1800 x. V detailu je
vidét odlucujicich se endotelialni buriky (viz Sipka).
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7. Plicnice, darce s bijicim srdcem, studena ischémie 15 hodin ve ,fyziologickém
roztoku‘ - komorova plocha, zvétSeni 360x. Plocha je zcela zbavena endotelu, je
viditelny povrch vazivové lamina ventricularis. Zvrasnéni odpovida usporadani vnitini
(hlubsi) vrstvy lamina spongiosa, jisté zvyraznéné fixaci preparatu

8. Plicnice z obr. €. 7 - komorova plocha, zvétSeni 3000x. . Na plose je vidét vazivova
lamina ventricularis i zbytky basalni membrany (viz. Sipka).
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9. Plicnice, stejnia chlopen jako na preparatu 7 a 8, cévni plocha, zvétSeni 1430x.
Zachované zaplatovité useky degenerujiciho endotelu — vpravo. Vievo tenka basdini
membrana Kkryjici prominujici buiky lamina fibrosa, jedna se pravd¢podobn¢ o
myofibroblasty.

10. detail obrazku 9 (plicnice, cévni plocha), zvétSeni 2400x.
Preparat rozdélen na dva trojuhelniky. Levy horni: pozorovatelna endotelova vystelka.
V dolnim trojuhelniku endotel chybi a je odhalena basalni membrana.
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11. Plicnice, darce s bijicim srdcem, 24 hod. v E 199 s koktejlem antibiotik,
komorova plocha, zvétSeni 480x.
Viditeln€ ojedinélé endoteloveé buriky, které jesté adheruji k basalni membrané.

12. Plicnice z obr. €. 11, komorova plocha, zvétSeni 1210x.
Detail basalni membrany, ktera je zcela bez endotelu. Je viditelnd lamina ventricularis.




13. Plicnice z obr. ¢. 11, cévni plocha, zvétSeni 710x.
Odhalena basalni membrana s ojedinélymi burikami endotelu (viz. Sipka). Pod ni je
pozorovatelna lamina fibrosa, opét zvrasnéna.

14. Plicnice z obr. €. 11, cévni plocha — detail, zvétSeni 2400x.
Je vidét detail bazalni membrany a ojedinélé endotelidlni buiky (viz. Sipky).
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15. Aortalni chlopen, darce s bijicim srdcem, sterilizace antibiotiky, programované
zamrazeni a Kryoprezervace pri teploté tekutého dusiku 12 mésicli, rozmrazeni,
komorova plocha, zvétSeni 1900x.

16. Aortalni chlopen z obr. €. 15, cévni plocha, zvétSeni 2000x.
Je vidét vazivova lamina fibrosa, ktera je misty lehce popraskana. Endotelialni buriky ani
basalni membrana nejsou pritomny.




17. Plicnice, darce s bijicim srdcem, sterilizace antibiotiky, programované zamraZzeni
akryoprezervace pri teploté tekutého dusiku 12 mésicu, rozmraZzend,, komorova

plocha, zvétseni 2700x.
Ventrikularni plocha je zcela zbavena endotelu, rozrusena. Objevuji se jeji hlubsi vrstvy

18. Plicnice z obr. €. 17, cévni plocha, zvétSeni 2700x.
Lamina fibrosa, ktera je zcela bez endotelu. Jeji povrch je souvisly, jen misty

mirné porudeny.




19. Pulmonadlni chlopeni, NHBD, tepld ischémie 12 hod., odbér béhem pitvy, zvétSeni
100x (odbér ze soudniho I¢karstvi b&hem pitvy). Vpravo je cévni strana lemovana fetizkem
endotelovych jader a kolagenniho vazivo, leva komorova strana je lemovana vice elastinem,

Jader je mén¢ a jsou hiire Citelna.

20. Plicnice, darce s bijicim srdcem, sterilizace antibiotiky, programované zamraZeni
a kryoprezervace 12 mésicu, rozmraZena,, Pirehledny snimek - prufez cipem véetné
jejiho pripojeni ke sténé, malé zvétSeni — 40x. Zmény pi1 tomto zvétSeni nejsou
vyrazné. Horni okraj s elastinem je ventrikularni. Jedna se chlopeni, znazornénou pomoci
elektronové mikroskopie na obr. 17, 18.
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21. Pulmonélni chlopen, detail obrazku 12, zvétSeni 200x. Oba okraje jsou bez
endotelu, vazivo ¢astecné rozruSené. Vpravo okraj cévni s kolagennim vazivem, smérem
k ventrikularnimu okraji pfibyva elastinu. Jedna se o puavodné kryoprezervovanou
chlopen, jeji znazornéni pomoci elektronové mikroskopie — viz. obr. 17, 18.
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5. Diskuze

Odbér, zpracovani 1 transplantace chlopennich alograftti se ve FN Motol datuje od
roku 1982, klinické pouziti od r. 1983. Pivodn¢ byly alografty pouZzivany jako tzv. Cerstvé, tj.
pouze antibioticky sterilizované. Vroce 1992 wvznikla Banka chlopenni alogratta
(rozhodnutim Ministerstva zdravotnictvi zr. 1996 se dnes jmenuje Specializovana tkanova
banka STBS85 - Banka kardiovaskularni tkané) a od té doby se stal odbér, kryoprezervace

a transplantace alografti rutinni metodou.

Cilem této studie bylo ovérit protokol zpracovani a kryoprezervace aortalnich a
pulmonalnich alograftd, ktery se pouziva v Bance kardiovaskularni tkané Transplantaéniho
centra FN Motol. ** ® Konkrétng pak zjistit, jak se jednotlivé faze zpracovani, které jsou
soucasti naSeho protokolu, odrazeji morfologii povrehu zpracovavanych chlopni. Zmény
v povrchové morfologii chlopennich cipli jsme hodnotili pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie. 7t

Vyhody elektronové mikroskopie pi#i hodnoceni povrchu chlopni popsal jiz
Hammon v roce 1974. 7> Metodiku zpracovani vzorkii originaln& modifikovali hrade&ti autofi,
ktefi upravili a zjednoduSili zejména vysouSeni vzorkl. Vyznamnym pfinosem této
modifikace je zlevnéni procesu. "’ V sougasnosti je mozno vyietfovat vzorky o velikosti
radove az ctvereCnich centimetri. To umoZznuje kvalitni hodnoceni povrchovych struktur za

riznych podminek, napt. reologickych nebo osmotickych. 7.

Elektronova mikroskopie je zejména vyhodna ke stanoveni zmén endotelialnich bunck
a da se pouzit 1 k hodnoceni povrchii napf. explantovanych chlopni. 7 Pomoci uréeni
morfologickych zmén se rovnéz miizeme nepfimo vyjadiit k event. viabilité bun¢k. Jedna se
ale pouze o orientacni stanoveni viability. Ke kvantitativnimu nebo kvalitativnimu stanoventi
viability endotelialnich bunck nebo fibroblasti jsou nutné jiné metody (kapitola 6. 2 Metody

hodnoceni viability).

Konkrétni vyhody pouZzité metodiky jsou:

- Setrné vysuSeni vzorki relativné rychlou a jednoduchou chemickou metodou, na

rozdil od CPD (critical point drying) je mozné zpracovat desitky vzorki najednou,




- moznost prehlédnuti velkého rozsahu povrchu chlopni (zde byla velikost vzorku
limitovana velikosti podlozni desticky (12 x 12 mm), bez obtizi lze ptipravit preparat
z celého cipu polomésicité chlopng,

- prav¢ pro moznost hodnoceni velkého rozsahu povrchii se domnivam, ze by bylo
mozno doporucit tuto metodu jako metodu volby pro screening morfologickych zmén
po ruznych zplsobech zpracovani chlopni ve tkanové bance, pripad¢ v praimyslu pfi
ptiprav¢ xenografta

- klasické histologické metody zde mohou selhdvat (problémy zejména s prikazem
ptitomnosti endotelu, ktery mlze ,,opadat™ pfi histologickém zpracovani (odvodnéni a
zaliti do parafinu) a krajeni na mikrotomu,

- ukazuje se, ze z¢jména endotel chlopni je velmi citlivy na vnéjsi vlivy (fyziologicky
roztok, poSkozeni néstroji pii preparaci, ptilisné napnuti listku chlopn¢ pri vysouseni,

apod.)

Z vysledkG naSi studie vyplyvd, Ze jednotlivé faze zpracovani vedou
k vyznamnému poSkozeni az k aplné ztraté endotelu (skore 3 — 4 u teplé ischémie 12
hodin a skore 5 — 6 u teplé ischémie 48 hodin, skore 5 — 6 p¥i uskladnéni alografta 24
hodin ve fyziologickém roztoku o teploté +4°C, skore 5 pri ulozeni alograftd
v kultivaénim médiu E 199 s roztokem antibiotik pri teploté + 37 °C po dobu 24 hodin a

kone¢né skore S — 6 po kryoprezervaci).

Uskladnéni alografta ve fyziologickém roztoku vedlo uniformné k naprosté ztrate
endotelu 1 subendotelidlnich struktur a to presto, ze se jednalo o studenou ischémii s
omezenou délkou expozice do 24 hodin. Devastujici u¢inek fyziologického roztoku byl
v minulosti jiz popsan. '°,”” V péivodnim protokolu jsou chlopné bezprostiedné po odbéru
skladované ve fyziologickém roztoku. Vzhledem k vysledkim této studie jsme ustoupili od
kritkodobého kontaktu alografti s fyziologickym roztokem a chlopné ihned po odbéru
ukladat ve perfiznim roztoku pro odbér orgianu, nebo primo v kultivaénim médiu
E 199.

