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Nahrada srdec¢nich chlopni je provadéna pil stoleti a paraleln€ jsou vyvijeny mechanické i

biologické chlopenni protézy. Ve skupiné biologickych protéz jsou uZzivany predevSim
komer¢né dostupné xenografty, vyrobené z perikardu (hovézi, vepiovy, vyjimeéné konsky) ¢i
z veptovych aortalnich chlopni. Alternativou xenografti zistavaji dodnes alografty, produkty
tkanovych bank. V soucasnosti se odhaduje, ze z celkového pocétu nahrazenych chlopni ve
svéte dostava 49% nemocnych mechanickou chlopenni protézu, 49% nemocnych xenoprotézy

a pouze 2% pacientil dostane alotransplantat.

Piestoze je historie mitralnich alografti del$i nez u alograftd aortalnich, jejich pouziti
v Klinické praxi bylo sporadické. Nepfili§ povzbudivé dlouhodobé vysledky, stale se
zlepSujici kvalita komeréné dostupnych chlopennich nahrad a pfedevs§im rozvoj zachovnych

operaci na mitralni chlopni, to vSe zplsobilo Ustup od pouzivani mitralnich alograftu.

Mitralni alografty se ukazaly pouzitelnymi pii 1é¢bé infekéni endokarditidy trikuspidalni
chlopné, kde mohou byt vyhodnou alternativou pro komeréné dostupné chlopenni nahrady.
Abychom ovéfili technické aspekty implantace mitralniho alograftu do trikuspidalni pozice,
nejprve jsme provedli experiment na ovéim modelu, ktery potvrdil dobrou stiednédobou

funkci implantovaného alograftu.*?

Cilem této prace bylo ovéfit, jakym zpusobem ovlivituje proces kryoprezervace mechanické
vlastnosti takto oSetfenych mitralnich alografti. Pro jejich kryoprezervaci jsme pouzili stejny
postup, jaky pouziva specializovana tkanova banka transplantacniho centra FN Motol v Praze

pro ostatni chlopenni alografty.

Zatimco ohledn¢ aortalnich a plicnicovych alografti existuje n¢kolik praci, které se zabyvaji
dopadem jejich zpracovani na kvalitu tkané, data o mitralnich alograftech jsou velmi

skromna.



LITERARNI PREHLED

2.1 STRUCNA HISTORIE KARDIOCHIRURGIE

Pouziti alotransplantati v chirurgické 1é¢bé chlopennich vad uzce souviselo s rozvojem
kardiochirurgie. Nad historickym piehledem si mizeme dat do souvislosti vyvoj oboru a

historii pouziti alotransplantatt v klinické medicing.

Rozvoj moderni kardiochirurgie zapocal po zavedeni rutinniho pouzivani mimotélniho ob¢hu

Vv klinické praxi.

Chirurgie srdce ale existovala jiz pied érou mimotélniho ob&hu. Prvni kazuistické prace
popisujici hlavng feeni bodnych poranéni organt mediastina se objevuji koncem 19. stoleti.?
V roce 1908 popsal Trendelenburg embolektomii z plicnicové tepny.* Rozvoj chirurgické
lécby poranéni srdce a mediastina nastal v obdobi II. svétové valky, kdy chirurg americké
armady Harken popsal v roce 1946 134 piipadi pacientl s riznymi poranénimi mediastina,

perikardu i srdce, ktefi ptezili operaci. >

Pted érou mimoté€lniho ob&hu se chirurgové rovnéz zabyvali chirurgickou 1é¢bou vrozenych
srdecnich vad a dokonce i ziskaného postizeni aortdlni a mitralni chlopné. Prvni operaci
vrozené srde¢ni vady (podvaz Botalovy duceje) provedl roku 1937 Graybiel. Pacient bohuzel
zemfiel 4. poopera¢ni den na sepsi.6 Dalsi operaci vrozené vady Gspésné provedl Crafoord ve
Svédsku v roce 1944, jednalo se o resekci koarktace aorty s piimou suturou u 12 letého
chlapce.” V roce 1945 provedl Blalock usp&$né pfimé spojeni levé vétve plicnice a levé

subklavialni tepny 15 mé&si¢niho ditéte s Fallotovou tetralogii.?

Chirurgicka 1écba ziskanych chlopennich vad se pted érou mimotélniho obchu sousttedila
predev§im na revmatické stendzy aortdlni a mitralni chlopné a jejich dilataci riznym
instrumentariem. Dilataci zGzené aortalni chlopné provedl a popsal jako prvni Tuffier roku
1914,° o ndkolik let pozdéji zavienym zptsobem provedl valvulotomii mitralni chlopné
Cutler.® Tyto vykony se vzhledem k nepfili§ dobrym vysledklim nikdy vyraznéji nerozsitily a
az do 50. let nedoSlo v oboru kardiochirurgie k zasadnéjSimu rozvoji. Pocatkem 50. let
Hufnagel vyvinul prvni mechanickou chlopenn a v experimentu na psech ji implantoval do

sestupné hrudni aorty. Tuto chlopen pozdé€ji pouzil u 23 pacientd s aortdlni regurgitaci.



Jednalo se o unikatni a jediny soubor pacienti operovanych pro nedomykavost chlopné pied
¢rou mimotélniho ob&hu a vyvojem aortalnich protéz, které se implantovaly do aortalniho

anulu.*!

V experimentu byl zkouman i vliv hypotermie pii zastavé cirkulace. Bigelow publikoval
pouziti hluboké hypotermie v experimentu na psech v roce 1950.%% Klinické aplikace se tato
technika dockala o dva roky pozdéji, kdy Lewis v hluboké hypotermii uzaviel defekt
sifiového septa.™ Tato technika v éfe mimoté&lniho ob&hu nenasla mnoho nasledovniki, byla
pouzivana pouze sporadicky v zemich byvalého Sovétského Svazu a v Japonsku. Jeji

teoreticky podklad se nadale pouziva u pacientt, kde je nutné operovat v cirkula¢ni zastave.

Prvni operaci na otevieném srdci a mimotélnim ob&hu provedl Clarence Dennis, ktery
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operoval pétiletou divku v terminalni fazi srdecniho onemocnéni.

Princip extrakorporalni cirkulace a oxygenace a nasledné vyvinuti prvnich pfistroji pro
mimotélni ob&éh umoznilo obrovsky rozmach kardiochirurgie. Mimotélni ob&h a principy
ochrany myokardu béhem srde¢ni zastavy a ischémie umoznily provadét slozité operace na
otevieném srdci, korigovat komplexni vrozené srdecni vady, transplantovat srdce event. blok
srdce a plice, feSit postizeni hrudni aorty a samoziejmé se tim umoznil rozvoj koronarni

chirurgie.

Nejvétsi zasluha na zavedeni mimotélniho ob&hu do klinické praxe je ptipisovana Gibbonovi,
ktery v roce 1953 jako prvni GspéSné operoval sinovy defekt." *® Jednim ze silnych stimuld
pro praci na vyvoji zafizeni pro extrakorporalni cirkulaci byly neuspokojivé vysledky

embolektomii z plicni arterie.’

Byly vyvijeny 1 jiné metody, které umoziovaly operovat na otevieném srdci. Lillehei
publikoval metodu kontrolované zkiiZzené cirkulace v roce 1954, kdy timto zplsobem
odoperoval nékolik pacientli s vrozenymi srdecnimi vadami. 18 Pochopitelné¢ byla nutna

kompatibilita krevni skupiny rodi€e a operovaného ditéte.

Rozvoj mimotélniho ob&hu podnitil vyzkum optimalni ochrany myokardu pii srde¢ni zastave,
nezbytné pro operace na otevieném srdci. Prvni experimentalni studii s hyperkalemickou
srde¢ni zéastavou publikoval v roce 1955 Melrose.' Tato technika ale zpiisobovala nekrozy
myokardu, pravdépodobné pro pfili§ vysokou koncentraci drasliku, proto byly vyvijeny i dalsi

zpusoby ochrany myokardu. Mnoho chirurgii pouzivalo techniku normotermické srdecni



ischemie, kdy intermitentn¢ nakladali pfi¢nou svorku. Technika navozené komorové fibrilace

je pouzivana sporadicky dodnes.