Je zjevné, ze kombinace jednotlivych fazi zpracovani, a to 1 pfi vynechani uskladnéni

ve fyziologickém roztoku, vede k t&zkému poskozeni endotelu nebo event. az ke ztratc

endotelové vystelky. Vi se, ze kritické je slozeni smési a koncentrace antibiotik, a ur¢it¢ také
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teplota bchem sterilizace antibiotiky. Nckteré tkanové banky uzivaji sterilizaci pii nizké

teplote.”

Kryoprezervace a jeji vliv na strukturalni integritu alografta

Jak jiz bylo uvedeno v ptedchozi kapitole, vyhodnocené kryoprezervované vzorky
byly pred vlastnim zmrazenim zpracovany podle vySe uvedeného protokolu Transplantaniho
centra FN Motol, tj. v€etn¢ antibiotické sterilizace a teplé i studené ischémie. Vysledné skore
pted kryoprezervaci bylo tedy neyméné 5. Skore po kryoprezervaci bylo 5 — 6, tj samotny
proces kryoprezervace poSkozeni tkané ddle vyznamnéji neprohloubil. Chlopn¢, které
byly kryoprezervovany, mély ale jiz pfed vlastnim zmrazenim endotel vyrazn¢ poSkozeny
anebo byly endotelu zcela zbavené. Proto se z této prace nedd usuzovat, zda-li samotna
kryoprezervace poSkozuje endotel ¢i nikoli. Z dalSich praci, které budou v pribchu této
kapitoly diskutovany vyplyva, Zze samotny proces zmrazeni chlopni nema vyznamné negativni
vliv na strukturdlni integritu a povrchovou morfologii alograftd. Ty jsou primarné

determinovany procesem, ktery kryoprezervaci predchazi.

Zpracované alografty jsou v naSich podminkach implantovany bez endotelu. Neni
jasné, jestli poskozeni fibroblasti a extracelularni matrix probihd simultinné
s poSkozenim povrchovym struktur anebo k nému dochazi opozdéné. Predpokladame, Ze
alespont Castecné jsou hlubsi struktury chrénény endotelem a basalni membranou a ze tedy
k jejich poskozeni dochazi s ¢asovym odstupem tj. az po ztrat¢ endotelu a basalni membrany,

kdy jsou hlubsi struktury vystaveny toxickym u&inkim. 7

Vzhledem ktomu, Zze zachovéni integrity extracelularni matrix je jednim
z predpokladi dobrych mechanickych vlastnosti 1 dlouhodobé funk¢nosti a trvanlivosti
alograftu, je nutné omezit poSkozeni povrchovych struktur na co nejmensi mozZnou miru.
Vtomto smyslu studie splnila to, co jsme od ni ofekdvali a povede ke konkrétni zméné
postupu zpracovani chlopennich alografta, tj. vynechani l4dzné alograftd ve
fyziologickém roztoku. Tyto zmény se netykaji pouze zpracovani aortilnich a
pulmondilnich alografti, ale v budoucnosti budou platit i pro zpracovani mitralnich
alograftu. Tento program chysta Banka kardiovaskularni tkané a Transplantaéni centrum

Motol v nejbliz8§i budoucnosti zahajit. Experimentalni faze pripravy tohoto programu jiz
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(spssne probehla. ', Rovnéz byly jiz kryoprezervovany dva lidské mitraini alografty,

prozatim pro experimentalni ucely.

Vysledky nasi studie jsou v uréitém rozporu s n¢kterymi publikovanymi studiemi,
které¢ se zabyvaly morfologickymi zm¢nami povrchii kryoprezervovanych alograftt a event.
jejich viabilitou a které, za predpokladu zachovani ur¢it¢ho postupu zpracovani, prokazaly
zachovani viability endotelovych bunck nebo fibroblastd. Jak bude probrano dale, pro
strukturdlni integritu a viabilitu kryoprezervovanych alografti je nezbytné minimalizovat
dobu studené a teplé ischémie. Zachovani téchto podminek je primarni predpoklad k udrzeni
viability zpracovdvanych chlopni. Zde ma protokol =zpracovani alografti Banky
kardiovaskularni tkané FN Motol urgité rezervy, a to zejména v délce studené ischémie (doba
nez jsou chlopn€ kryoprezervovény). Tato prodleva je ale v soucasnosti t€zko ovlivnitelna,
nebot’ je dana kapacitnimi moznostmi kryoprezervaéniho stiediska, které zatim banka

nevlastni.

Doba tepl¢ ischémie je v nalich podminkach pomérné kratka. Naprosta vétSina
alografti je ziskana béhem mulitiorganovych odbéri, kdy jsou chlopné po odbéru ihned
zaledovany. Trvani teplé ischémie je tedy cca 24 hodin, kdy jsou alografty ulozeny
v kultivanim médiu  E 199 s roztokem antibiotik pii teploté + 37 °C. Nasledn¢ jsou jiz

chlopné skladovany pfi teplot¢ + 4 az + 8 °C a to az do kryoprezervace.

V dalsi fazi tohoto projektu chceme zjistit, jak by se optimalizace postupu (tepla
ischémie do 12 hodin, studend ischémie 24 hodin s nasiednou neodkladnou kryoprezervaci)
odrazila ve strukturalni integrit¢/povrchové morfologii alografti. Zmeény v morfologii chlopni
se budou hodnotit opét pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Viabilita se stanovi
pomoci svételne mikroskopie a to jednoduchou metodou vyluc¢ovani barviva bunkami — viz

kapitola 5.2 Metody hodnoceni viability.
Limitace studie

Omezeni (limitace) studie - jde pouze o povrchové struktury znizornéné na
rastrovacich elektronogramech. Dochéazi vSak i1 ke zméndm ve hlubokych strukturach
chlopng. ” Proto se miize zdat histologicky popis do jisté miry ,amatérsky™, i kdyz zde nejde

o histologicky popis, ale o popis rastrovacich elektronogramu (nejedna se o barvene rezy, ale
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0 ernobilé povrchy). Je obtizné jednoznacn¢ identifikovat bunééné elementy a typ vlaken
(elasticka, kolagenni). Zde je mozna Korelace s histologickymi a imunohistochemickymi
metodami, které zachycuji specifické prvky tkan¢ v fezech, coz v3ak neposkytuje predstavu o
celém povrchu chiopné. Tyto metody poskytuji pouze parcialni pohled a detekuji jen nékteré
struktury. Takovyto pohled vSak nebyl pfedevsim z ekonomickych diivoda cilem této prace, a

proto byla klasicka histologie pouZita jen orientacn¢.

Statistika: VySe uvedené vysledky nebyly statisticky zpracovany. Duvodem je
maly pocet vzorku a zna¢na variabilita podminek uvniti jednotlivych experimentalnich
skupin. Proto nelze pouzit parametrické ani neparametrické (vhodné pro malé pocty

vzorku) statistické testy. Maly pocet vzorku je bohuZel din vzacnosti materialu.

V prabchu poslednich nékolika desetileti, v disledku vysledkl retrospektivnich studii,
kter¢ se zabyvaly pouzivanim chlopennich alografti, doslo v procesu odbéru, zpracovani a

80. 81, 82, 83 o / . .
182 % 0d pavodni chemické prezervace

uskladnéni, k mnoha vyznamnym zménam.
(aldehydy, PB-propiolakton), ozareni, prezervace v etylen oxidu, se postupné pteslo
k soucasnosti pouzivanému uskladiiovani v nutri¢cnim médiu a kone¢né ke kryoprezervaci.
Alografty, které byly zpracovavany plivodnimi, dnes jiz historickymi a velmi neSetrnymi
zpisoby, jako je chemicka prezervace nebo ozateni, prokazovaly, ve srovnani se soucasnymi
technikami prezervace. velmi malou trvanlivost. Proto je viabilit¢ tkani chlopné dodnes
pripisovana klicova tloha v udrzeni dlouhodobé trvanlivosti a funkci implantovanych
chlopennich alografti. ** Toto tvrzeni je podpoteno diouhodobymi vysledky alografta, které
byly zpracovany soucasnymi technikami a které jsou, ve srovnani s historickymi™, podstatné

~r 83, 86. 87,82, 83
lepsi.

V soucasnosti mame podle zptisobu zpracovani 3 druhy chlopennich alograttii:

- Homovitalni alografty: alografty odebrané€ za steriinich podminek bchem srde¢ni
transplantace od ptijemce noveho transplantovaneho srdce anebo alografty ziskané
béhem multiorganovych odbérii. Jsou uskladnény v tkanovém kultivacnim meédiu bez
antibiotik a implantovany v co mozna nejkratSim ¢ase. V soucasnosti se pouzivaji jiz
naprosto ojedincle, ale nemocni s témito Stépy jsou peclivé sledovani a srovnani

dlouhodobych vysledkt této skupiny s dalSimi je s napétim ocekavano.
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- Cerstvé alografty (,.fresh allografts™), tzv. antibiotiky sterilizované alografty: Tyto
alografty jsou odebirany béhem multiorganovych odbérli anebo od mrtvych darct a to
az 72 hodin po smrti darce. Jsou antibioticky sterilizovany a nésledn¢ uchovany
v kultivaénim médiu pri teploté okolo +4 °C az do implantace (az 6 tydni).

V soucasnosti jsou pouzivany zcela ojedinéle.

- Kryoprezervované alografty: inicialn¢ obdobny postup jako u ¢erstvych alograftu.
Po antibiotické sterilizaci jsou alografty kryoprezervovany a skladovany pfi teploté
pod - 140 °C v plynné fazi dusiku, pfipadn¢ v tekuté fazi dusiku pfi teploté¢ — 196 °C

(Jako napft. v nasi bance), a to po dobu az 5 let.

Z vyse uvedenych skupiny alograftii je v soucasnosti jednozna¢né nejpouzivancjsi tzv.
kryoprezervovany alograft. Vyhodou kryoprezervace je moznost skladovat alografty po
dlouhou dobu, z ¢ehoz nasledné vyplyva snadna dostupnost §t€pt riiznych velikosti a dalSich

parametri (vEk, pohlavi, krevni skupina ABO a pod)..

5.1. Podstata a vyznam viability chlopennich alografta

Viabilita je schopnost tkané udrzet si svoji tyziologickou funkci, tj. pokud tkan
chlopenniho alograftu nebo alespon nékteré jeho buiiky (napf. endotel nebo fibroblasty)
se vSechny v soucasnosti pouZzivané techniky prezervace alografta snaZzi viabilitu alespon

z ¢asti zachovat. My jsme nakonec neméli moZnost viabilitu naSich Stépa urcit.

Jedna z dalSich teorii dlouhodobé dobré funkce a trvanlivosti alografti je, na
rozdil od konceptu viability, zachovani kvalitni a strukturdlné neporusené zikladni

hmoty — kolagenniho stromatu alograftu jako strukturalniho zakladu dlouhodob¢ funkce.
38

Nicménc¢ hlavni tezi velké vétSiny v soucasnosti probihajiciho vyzkumu je: ,,zachovani
predimplantaéni viability alograftu = dlouhodobé dobra funkce a trvanlivost implantované
chlopng=, "% %57 % By]g opakovand prokazano, ze fibroblasty dlouhodobs v implantovanych

chlopnich po kryoprezervaci prezivaji a pomoci chromozomalnich studii potvrzeno, Ze se

skutedné jedna o darcovské fibroblasty. *’ Dlouhodobé vysledky z hlediska strukturalniho




poSkozeni a frekvence reoperaci jsou u téchto skupin vynikajici ve srovnani s cerstvym

alograftem, kde je viabilita sporna. *!

Na udrzeni strukturalni integrity alograftu ma pravdépodobné vétsi vliv viabilita
fibroblastd nez endotelialnich bunék. Fibroblasty produkuji kolagen a ostatni soucasti

extracelularni matrix, ktera tvoii zaklad skeletu chlopng, 2% % 71+ 92

Endotelové bunky maji vliv na trombogenicitu chlopné a nékteré prace poukazuji
na vyznam zachovani endotelu jako prevence predcasné kalcifikace alograftu 7
Teoretickou nevyhodou viabilniho endotelu je jeho imunogenicita. Endotel je prezentuje
antigeny MHC, véetné HLA antigent a maze tedy vyvolat, podobné jako u organovych
transplantaci, imunitni reakci, kterd povede k pred¢asné degeneraci alograftu. Imunologie

alografti bude podrobnéji rozebrana v dal§ich ¢astech diskuze.

Plvodni viabilni bunky alograftu (endotelialni bunky a/nebo fibroblasty) mohou ale
postupné vymizet, mohou byt nahrazeny bunkami ptijemce anebo zde mohou piezivat
spole¢n¢ jak darcovské bunky tak 1 buniky ptijemce 94:93-96 7 trata celularizace, tj. zejména
fibroblastti, se stupfiuje s casem od implantace. Do jaké miry jsou ,,nové buiky* od
prijemce metabolicky aktivni a maji-li vliv na dlouhodobou funkei alograftu, neni jasné.
Tyto poznatky jsou zalozeny na vysledcich vySetieni explantovanych chlopennich

alografta.

Koolbergen a spol. pozorovali po uplynuti jednoho roku u vétSiny explantovanych
chlopni prakticky acelularitu. " *° Pavodni buniky byly u nékterych chlopni v omezené mife
nahrazeny fibroblasty pfijemce a dale zde byla prokazana pritomnost zanétlivych bunck, tj.
makrofagt a T-lymfocytl, coz svédéi pro imunitni reakci. Ta byla ale velmi mirna a nebyly
zde dal$i znamky imunologicky zprostiedkovaného poSkozeni chlopné. Vzhledem k velmi
omezenému mnozstvi prijemcovskych fibroblasti nalezenych v explantovanych chlopnich, je
jejich pfitomnost z hlediska zachovani struktury a integrity chlopné¢ pravdépodobné
nevyznamnd. Podstatné je rovnéz zjisténi, Zze 1 u alograftd, které byly explantovany
z technickych divodl (jinych nez strukturdlni poSkozeni), byla celularita darcovskymi
butkami rovnéz snizena, podobné jako u chlopni, které byly explantovany z divodu

degenerace.
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Na zaklad¢ této vyznamné studie Ize tvrdit, ze v soucasnosti dosahovana
akceptovatelna trvanlivost kryoprezervovanych alografti je zejména dana relativné

r 14 7 r . [$
dobrou prezervaci kolagenového skeletu a extracelularni matrix. 77

Dal$i variantou je komercné jiz dostupny aceluldrni (neviabilni) alograft —
decelularizovany alograft se zachovalou strukturou extracelularni matrix, ktery se in

vitro nebo in vivo osidli buiikami p¥ijemce. ™

5.2. Metody hodnoceni viability

Pro piehled zde uvadime nejéastéjSi metody, podle kterych se stanovuje viabilita tkani.
Jsou zalozeny na rGznych principech, tj. na detekci proteosyntézy, syntézy nukleovych
kyselin, stanoveni funkce plasmatické membrany, kultivace bunék in vitro atd. Podstatné je
hodnoceni viability na kvantitativnim zaklad¢, protoze nam umoziuje porovnavat rizné druhy

zpracovani a prezervace tkani.
1. Stanoveni metabolické aktivity bunéénych komponent

a. Stanoveni syntézy a uvolnovani vasoaktivnich molekul (Prostacyklin —
PG1) a oxidu dusného (NO), které jsou uvoliiovany endotelialnimi bunikami.
Tato metoda se tedy pouziva k urceni viability endotelu. Ob¢ tyto latky snizuji

80, 89.94.99 Endotelialni bunky hraji

trombogenicitu endotelidlni vystelky.
vyznamnou roli ve vyzive fibroblasti, stimuluji produkci kolagenu a hraji
dalezitou roli v prevenci kalcifikace chlopennich cipti. 7 ' 1" Tyto bungéné
aktivity (uvoliiovani PGl nebo NO) mizeme stanovovat za bazalnich
podminek a/nebo bchem farmakologické stimulace. I neviabilni endotelialni
buriky mohou za bazélnich podminek uvolnovat vazoaktivni latky. Béhem
stimulace se ale tato sekrece nezvySuje. To ndm umoznuje bezpecn¢ stanovit
viabilitu i jeji stuper. ** '”

b. Stanoveni intraceluldrni absorpce aminokyselin, které¢ jsou nezbytné

k proteosyntéze. Toto je osvédcena metoda, ktera se pouziva ke stanoveni

viability fibroblasté. Principem je intracelularni detekce izotopem oznacenych




aminokyselin, nejcastji *H prolin. 1% 1%

Obecné se vice studii zaméruje na
stanoveni viability fibroblastd, tj. Castéji nez endotelu. Je to proto, Ze se
viabilita fibroblastl povazuje za esencialni pro dlouhodobou dobrou funkci

chlopng.

2. Bunééna proliferace (in vitro a in vivo)
Tato zkouSka potvrzuje reprodukéni potencial butiky, tj. schopnost mkorporovat
izotopem oznadené prekurzory nukleovych kyselin, nejcastgji *H thymidin, do nové

syntetizovanych nukleovych kyselin. ¥2 Tato metoda ale neni prili§ senzitivni.

3. Vylucovani barviva

Tato zkouSka je zalozena na rozdilu v permeabilit€¢ bunééné membrany mezi zivou a
mrtvou buitkou. Barviva (napf. trypanova modf) nejsou schopny penetrovat membranu
viabilnich fibroblastt, takZze pretrvava zabarveni pouze mrtvych bunék. Takto zabarvené

. . , ; o ; . : 9, 105
buiiky jsou pozorovatelné pomoci svételné mikroskopie. 7 '

4. Pratokova cytometrie

Podobny princip jako u metody vylucovani barviva. Fluorescein diacetat barvi viabilni
buriky tak, Ze se vaze na jejich nukleové kyseliny, kyselé mukopolysacharidy a fosfaty.
Proptdium chlorid vstupuje do poranénych nebo mrtvych bunck a tvori komplex
s nukleovymi kyselinami. Fluoreskujici butiky jsou pocitany a stanovuje se intenzita
fluorescence. Jedna se o rychlou a senzitivni metodu stanoveni viability, resp. poctu

v . “ v 106
LZivych™ bunck.

5. Stanoveni viability pomoci morfologie bunky
Morfologicka integrita chlopné mize byt stanovena za pouziti imunohistochemickych
metod nebo pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Nevyhodou téchto technik je

obecné technicka narognost a nutnost specialniho vybaveni. * ¥ ¥

6. Stanoveni viability pomoci bunéénych kultur

. v~ ~ ’ v - '3 Is 9
Stanovuje se proliferacni schopnost bun¢k izolovanych z chlopenniho alograftu. 99107
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7. Stanoveni viability pomoci vysoko vykonné kapalné chromatografie (HPLC)
Metabolicky aktivni (a tedy viabilni) buiky maji relativné vysoky obsah
vysokoenergetickych makroergnich fosfati (ATP). Tyto fosfaty a jejich katabolity mohou

byt kvantitativné stanoveny pomoci HPLC. 108. 109

8. Spektroskopickd magnetickd rezonance Ho

5.3. Faktory ovliviiujici viabilitu alograftu

Zachovani strukturalni integrity a viability chlopennich alografti je ovlivnéno celou
fadou faktord, ke kterym dochazi béhem odbcéru a procesu zpracovani a uskladnéni. Jsou to
typ odb¢ru (multiorganovy odb¢r, heart-beating, non heart-beating), doba teplé ischémie,
druh kultivaéniho tkanového media, cytotoxicita a teplota antibiotik bchem sterilizace
chlopni, doba studené ischémie, kryoprezervace a konecn¢ zplisob rozmrazeni. VSechny tyto
faktory maji zasadni vliv na zachovani struktury extraceluldrni matrix  a viability

endotelialnich bundk a fibroblasti.