Koncept hyperkalemické srde¢ni zastavy se nakonec ukazal jako bezpecny, poté co Gay a
spolupracovnici prokazali, Ze toxicita kalia se vyrazné¢ omezi pfi jeho snizené koncentraci.?
Soucasné¢ pouzivany krystaloidni kardioplegicky roztok St. Thomas, ktery je zaloZeny na
Ringerové roztoku s 16 mmol/l kalia a 16 mmol/l magnesia, popsal po studiu rtznych
kardiologickych roztoki Hearse a jeho kolegové vroce 1976.% Dalsim pokrokem byl
koncept krevni kardioplegie, tento zptiisob ochrany myokardu vyrazné snizoval ischemicko-
reperfuzni poékozeni.22 Ackoliv Melrose v podstaté pouzival hyperkalemickou krev, klinicka

aplikace po upravach koncentrace kalia pfisla az o dvacet let pozdéji.
Vyhody krevni kardioplegie byly ziejmé:*

e krev zajistovala oxygenaci myokardu

e zajiSt'ovala vysokou pufrovaci kapacitu roztoku
¢ m¢la velmi dobré osmotické vlastnosti

¢ m¢la fyziologické pH a koncentrace elektrolytli

e obsahovala endogenni antioxidanty a zametace kyslikovych radikala

V roce 1991 piiSel Lichtenstein a jeho kolegové s konceptem teplé (normotermické) krevni
kardioplegie. Snaha pfiblizit se co nejvice fyziologické perfuzi myokardu byla logicka,
publikované vysledky byly piesvédgivé. 2 Otazkou zistava, jak dlouhy je bezpedny
ischemicky interval u konkrétniho pacienta, a jak rozlisit pipadnou $patnou perfuzi myokardu
kardioplegickym roztokem. Vhodnym kompromisem se zdd byt pouziti vlazné krevni
kardioplegie, ktera nejlépe redukuje uvoliiovani kyseliny mlééné po dobu anaerobni

ischemie.?®

Mimotélni ob&h umoznil rozvoj chlopenni chirurgie. Prvni nahrady aortalni 1 mitralni chlopné
byly provedeny v roce 1960, v obou pripadech byla pouzita kulitkové protéza.?®? Ve velmi
kratké dob& se nahrady chlopni staly rutinnim vykonem. Mechanické chlopenni protézy
zaznamenaly velky uspéch, ptesto jiz v této dob¢ byly provadény experimenty s biologickymi
chlopennimi nahradami, tj. s xenografty a alografty. Jejich vyvoj a dobré klinické vysledky

postupem cCasu zvySoval jejich podil z celkového poctu chlopennich néhrad.



Snaha chirurgli o fyziologické feseni chlopennich vad vedla k rozvoji zachovnych operaci
mitralni, trikuspidalni a aortalni chlopné. Zachovné operace ukazaly, ze maji lepsi vysledky
nez chlopenni ndhrady. Velkou zasluhu na tom mél francouzsky chirurg Carpentier, jehoz

revolucni pfistup k chirurgické 1€cbé nedomykavosti mitralni chlopné je pouzivan doposud.28

Rozsahlou oblasti, kterou se zabyva kardiochirurgie, je ischemické choroba srde¢ni. Podobné
jako u vrozenych srdecnich vad a chorob chlopni se chirurgové pokouseli 1é¢it toto
onemocnéni davno pied zavedenim mimotélniho ob&hu do klinické praxe. Ve tficatych letech
dvacatého stoleti pouzil americky chirurg Beck metodu nepfimé revaskularizace myokardu.
Vychazel z experimentt, kdy bylo snahou vytvofeni kolateral mezi perikardem, omentem
nebo pektoralnim svalem a myokardem. Tuto techniku pouzil u né€kolika pacientii, z nichz
néktefi udavali po operaci vymizeni anginosnich potizi.?® Dalsi techniku pouzil kanadsky
chirurg Vineberg, ktery implantoval mamarni tepnu do tunelu v myokardu.* Cilem bylo
vytvofeni kolateral s nemocnou véncitou tepnou, vznik takovych kolaterdl byl potvrzen a

operace se pouzivala i v ¢eskych zemich.

Pro rozvoj koronarni chirurgie az do jeji soucasné podoby bylo zasadnim pfinosem zavedeni
selektivni angiografie koronarnich tepen.! Toto vySetfeni, které je i v soucasnosti zlatym

standardem, umoznilo pfesné zobrazit morfologii postizeni srde¢nich tepen.

Prvni dokumentovany aortokoronarni bypass byl proveden vroce 1964 Garretem a
DeBakeym. U pacienta ptivodné planovali provedeni endarterektomie ramus interventricularis
anterior, ale pro pfili§ difusni postizeni se rozhodli provést bypass pomoci vena saphena
magna. Tuto operaci publikovali az vroce 1973, kdy méli zdokumentovanou dobrou
priichodnost §t&pu.®® Levou prsni tepnu (a. thoracica interna) pouzil jako prvni leningradsky
chirurg Kolesov, ktery sviij soubor pacientd predstavil v roce 1964.% Operace byla provedena
cestou levé torakotomie, bez mimotélniho obéhu, stejné tak jako bez predoperacni angiografie

véncitych tepen.

Po dlouhou dobu bylo pouziti velké safény jako jediného §tépu zlatym standardem. Teprve
jednoznacna data z 80. let ukdzala, Ze pouziti levé prsni tepny jako St€pu na premosténi
stenozy predevSim na ramus interventricularis anterior ma pozitivni dopad na preZiti pacientl
po chirurgické revaskularizaci myokardu.34’ %5.% Na potvrzeni predpokladu, ze pouziti obou
prsnich tepen bude mit podobné pozitivni efekt pro prichodnost §tépl a zlepSené piezivani

pacienti, bylo potiecba ¢ekat téméf dvacet let. V roce 2004 publikovali Lytle a Blackstone



studii, ve které demonstrovali zlepSené piezivani pacientu v druhé dekadé od operace

v piipadé pouziti obou prsnich tepen.*’

V dalsich letech dochazi k mohutnému rozvoji koronarni chirurgie. Jeji hegemonii pterusil
Vv 90. letech dvacatého stoleti bouflivy rozvoj katetrizac¢ni 1é¢by ischemické choroby srdecni.
Tato metoda pfinasi krom¢ malé invazivity velké vyhody pro pacienty s akutnim infarktem
myokardu s ST elevacemi. Metoda piimé perkutanni angioplastiky infarktové tepny je
nepochybné v soucasnosti metodou volby. Na druhé strané¢ kardiochirurgie potfad nabizi

dlouhodobé;jsi priichodnost rekonstrukci a mensi pocet opakovanych intervenci.®

Dlouhym vyvojem proSla i srde¢ni transplantace. Od prvnich experimenti Carrela a
Guthrieho s heterotopickymi transplantacemi srdce u psi v roce 1905* k prvni transplantaci
provedené na ¢lovéku ubéhlo vice nez Sedesat let. V prosinci 1967 prekvapil svét jihoafricky
chirurg Barnard prvni transplantaci srdce.* Casné vysledky v této dobé€ nebyly uspokojivé a
rozvoj transplantologie byl akcelerovan az mnohem pozdé&ji. Dilezitym postupem pro
monitoraci rejekee §t&pu se stala transvenosni endomyokardialni biopsie.* Opravdovy rozvoj
transplantaci srdce nastal aZ po zavedeni cyklosporinu do klinické praxe, ktery dramaticky

1 v g, , YY)
zlepsil pfezivani transplantovanych pacientt.

2.2 FYZIOLOGIE, PATOFYZIOLOGIE A BIOMECHANIKA SRDECNICH
CHLOPNI

Zakladni funkci srdec¢nich chlopni je usmérnéni toku krve spradvnym smérem, plsobi jako
jednocestné ventily. Tuto vlastnost musi plnit i chlopenni protézy vsech skupin. Dalsi
vlastnosti srde¢nich chlopni souviseji S jejich anatomii, ze které vyplyvaji fyziologické
mechanismy podilejici se pfedev§im na zmensSeni a rozloZeni stresu na samotné cipy chlopni.
Diky tomu vétSinou prekracuje Zivotnost nativnich chlopni obvyklou délku Zivota. Mnohé
Z téchto mechanismil nebyly dodnes pln€ objasnény a mechanické ani komeréné dostupné
biologické chlopenni protézy (xenotransplantaty) nemaji vétSinou ambice tyto dalsi funkce
plnit. Diivodem pouziti chlopennich alotransplantatl je snaha o zachovani nékterych dalSich

funk¢nich vlastnosti chlopni.