5.3.1. Teplda a studend ischémie a jeji vliv na strukturdlni integritu/viabilitu

endotelu a fibroblasti chlopné

Zasadni vyznam pro zachovani strukturdlni integrity a viability endotelu ma doba tzv.
teplé ischémie, tj. doba od zastavy srdce do odbcru a zchlazeni na teplotu alespoil +4°C. S tim
souvisi 1 fakt, jestli se odbCr provadi bchem multiorganového odbéru event. srdecni

transplantace - HBD nebo az s odstupem po smrti - NHBD.

Niwaya a spol. zjistili dobrou prezervaci fibroblastl, které byly odebrany do 9 hodin

0 Fakt, ze k reverzibilnim zmé&nam (cytoplasmaticky a mitochondridlni edém.

po umrti.
dilatace endoplasmatického retikula) dochazi do 12 hodin trvani teplé ischémie a naopak

kireverzibilnimu poSkozeni (vlockovita densita mitochondrii, karyolyza, poruseni




plasmatické membrany) az po intervalu teplé ischémie nad 12 hodin, potvrdil 1 Crescenzo a
spol. 11

Fischlein a spol. ve své praci prokazali, Zze kryoprezervace zachovava integritu a
viabilitu endotelu chlopennich alografti, ale pouze za predpokladu kratké doby teplé ischémie
(pokud mozno odbé&r on HBD) a kryoprezervace, ktera prob¢hla do 24 hodin po odbéru. b
Zachovani endotelu mtzZe mit vyznam z hlediska nizké trombogenicity i prevence kalcifikace
alograftu. Zaroven se ale mize zvysit imunogenicita chlopné. Obdobné zavéry, tykajici se
délky teplé ischémie, zjistil i Suh a spol., ktefi doporucuji zkratit délku teplé ischémie pod 12
hodin. T zjejich vysledki vyplyva, Ze naslednd kryoprezervace patologické zmény dale

neprohlubuje. '

Destruktivni vliv teplé ischémie na endotel chlopennich alografti dokumentuje 1
experimentalni prace autord Pompilio a spol. '3V experimentu na prasatech hodnotili
strukturalni poSkozeni endotelu pomoci svctelné mikroskopie, elektronové mikroskopie,
stanoveni endotelidlnich funkci (sekrece prostacyklinu), a to v zavislosti na délce teplé
ischémie. Jako bezpecnou hranici urCili interval 6ti hodin, kdy pozorovali pouze mirné
ireverzibilni zm&ny. S postupem ¢&asu (12, 24, 36 hodin) dochazelo postupné k prohlubovani
patologickych strukturalnich zmén, které vyuUstily v dplnou ztratu viability a endotelové
vystelky.

Obdobné zavéry prokazal i St Louis a spol. '’

Autofi pomoci spektroskopicke
magnetické rezonance sledovali vliv teplé ischémie a to tak, ze mcrili akumulaci
radionuklidem znacené aminokyseliny prolin fibroblasty u 224 vepiovych semilunarnich
chlopni béhem teplé ischémie. Dale sledovali akumulaci laktatu a degradaci
vysokoenergetickych makroergnich fosfati (ATP). Zasoby ATP se béhem teplé ischémie
vyCerpaly do 2 hodin a produkce laktatu, ktera prokazovala anaerobni metabolismus

fibroblastl, pretrvavala az 24 hodin.

Dalsim faktorem, ktery ovlivituje strukturalni integritu alograftid, je délka a stupen
studené ischémie. Yankah a spol. sledovali vliv studené ischémie na viabilitu fibroblasti
pomoci technik vylu€ovani barviva. Prokazali, Zze studena ischémie +4°C zptsobuje poruchu
bunéénych funkci; viabilitu prokazali u 76%, 65%, 53% pii délce studené ischémie 2, 20 a 30
hodin. ''* Ke ztraté viability endotelianich bungk tedy dochazi i pfi studené ischémie
pomérné rychle, tj. do 24 hodin. O néco delsi interval , bezpecné studené ischémie™ prokazal

v experimentalni praci s veprovymi chlopnémi Mochtar a spol. " P¥i skladovani alografta za
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teploty +4 °C prokazal pretrvavajici viabilitu maximaln¢ do 1 tydne. Al-Janabi a spol.

publikovali, Ze ,bezpe¢na doba“ studené ischémie pii teploté +4 °C je jesté delsi, tj.

piesahujici interval jednoho tydne. ''°

114

Vetsina autort udava spiSe ale kratsi interval,

maximalné | tyden.

Ucinkem studené ischémie na tepenné alografty (nikoli chlopenni alografty) jsme se
vjedné z naSich praci zabyvali 1 my, také diky kolegliim z Anatomického ustavu LF UK
v Hradei Kralové. V této studii se hodnotila kvalita povrchi (endotelu) pomoci rastrovaciho

"7 Tepenné alografty, které byly ulozeny v kultivaénim médiu

elektronového mikroskopu.
E 199, byly rozd¢leny na dv¢ skupiny (hypotermie +4°C a normo/hypotermie — nejprve
teplota + 37 °C po dobu 24 hodin a nasledn¢ hypotermie +4°C). Bylo stanoveno 12 ¢asovych
intervaltl (12 a 24 hodin, 2, 3,4, 5,6, 7, 10, 14, 21 a 30 dni), kdy se hodnotil povrch alografta
pomoci svételné a elektronové mikroskopie. Prace je v souladu s dal§imi vySe citovanymi
pracemi a potvrdila bezpe¢nou dobu studené ischémie 4 — 6 dni pii teplot¢ +4 °C. Vzhledem
k tomu, ze se chlopenni alograft sklada kromé cipti semilunarni chlopné i z prilehlé ¢asti aorty

nebo plicnice, je tato prace velice pfinosna. Navic je endotel chlopni i tepen totozny a lze

predpokladat, ze budou obdobné i mechanismy jeho poskozeni.

Autori Feng a kol. porovnavali v experimentu viabilitu ¢erstvych veptovych aortalnich
chlopni pfi skladovani v kultivatnim mediu pfi teplot¢ +4 °C po dobu 1, 2,4, 7, 14, 21 a 28
dni a dale pfi1 kryoprezervaci pii teplot¢ — 80 °C nebo — 170 °C po dobu 2, 4, § tydni a dale

po 6 mésicich a 1 roce. '

Viabilita endotelialnich bunék byla hodnocena pomoci méreni
produkce prostacyklinu za bazalnich podminek a po stimulaci bradykininem b&hem in vitro
inkubace chlopennich cipt. Morfologie cipli byla hodnocena pomoci elektronové
mikroskopie. Pri uskladnéni pii teplot¢ +4 °C doSlo k signifikantnimu snizeni produkce
prostaglandinu po 4 dnech a kuplnému vymizeni produkce a tedy i ztrat¢ viability po 14
dnech. Kryoprezervace pri teplot¢ —80°C vedla ke =ztrat¢ viability po 8§ tydnech.
Kryoprezervace pii teplot¢ —170°C méla za nasledek vyznamné snizeni produkce

prostaglandinu po 6 m&sicich a tato produkce se dale jiz nesniZovala (interval 1 rok).

Z této dulezit¢ prace vyplyva nasledujici: skladovani alograftu v nutricnim mediu pfi
teploté¢ + 4 °C prodluzuje bezpecny interval z 12 hodin teplé ischémie az na 4 dny. Po tomto
intervalu dochézi jiz k vyznamnému odumiréni endotelovych bunck. Kryoprezervace pfi

teplot¢ - 80 °C je nedostatecna. Kryoprezervace pri teploté - 170 °C vede z dlouhodobeho
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hlediska k sniZzeni produkce prostaglandinu, ale po dob¢ 1 roku jsou stéle pfitomné viabilni
endotelové bunky. |

Dalsi, velice dulezity fakt, ktery ztéto prace vyplyva je, Ze morfologické zmeény
pozorované pomoci elektronové mikroskopie, nastaly az po jednom tydnu studené ischémie
+4°C. Jednalo se o pocinajici poruSeni kontinuity endotelové vystelky, tedy dle
morfologického stagingu, o zmény pocinajici az sttedné vyznamné. Viabilita endotelu byla
ale sniZzena jiz na polovinu. Morfologické zmény tedy vznikaji opozdénc, v dob¢, kdy je jiz
znaéna ¢ast bunék nevitalnich. Obdobné zavéry jako Feng publikovali i jini autofi. ''* Niwaya
prokazal kvantitativni zachovani viability alografti po kryoprezervaci a7z v 70 %, a to za
predpokladu kratkého ¢asu teplé ischémie (méné nez 9 hodin). '*® S touto praci jsou ve shod
I dalSi studie, které zduraznuji nutnost optimalizace prezervacnich metod (tepla a studena
ischémie, antibiotickd sterilizace). To ve svém dusledku snizuje negativni efekt

kryoprezervace na buné&énou viabilitu alograftg. - '?!

Jeden z faktord, ktery muze ovliviovat strukturaini integritu kryoprezervovanych
chlopni, je intracelularni krystalizace. '*** '* Ta je ale vétsinou popisovana u teplot vyssich
nez —130 °C. '? Ztohoto hlediska je teplota —196°C, ktera se pouZiva

v Transplanta¢nim centru FN Motol, bezpe¢na.

Je zjevné, ze kombinace teplé a studené ischémie ve vEtsi ¢i mensi mitfe vedou ke
snizeni viability alografti. N¢kteti autofi dokonce zjistili aviabilitu kryoprezervovanych
alograftll, a to ve stadiu po rozmrazeni a pred implantaci chlopné. '** ' S tim je spojené i

poskozeni bundéné ultrastruktury i extracelularni matrix. '**

Armiger a spol. ve své praci hodnotili viabilitu kryoprezervovanych chlopennich
alografti pred implantaci. '’ Hodnotila se skupina 45 chlopni, které nebyly z riznych davodi
vhodné k implantaci. Chlopn¢ byly odebrané od HBD. Ddle byla zjiStovéana viabilita
alografti odebranych od NHBD, a to v prabc¢hu jejich zpracovani. Chlopné odebrané do 24
hodin po srde¢ni zastavé mély obecné dostatecné zachovanou viabilitu fibroblasti. Az na
malé vyjimky vedla ale antibioticka sterilizace a dale kryoprezervace ke ztrat¢ viability. Ve
skupiné 45 kryoprezervovanych aortdlnich a pulmonalnich autografti se tedy pouze u malé
¢asti prokazala pritomnost viabilnich fibroblasti po rozmrazZeni, a to v omezeném mnoZstvi.

Tato studie potvrzuje, Ze zpisob zpracovani je pro viabilitu zadsadni. Rovnéz odbér alogratti




od NHBD, narozdil od HBD, snizuje pravdépodobnost viability alograftG pred 1 po

zpracovani.

V souladu s vySe uvedenymi pracemi, které prokézaly malou nebo Zzadnou viabilitu
kryoprezervovanych alograftd, jsou i studie, které hodnotily viabilitu u explantovanych
chlopennich alograftd béhem reoperace nebo event. v pfipad¢ umrti. Mitchell a spol. zjistili
naprosto minimalni pfitomnost déarcovskych wviabilnich buné€k. Pozorovali ale pomérné
zachovaly kolagenovy skelet chlopné, coz povazovali za strukturalni zdklad dlouhodob¢

dobré funkce chlopng. **

Stejni autofi rovnéz porovnali vysledky explantovanych chlopennich alograftu
s chlopnémi ziskanych pii explantaci transplantovanych srdei. *® Jedna se o velmi zajimavou
préci, kterda popira zachovéni viability explantovanych kryoprezervovanych chlopennich
alografti. Dale se zabyva dlohou imunitni reakce v procesu degenerace alograftu.
Explantované chlopné byly hodnoceny pomoci svételné a elektronové mikroskopie a
imunohistochemickych  metod. Vysledky jejich studie jsou tyto: explantované
kryoprezervované alografty mély progresivn¢ hyalinizovany kolagen a ztratu normalni
strukturalni komplexity a celularizace vcetné endotelu a pojivové tkang. Infiltrace alograftu
zanétlivymi bunkami byla bud'to minimalni nebo nebyla pfitomna vibec. Elektronova
mikroskopie prokazala absenci viabilnich bunck a deformovany, ale zachovaly kolagen.

Vysledky chlopni z explantovanych srdci po transplantaci byly tyto: byla zachovala
strukturalni integrita véetn¢ endotelu a pojivové tkané. Infiltrace zanétlivymi butikami byla
obecn¢ mirna a nezpisobovala morfologické poSkozeni chlopné a to ani u pacientl, kteri
zemfieli na rejekei Stépu. Jejich zavery jsou tedy takové, Ze kryoprezervovany alograft je jiz 1
z kratkodobého hlediska neviabilni a jeho degenerace neni v souvislosti s imunologickou
reakci.

Naopak chlopné¢ u transplantovanych srdci maji normalni strukturalni integritu a
celularizaci vcetn¢ endotelu a presto u nich dochazi pouze kminimalni az mirné
imunologické reakci. Pritomnost viabilnich bunék a normalni struktury chlopné je
pravd¢podobn¢ dana velmi kratkou dobou studené ischémie, nepritomnosti teplé ischémie a
absenci dalSich prezervacnich technik jako jsou sterilizace nebo kryoprezervace.
Nepfitomnost vyraznd¢jsi imunologické reakce, a to dokonce u pacientd, ktefi zemfeli na
akutni rejekei, je vysvétlitelnd tim, Ze cipy aortalni chlopn¢ jsou avaskularni a ze pacienti

uzivali imunosupresivni terapii.




Autofi v této studii neprokazali pfitomnost viabilnich bunek u explantovanych
kryoprezervovanych alografti, coz je vrozporu scelou fadou jinych studii. Urcitym
vysvétlenim muze byt to, ze prave aviabilita nékterych alograftd vedla k degeneraci a nutnosti
reoperace. U zbytku nerecoperovanych alografti je tedy viabilita teoreticky mozna.
PochopiteIn¢ ma na viabilitu zasadni vyznam zptsob zpracovani, tj. délka teplé ischémie,

sterilizace a zpUsob kryoprezervace. Proto pochopitelné nelze zavéry této prace generalizovat.

Vysledky této prace mohou teoreticky podporovat snahu nékterych cévnich
chirurgh v jistych indikacich transplantovat cévni alotransplantaty v ,rezimu
transplantace orgiania“, tedy odebrané v ramci multiorganovych odbéria od BHD,
uloZzené jen kratkodobé v prezervacnich, endotel chranicich roztocich a transplantované

C . e vz . 27
po studené ischémii v fadu hodin. ' 128

5.3.2. Sterilizace alograftu pomoci antibiotik a jejich vliv na viabilitu

zpracovavanych chlopni

V minulosti se pii odb¢éru od mrtvych darcit pouzivaly chemické, iradiacni nebo 1 jiné
metody sterilizace chlopné, které vedly ke ztrat¢ viability a zhorSené trvanlivosti

~ 129. 130
alograftu. ' "

Kontaminace chlopng, ktera se ziskava posmrtn¢ od mrtvych darci je dana
jednak nesterilnim prostfedim, kde se odbér provadi (pitevna) a samoziejm¢ 1 vnitini
kontaminaci z gastrointestinalniho traktu a plic pfi pocinajicim rozkladu mrtvého t¢la. Bchem
multiorganoveého odéru ma az 60% darcii pozitivni hemokulturu. Proto bylo nutné vypracovat
Setrnou techniku sterilizace alograftii. V soucasné dobé& se uniform¢ pouziva sterilizace
pomoci smcsi nékolika antibiotik. Slozeni antibiotického roztoku by mélo byt takové, aby se
dosahlo Setrne sterilizace, ktera by nenarusila viabilitu chlopné. Jde tedy o titraci baktericidni
koncentrace s cytotoxickou, kterou provadi klinicky mikrobiolog na zaklad¢ pribcézného
vyhodnocovani kultivace odebrané tkan¢ a $t¢pii po zakladnim zpracovani. U nékterych, diive
¢asto pouzivanych antibiotik se prokazala cytotoxicita a proto se dnes jiZz nepouzivaji anebo se
alespont snizila jejich koncentrace. Jasn¢ cytotoxické je napt. fungicidni antibiotikum
Amphotericin B.

Amphotericin B je vysoce u¢inna antifungicidni latka, jejiz mechanismus ucinku je
dan vazbou na steroly v plazmatick€é membran¢ plisni, ¢imz poruSuje jejich permeabilitu a

: - 31.132
osmotickou bariéru. ' 12




Je prokazana vysoka cytotoxicita Amphotericinu B, a to zejména pri vysSich
koncentracich a teplote + 37 °C. ' ¥ P¥i nizsich teplotach (+ 4 °C) je jeho cytotoxicky efekt
niz$i. Z nckterych praci vyplyva, Ze pfi nizsich koncentracich Amphotericinu B (Sug/ml) je
antifungicidni G¢innost dostate¢na pfi minimalni cytotoxicit¢. Na rozdil od endotelidlnich
bunck, které jsou na pfitomnost Amphotericinu B vysoce citlivé, jsou fibroblasty mnohem
odolngjsi vigi jeho cytotoxickym u&inkim. '

Nekteti autofi od pouziti tohoto antibiotika zcela ustoupili, jini alespon snizili jeho
koncentraci anebo toto antibiotikum pouzivaji pouze ke sterilizaci alograftd, které byly
odebrany kadaver6znim darcim pfi sekci, kde je obecné pomérné vysoké riziko fungélni

infekce, 7% 174 137

Skodlivy G¢inek antibiotik na viabilitu chlopennich alograftt prokazal ve své praci
také Feng a spol. '** Jeho prace prokazala skodlivy efekt antibiotik v experimentu, pii kterém
se¢ posuzovala viabilita endotelu veptovych aortdlnich chlopni, a to pomoci sekrece
prostaglandinu. Studoval se G¢inek antibiotik, kter¢ se ke sterilizaci alograftli ¢asto pouzivaji,
a to bud’ samostatn¢ nebo v jejich kombinaci (Gentamycin 80 mg/ml, Azlocillin 500 mg/ml,
Cloxacillin 25 mg/ml, Metronidazole 100 m/ml, Amphotericin B 50 mg/ml). Obecn¢ tento
experiment prokazal snizeni produkce prostacyklinu (snizeni viability), a to u vSech
(neymensi viabilita) byla zjiSténa pfi pouziti Amphotericinu B. Tento cytotoxicky udinek
Amphotericinu B je ale v zavislosti na davce, pfi niz§ich koncentracich nebyl pozorovan.
Z prace vyplyva, ze by se sterilizace méla provadét co nejkratSi nutnou dobu. Obdobné
vysledky udava i1 Armiger a spol, kteti prokdzali, v porovnani s kontrolnim vzorkem, snizeni

viability alograftd po sterilizaci antibiotiky. '

Antibiotika jsou obvykle rozpusténa v kultivaénim tkanovém meédiu (v naSem piipadé
kultivaéni medium E 199) a inkubace probiha pii teplot¢ +37 °C. Vzhledem k tomu, Ze
antibiotika nejvice u¢inkuji na mikroorganismy bchem jejich replikace, je vhodna teplota
+ 37°C. B¢hem hypotermie je proces replikace pomalejSi, a proto jiz nemaji antibiotika
takovou ucinnost. °°® Doporugena doba sterilizace je alespon 24 hodin. N¢&kterd pracoviste se
snazi, v zajmu omezeni toxického udinku antibiotik, tento ¢as zkratit, a to az na 6 hodin. '*°
Pri takto zkracené sterilizaci nedoSlo k navySeni poltu pozitivnich kultivaénich nalezi ani

k zvySeni incidence bakterialni endokarditidy implantovanych alografta.
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V Transplantatnim centru FN Motol a Specializované tkanové bance STB8S - Banka

kardiovaskularni tkan¢ se v soudasnosti pouzivaji ke sterilizaci chlopennich alografti dvé
rizné smési antibiotik, a to v zavislosti na zptisobu odbéru a typu darce. 58-89 Motolska banka
kardiovaskularni tkané spolupracuje od svého vzniku tzce s klinickymi mikrobiology a

sloZzeni antibiotického koktailu bylo n€kolikrat po vyhodnoceni nalezti ménéno.

Jak vyplyva z protokolu Specializované tkarioveé banky FN Motol, po tivodni inkubaci
alograftu v dan¢ smési antibiotik po dobu 24hodin pfi teplot¢ + 37 °C (tepla ischémie), se
posilaji vzorky na aerobni 1 na aerobni kultivace. Nasledn¢ je alograft skiadovan v t€ze smési
pii teploté + 4 °C, a to aZ do kryoprezervace (studena ischémie). V ptipad¢€ pozitivniho nalezu
se pred vlastni kryoprezervaci odebiraji dalsi vzorky na mikrobiologické vySetfeni. Pti

opctovném pretrvavani pozitivity je alograft vyfazen.

Cytotoxicky Amphotericin B se u nas pouziva v nizké koncentract a pouze v ptipadc,
ze byl alograft odebran mrtvému darci az pii sekci, coz je v podminkach Transplanta¢niho
centra velmi ziidka. V letech 1992 — 1995 to bylo pouze v 11 %. °** V soucasnosti se odb&r
od mrtvych darct jiz prakticky neprovadi a naprosta vétSina alografti je odebrana b¢hem
multiorganovych odbéri. Vzhledem ktomu, 7e alografty ziskané béhem téchto
multiorganovych odbéri nebo event. od non heart-beating darcli staci pokryt potieby
republiky, neni nutno tento pocet navySovat odbérem alografti od mrtvych darci. Pokud by
se zvysil zajem o chlopenni $t¢py v ramei republiky a/nebo v rdmci mezinarodni spoluprace,

<

ma narodni program ,rezervu zavést odbCry v programu transplantace srdce (vétSina srdci
prijemct $t¢pu spinuje kritéria pro pouzitelnost aortalni chlopngé), rozsitit odbéry od NHBD a
pristoupit ke spolupraci s ostatnimi tkariovymi bankami a odebirat srdce pti odbérech tkani
v prub¢hu sekce.

Obcansky ¢isty odbér alograftu kadaverdzniho darce pti sekci zvySuje, ve srovnani

s multiorganovym odbérem nebo odbérem od non heart-beating darce, riziko kontaminace.

Pt1 validaci sterilizaéniho procesu banky (pfi rutinnim mikrobiologickém  vySetreni)
v Transplanta¢nim centru FN Motol (v dob¢ kdy se provadcly odbéry kadaveroznich darci
na pitevn¢) byla zjiSténa kontaminace 15ti tkani ze 35ti odebranych piti sekci (43 %) a 34 ze
188 (18 %) odebranych sterilné. Rozdil v incidenci infekce tkani ziskanych pfi nesterilnich a
sterilnich odbérech byl statisticky vyznamny  (p < 0.01). Prehled patologickych agens

ukazuje tabulka. . 1.
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Tabulka 1. pichled patologickych agens zjisténych pit rutinnim mikrobiologickém

vySetfeni alograftl v zavislosti na typu odbé&ru (odbér pii sekci versus multiorganovy odbér).

Agens Sekéni odbér Sterilni odbér
(35 srdci) (188 srdci)

Staphylococcus epidermidis 1 3
Staphylococcus faecalis 0 5
Enterobacter 0 6
Streptococcus 0 4
Pseudomonas aeruginosa 4 | 2
Candida 3 | 2
Acinetobacter 1 2
Escherichia coli 2 2
Vzdu$né mikroorganismy_ 2 2 N
Aspergillus 0 3
Klebsiella 0 1
Serrattia 0 1
Bacteroides 2 0
Kvasinky a plisn¢ 0 1
Celkem 15 34

Uginnost nasi soucasné antibiotické sterilizace (Specializovana tkafiova banky STB85

Banka kardiovaskularni tkan¢) dokumentujeme daty za roky 2004 - 2005:

- Vroce 2004 bylo odebrano celkem 176 chlopennich alografti (84 aortalnich, 92
pulmonalnich chlopni). Z toho bylo pozitivnich pii prvni kultivaci 8 (10 %),
opakovan¢ pozitivnich 2 (1 %). Dvé chlopné tedy byly definitivné vyfazeny pro
pretrvavajici pozitivni kultivaci. Ani jeden z téchto dvou alograftd nebyl od mrtvého
darce.

- Vroce 2005 odebrano 139 chlopennich alograftii (63 aortalnich a 76 pulmonélnich).
Z toho pozitivnich pii prvni kultivaci 13 chlopni (9 %), opakovan¢ pozitivni bylo 7
chiopni (59%). Sedm chilopni bylo tedy definitivné vyfazeno pro ptetrvavajici
pozitivni kultivaci bezprostiedné pred kryoprezervaci. Ani jedna chlopen nebyla od

mrtvého darce.
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Z validace procesu vyplyva dobra ucinnost nasi antibiotické sterilizace. Fakt, Zze po
ivodni 24 hodinové sterilizaci pri teploté + 37 °C, jsou alografty uloZzeny az do
kryoprezervace nadale v tkianovém médiu E 199 s roztokem antibiotik, dale snizuje
mikrobialni kontaminaci a snizil vysledny pocet inicidlné kontaminovanych chlopni o
cca %. Tato lepSi vytéznost odbéru a zpracovani alografti je ale za cenu delSiho
kontaktu alograftu s potenciilné cytotoxickymi antibiotiky, ktera mohou alterovat

strukturalni integritu a viabilitu chlopni.

5.3.3. Imunogenicita alografti

Transplantace chlopennich alograftd, na rozdil od organovych transplantaci, kde se
striktné dodrzuje ABO kompatibilita (u transplantaci ledvin dokonce HLA typizace) a kde je
nezbytné celozivotni uzivani imunosupresivni terapie, ma jina pravidla a klinicky vyznam

imunitni reakce je zde teoreticky ne zcela jasny.

S imunitni reakci ptijemce proti transplantovanému alograftu souvisi zejména viabilita
implantované chlopné, kterd byla podrobné probrana v ptfedchozich statich. Vyznamna je
zejména role endotelu, dale zde mohou byt pfitomny viabilni fibroblasty, buiiky hladkého
svalstva, které se nachdzeji ve sténé aorty a rovnéZz kardiomyocyty v oblasti anulu

chlopenniho Stépu.

Pritomnost viabilniho endotelu mutze snizovat trombogenicitu povrchu chlopné a
riziko kalcifikace, na druhou stranu je endotel nejvice imunogenni soucast chlopenniho

alograftu, prezentujici pro rejekci zasadni MHC 11 antigeny (HLA).

Na rozdil od tzv. Cerstvych alografti maji kryoprezervované chlopné¢ l€pe zachovalou

137

viabilitu endotelu a fibroblastd. Je zndmo, Ze na membranach endotelialnich bunck jsou

HLA antigeny tridy I + 11, a to i po kryoprezervaci. "*
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Imunologické faktory

Faktory, které prispivaji k imunitnimu poSkozeni jsou ABO a HLA inkompatibilita.

Role prezervace alograftu vcetn¢ kryoprezervace a jeji  vyznam v imunogenicité

implantovanych alografti, je pfedmétem vyzkumu od doby implantace prvnich alograftt. 139

Jednotlivé kroky zpracovani, v&etn¢ délky teplé a studen¢ ischémie, antibioticka sterilizace,

kryoprezervace véetn¢ rozmrazovaciho procesu ovliviiuji vyslednou viabilitu alograftu. 140

Ackoli je dulezitost viability diskutabilni, vice viabilni alograft mize mit lep3i funkci. Na

druhou stranu je pravdépodobné vice imunogenni. '*'

1

Antibiotickd sterilizace dale snizuje

imunologickou reaktivitu alograftu. *' Agkoli nékteii autofi tvrdi, ze kryoprezervace muze

142, 139, 143

snizovat imunogenicitu alograftu, nckteri ftikaji opak. Zjednoduseng,

kryoprezervace mize zachovavat viabilitu endotelialnich bunck a ve vEtsi mife 1 fibroblastd,

coz vyplyva z pokraCujici syntézy prokolagenu po implantaci chlopné a z perzistujici

pritomnosti viabilnich darcovskych fibroblastli po explantaci alograftu. 97,125, 144

Jini autofi neprokazali pritomnost zanétlivych bunék v explantovanych alograftech.
Z jejich vysledkll vyplyva, Ze tyto explantované alografty maji minimalni nebo Zadnou
celularitu, ale maji pomé&rn& dobfe zachovaly kolagenovy skelet. ** '*° N&které ze sougasnych

praci ale prokazaly signifikantni bun&¢nou infiltraci T-lymfocyty a B-lymfocyty u alograft

143, 146

explantovanych z diivodu degenerace u déti. Imunitn¢ zprostiedkované poskozeni

alografti bylo prokazano v experimentu 1 v humanni medicin¢. Implantace aortlniho

alograftu v experimentu na laboratornich potkanech vedla k masivni celularni infiltraci,

intimalnimu ztlusténi a medialni nekroze. Tato reakce je zprostiedkovana T-lymfocyty. 147

Tyto zmény nejsou pozorovany v pripadé potkaniho izograftu nebo autograftu. 148, 149,150

Vliv véku na degeneraci alograftu

U mladSich jedincu dochazi k pred¢asné degeneraci alograftu ve srovnani se starsi

; - . , v - o v . 5 33 NI
populaci. Tento jev je zvyraznén u pacientid mlad3ich jednoho roku. PL132135 priging

takovéto degenerace neni jasna. Jedno z moznych vysvétlenich je intenzivni imunitni reakce.
Toto tvrzeni ale neni podpoteno vysledky imunologickych vySetieni, kterd neprokazala
humorélini nebo T-lymfocyty zprostiedkovanou reakci na implantované alografty u déti

s piedéasné zdegenerovanym alograftem. % '

Kdyz k tomuto problému pfi¢teme rychly




rast ditéte v prvnim roce zivota, pochopime, pro¢ transplantace chlopenniho §tépu nemocnym

této vékove kategorie znamena pacienta odsoudit k sérii reoperaci.
ABO inkompatibilita

Vyznam ABO inkompatibility je stale nejasny, 1 kdyz se spiSe ukazuje, ze ABO
inkompatibilita nehraje vyznamnou ulohu v degeneraci alografta.

ABO inkompatibilitou a stanovenim stupné imunitni odpovédi pfijemce alograftu se
zabyvali rovnéz autofi Schiitz a spol., a to pomoci tzv. cytoimunologického monitorovani,

57, 138
157 5% Tato metoda

které se bézné pouziva béhem organovych transplantaci k ureni rejekce.
je spiSe vhodna k uréeni akutni rejekce v &asném pooperacnim obdobi po implantaci

alograftu.

Cytoimunologické monitorovani je pomérné jednoduchd metoda. kdy se ze vzorku
periferni krve pomoci centrifugace a dalSich metod ziskd koncentrat monocelularnich

o 15
bunck. '’

Aktivacni index (Al) se stanovuje jako pomér lymifoblastd k celkovému poctu

lymfordnich bunc¢k.

_ Lymfoblasty y

= 100
Lymfoidni bb.

Hodnota aktivacniho indexu > 1 je hodnocena jako imunologicka reakce.

Schiitz a spol. zjistovali pomoci stanoveni aktivaéniho indexu ¢asnou imunitni reakei
prijemct kryoprezervovanych aortalnich alograft. Tito pacienti byl rozdéleni do dvou
skupin (ABO kompatibilni a ABO nekompatibilni). Jako kontrolni skupinu urcili pacienty po
implantaci xenograftd. Hodnota Al se u vSech nemocnych stanovovala denn¢, a to 0. — 21.
den od operace. VSichni pacienti po implantaci aortalniho alograftu méli zvySeny aktivaéni
index zdavodu aktivace T-lymfocytd, tj. mcli znamky aktivace imunitniho systému.
Priim¢rnd hodnota maximalniho Al byla u ABO kompatibilni skupmy 1.5 £ 0.9 s primérnou

dobou trvani 1.5 + dni. U ABO nekompatibilni skupiny byla primérna hodnota maximalniho
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Al 2,3 £ 1.9 a trvala 3.3 = 1,4 (rozdil byl statisticky vyznamny — p<0,05). U kontrolniho

vzorku pacientt s implantovanym xenograftem nedoslo k navySeni aktivaéniho indexu.

Tato studie tedy potvrdila predstavu, ze implantace alografti vyvolava imunitni reakci,
kdy dochazi k aktivaci T-lymfocyt. ' Naopak pacienti po implantaci xenografti tuto reakci
nemcli a proto se tedy tato imunologicka reakce neda vysvctlovat napf. tzv. celkovou
zanétlivou reakei organismu, ke které dochazi po kardiochirurgickych operacich

v mimotéinim obéhu.

Aktivace imunitniho systému zacala uniformné paty pooperacni den, byla mirného
charakteru (i kdyz u skupiny pacientt bez ABO kompatibility byla signifikantné
vyznamngjsi). Reakce trvala maximaln¢ 5 dni a nasledné u obou skupin pacientii zcela
odeznéla. Tato mirna rejekce se neprojevila na funkci alograftu, kterd byla bchem studie
pravideln¢ echokardiograficky sledovana. Podstatné je, ze kryoprezervované alografty, které
byly pouzity v této studii, mély pii vysetreni pomoci elektronové mikroskopie témer intaktni
endotelovou vystelku a jejich viabilita byla prokdzana pomoci bazalni i stimulované sekrece

prostaglandind.

Kadner a spol. prokazali, Ze na rozdil od Cerstvého alograftu, jehoz endotel exprimuje
ABO antigeny, kryoprezervované alografty nemaji tyto ABO karbohydratové antigeny na
bunééné membrané pritomny, a proto ABO inkompatibilita nehraje signifikantni roli

. o 0
v degeneraci alograft. '

HLA inkompatibilita

Efekt HLA inkompatibility se stal v posledni dobé pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
V bunéénych kulturach endotelidini buriky Cerstvych i kryoprezervovanych alografti stimuluji

imunokompetentni buniky, ¢! 6% 163

V experimentalni studii se zjistilo, Ze potkani, ktefi mcli implantovany aortalni
alograft, vykazovali humoralni a bun&ené zprostredkovanou imunitni odpovéd’. '** Prvni, kdo
prokazal HLA protilatky v humanni mediciné u pacienti s implantovanym chiopennim
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alograftem, byl Smith a spol. Tito auatoti zjistili, Ze chlopenni alograft zpusobuje

specifickou imunitni odpovéd” proti HLA antigenim, kterd muze pretrvavat az 15 let od
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operace. Shaddy a spol. prokézali v prospektivni studii HLA protilatky u pediatrickych

pacienttl po implantaci chlopenniho alograftu. ! Tyto protilatky pretrvavaly az do jednoho

roku od operace. Protilatky proti HLA antigenim u pacientd po implantaci alograftu byly déle

prokazany dal3imi autory v dospélé i d&tské kardiochirurgii. '

Disledky imunitni reakce na chlopenni alografty jsou ale v klinické mediciné stale
nejasné. Nckteri pacienti vykazuji predcasnou degeneraci alograftii, jini naopak nikoli.
Negativni efekt imunitni reakce potvrzuje v experimentu pfiznivy efekt imunomodulacni a
imunosupresivni terapie. '* '** V klinické medicing neméla ptitomnost protilatek nepriznivy
vliiv. na funkci alograftu, ktera byla hodnocena pomoci echokardiografie. Je tedy
pravdépodobné, Ze variabilita v dlouhodobé funkci a trvanlivosti alografti je dana jak

imunologickymi tak 1 neimunologickymi faktory.
Metody snizujici imunitni odpovéd’ organismu po implantaci chlopennich alograftu

Pokud budeme akceptovat, ze imunitni reakce prijemce je Skodliva a pfispiva
k ptedcasné degeneraci, mame nékolik moznosti, jak tuto reakci ovlivnit.
Prvni moZnosti je ABO a HLA typizace, ktera je ale vzhledem k obecnému

nedostatku alografti nereélna.

Dals$i moznosti je zbavit alografty jejich imunogenicity, tj. zbavit alografty antigent
pritomnych na membranach jejich bunék. V této oblasti v soucasnosti probiha intenzivni
vyzkum, jehoz cilem je vytvorit decelularizovanou chlopen. 7819 pryni vysledky klinickych
studii jsou priznive. '

Dalsi moZnosti je vytvoreni chlopné na bazi tkanového inZenyrstvi (chlopen
vytvorena z biodegradabilniho skeletu nebo decelularizovaného alograftu. ktera je osidlena

autolognim buitkami schopnymi se diferencovat v chlopenni tka). '

Posledni moZnosti je imunomoduld¢ni a imunosupresivni terapie. Ne&ktere

experimentalni prace prokazaly, ze cyklosporin u psti a potkant sniZzuje imunitni odpoveéd’ na

171, 172. 173
ft. :

implantovany tepenny nebo zilni alogra Naopak v klinické praxi, u pediatrickych

pacientll s implantovanym chlopennim alograftem, nevedla lé¢ba azathioprinem ke sniZeni

[

imunitni reakce. '’ Intenzivnéj$i imunosupresivni lécba, ktera se pouZiva u organovych
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transplantaci, by velmi pravdépodobné¢ tuto imunitni reakci potlacila. Takovato terapic ma ale

své komplikace a nezadouci u¢inky.

Jak vyplyva z vySe uvedeného textu, vétSina autord pri alokaci chlopennich Stépu
ignoruje krevni skupinu déarce a pfijemce. NaSe banka kompatibilitu krevnich skupin ABO
systému respektuje, pokud si to transplantacni kardiochirurg pieje a pokud je to mozn¢, tedy
ve Vv&tsing pripadi. Zadné pracovisté ale neuziva v humanni mediciné po transplantaci

chlopenniho $tépu imunosupresni l1é¢bu prijemce.
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6. Zavér

Experimentalni studie pripravila vlastni elektronmikroskopické skore, presné
definujici stupen poSkozeni endotelu aortdlnich a pulmondlnich alograftd béhem
jednotlivych fazi pripravy §tépa ke klinickému pouziti. Definovala tedy poskozeni
endotelu pii odbcru, vlastnim zpracovani a b&hem dlouhodobého uskladnéni metodou

kryokonzervace.

Proces ziskavani a zpracovani §t¢pa vede k vyznamnému poSkozeni az k tplné ztraté
endotelu (skore 3 — 4 po teplé ischémii 12 hodin a skoére S — 6 po teplé ischémii 48 hodin.
K t¢zkému posSkozeni endotelu ale vede jiz pouhé uskladnéni alograftd 24 hodin ve

Lfyziologickém roztoku* o teploté + 4 °C - skore S — 6.

Ulozeni alograftl v kultiva¢nim médiu E 199 s roztokem antibiotik pti teploté + 37 °C
mé za nasledek zavazné poSkozeni - skore 5 a konecn¢ po zavérecni kryoprezervace a
rozmrazeni tkadn¢ nachazime t¢Zzké poSkozeni, kvalifikované jako zniceni endotelu a

poSkozeni 1 hlubSich vrstev - skére 5 — 6.

Jak jsme jiz ale opakovanc¢ uvedli, pfed kryoprezervaci byly vzorky chlopni
zpracovany podle rutinniho protokolu, tj. byly vystaveny skodlivym G¢inkiim teplé a studené
ischémie, ,fyziologického roztoku™ a antibiotické sterilizaci. Vysledné skore pred
kryoprezervaci bylo 5, po zmrazeni pak 5 — 6. Samotna kryoprezervace tedy poSkozeni tkan¢

déle vyrazngji neprohlubuje. To je primarné determinovano procesy pied Kryoprezervaci.

Kombinace jednotlivych fazi zpracovéani, a to 1 pfi vynechani uskladnéni ve
fyziologickém roztoku, vede k t&zkému poSkozeni endotelu nebo event. az ke ztraté
endotelové vystelky. Takovéto morfologické poskozeni odpovida jisté ztrat€ viability.
Vysledkem celého procesu je to, Zze implantujeme chlopenni alografty bez endotelu a jiz
se znamkami poSkozeni i hlubSich struktur, tzn. je jiZ naruSena struktura extracelularni

matrix.
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Ptinosem prace tedy je, Ze prinesla pro cCeské a =zahrani¢ni kardiochirurgy,
implantujici $t€py ze specializované banky kardiovaskularni tkan¢ STB85 konkrétni
informaci o stupni poSkozeni povrchu AHV semilunarnich chlopni. Vzhiedem ke zniceni
endotelu dnes vime, Ze neni u naSich Stépu dulezité respektovat kompatibilitu krevni

skupiny ABO systému darce a prijemce, ¢i dokonce HLA typizaci.

Naopak prace ukazala teoretickou vyhodu ndhrady aortilni chlopné
pulmonalnim autografem (Rossovy operace), protoze ukazuje, Zze endotel pulmondlniho
autografu zustava zachovan. Proto 1 na zaklad¢ této prace je doporucovano uloZeni

pulmonilniho autografu do implantace v chladné autologni krvi.

Vysledky studie vedly ke konkrétni zmén¢ postupu pil ziskavani chlopennich
alografti, tj. vynechéni lazn¢ alografti ve fyziologickém roztoku. Ve spolupraci
s regiondlnimi TC jsou srdce pro pripravu $tépt po odbéru uklidina a transportovina
v chladném perfiznim organovém roztoku. Tyto zmény se netykaji pouze zpracovani

aortalnich a pulmondlnich alograftd, ale byly uplatnény i pro zpracovani mitralnich alogratti.

Co prinesla studie pro budoucnost:
Dale je mozno, po peclivém uvazeni véetné ekonomické kalkulace, navrhnout event.
dalSi opatreni, ktera by mohla vést k lepSi prezervaci strukturdlni integrity/viability

chlopennich alografti.

Jsou to:

- odbéry pouze od HBD ( s vyjimkou odbérii od pediatrickych darct na JIP). Toto jiste
neni problém a prakticky se tak jiz postupuje (za poslednich 8 let se odbér od mrtvého
darce neuskute¢nil). Divodem je dostate¢né mnozstvi alografti ziskanych bchem
multiorganovych odbért (t.¢. ma BKVT STBS8S pro klinické pouziti k dispozici vice

nez 350 kryokonzervovanych aortélnich a pulmonélnich $tépi a tfi mitralni alografty)

- zkraceni doby teplé ischémie. Tepla ischémie ma katastrofalni vliv na povrchovou
morfologii 1 strukturdlni integritu chlopennich alograftd. Doba teplé ischémie je

v naSich podminkach cca 24 hodin, kdy probihd antibioticka sterilizace za teploty
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- minimalizovat toxicky ucinek antibiotik. Doba trvani antibiotické sterilizace pouze
6 - 12 hodin, nasledné pak uchovavat alografty do kryoprezervace pouze
v kultivaénim médiu E 199. Z naSich vysledkt vyplyva, Ze by doSlo k mirnému
navySeni po¢tu sekundarnich pozitivnich kultivaci a tedy mirnému navySeni poctu
vyrazenych alograftii z divodu kontaminace.

- zkréiceni doby studené ischémie. Chlopenni alografty jsou do kryoprezervace
skladovany pti teploté¢ +4°C, a to po rizn¢ dlouhou, tj. dni event. 1 tydnu. e
nezbytné tuto dobu zkratit na co nejmen$i, v idedlnim pfipadé pak alografty

kryoprezervovat bezprostiedné po ukonceni sterilizace.

Je prokazano, ze samotna kryoprezervace jen c¢aste¢né snizuje viabilitu chlopennich
alograftl (a ma tedy maly vliv na povrchovou morfologii a strukturdlni integritu). Vysledny
stav po kryoprezervaci je tedy primarné determinovan proces pied zmrazenim, a proto se
musime pokusit omezit vSechny Skodlivé noxy, které viabilitu alograftii ptfed vlastni
kryoprezervaci alteruji. VySe navrzené zmény by mohly v sou€asnosti pouzivany protokol
Transplantacniho centra FN Motol z hlediska morfologie a viability chlopennich alograftu
vylepsit.

Navrhovana opatieni by vedla k mirnému sniZzeni vytéZnosti chlopennich alografti
béhem procesu jejich zpracovani. Jak vyplyva z kultiva¢nich nalezt Transplanta¢niho centra
FN Motol, cca S -10 % alografti by bylo nutné vyfadit z divodu kontaminace. Presto by
vysledna efektivita byla lepsi nez jakd je napf. u Evropské banky homografti, kde je
v priab¢hu zpracovani vytazeno az 42 % chlopni. Toto mirné snizeni efektivity (vytéZnosti) by
bylo za cenu zlepSeni kvality chlopennich alograft, a to ve smyslu zachovani jejich

strukturalni integrity a pravdépodobné i viability.
Jak jiz ale bylo uvedeno v uvodu tohoto zéavéru, tyto zmény, které navrhujeme na

zaklade vysledkl predkladané prace a také soucasnych literarnich znalosti, je nutno nejprve

ovCiit v pfipravovaném experimentu.
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Predkladana prace také dokumentuje Cinnost Banky kardiovaskularni tkan¢
STBSS pii Transplanta¢nim centru FN Motol. Jde o jedinou tkanovou banku v zemi, ktera
ma diky svému unikatnimu zarazeni do systému zdravotnictvi primy pftistup do poolu darct
organt zemg. Pracoviste vzniklo vice néz 25 let trvajici evoluci na skute¢né multidisciplinarni
bazi - ze spoluprace détskych kardiochirurgd a kardiologl s patology, soudnimi lékafi,
anatomy, histology, klinickymi mikrobiology, ale také legislativei, administrativou nejen
fakultni nemocnice, ale i Ministerstva zdravotnictvi CR a Koordinaéniho stiediska
transplantaci. Jedna se o unikatni pracoviste, které je srovnatelné s nejlepSimi evropskymi 1
svétovymi pracoviSti a které =zajiStuje dodavku chlopennich alograftd pro vSechna

kardiochirurgicka pracovisté v Ceské Republice.

Autor si uvédomuje limitace studie. Teoreticky byl pripraven na zkoumani
dalSich biologickych parametri chlopennich alografti, ale zekonomickych duavodi

nemohla byt studie timto smérem rozSirena.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AHV:

BKVT:

BM:

DMSO:

HBD:

HLA:

HTx:

MHC:

MOO:

NHBD:

STBSS:

TC

chlopennfi alograft

banka kardiovaskularni tkané

basalni membrana

dimethylsulfidoxyd

heart-beating donor

human leukocyte antigens

transplantace srdce

hlavni histokompatibilni systém
multiorganovy odbér

non heart-beating donor

Specializovand tkafova banka ¢. 85 — Kod Ministerstva
zdravotnictvi CR pro BKVT pii TC Motol

transplanta¢ni centrum
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