2.2.1 AORTALNI CHLOPEN

Na hemodynamickych vlastnostech aortalni chlopné se podili cely aortalni kofen. Principem
dlouhodobé trvanlivosti trojcipé aortalni chlopné, kterd vétSin€ populace vydrzi po cely Zivot,
je symetricky tvar koaptace cipl a interakce mezi nimi a Valsavskymi siny. Valsavské siny
maji zdsadni vyznam pro absorpci stresu, kterému jsou cipy aortalni chlopné vystaveny
Vv diastole. Pohyby aortalniho kofene béhem srde¢niho cyklu jsou komplexni. Kromé zmén
velikosti aortalniho kofene a anulu dochazi i k rotatnim pohybim komisur a aktivnim
pohyblim aortalniho anulu, ¢imz pravdépodobné rovnéz dochédzi ke snizovani stresu na

samotné¢ cipy, jak prokazali na ovéim modelu Dagum et al.*®

Mechanické vlastnosti aortdlni chlopné koreluji s histologickou orientaci extracelularni
komponenty. Elasticky modul je vyssi v circumferenci cipu, zatimco extenzibilita je vyssi
vradidlnim sméru. Tyto anizotropni vlastnosti vychazeji z cirkumferentni orientace
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kolagennich vlaken a radialni orientace elastickych vlaken hlavné ve ventricularis.

Biomechanické studie prokazaly, Ze radialni extenzibilita cipu je zavisla na veku. Jeji 40%
snizeni se projevi mezi 15 a 25 rokem véku, pak zustava stabilni do zhruba 40. roku, od kdy

v - 4
se snizuje zhruba o 1% za rok.*”

U zdravych jedincti je velmi maly tlakovy gradient mezi levou komorou a aortou na pocatku
ejekeni faze, ktery velmi rychle mizi, ¢imZ jsou tlaky mezi uvedenymi oddily prakticky
identické po vétSinu systoly. Normalni aortalni Gsti (AVA — aortic valve area) ma velikost 3-4
cm?®. Vztah gradientu a plochy usti chlopné popisuje Gorlinova rovnice: gradient =
COYAVA? (CO=srde¢ni vydej). Tedy pii CO 5 I/min a AVA 1,3 cm® by mé&l byt
transvalvularni gradient okolo 15 mm Hg. Pokud zmen$ime plochu na 0,65 cm2, tak pfi
stejném srdecnim vydeji gradient piekro¢i 60 mm Hg. Leva komora srdecni tedy musi
generovat tlak o 60mm Hg v&t3i pro udreni normotenze.*® Podle La Placeova zékona je
napéti stény levé komory rovno tlaku v levé komoife nasobené jeji velikosti a délené
dvojnasobkem tloustky stény levé komory. Z této rovnice vyplyva, Ze pro udrZeni stejného
napéti stény levé komory je nutny nartst tloustky jeji stény. ZvySovani napéti stény levé
komory by zvySovalo afterload a snizovalo ejekéni frakci levé komory. Kompenzacéni

mechanismus tohoto pietiZzeni je tedy koncentricka hypertrofie levé komory.47

U aortalni regurgitace dochazi k tlakové — objemovému pietizeni levé komory. Ackoliv

tepovy objem levé komory je vysoky, dopfedny tepovy objem je redukovany o regurgitacni



frakci. Tlak generovany levou komorou je pifimo umeérny jeji naplni, proto byva casto
ptitomna systolicka hypertenze. Kromé zvétSeného rozméru levé komory je ¢asto pfitomno i

mirné zesileni jeji stény.*®

Morfologie ciptu aortalni chlopné a Valsalvskych sint je podminkou fyziologické koronarni
perfuze. Tento fakt respektuji bezstentové aortalni protézy, aortalni alograft i pulmonalni

autograft.

2.2.2 MITRALNI CHLOPEN

Biomechanika atriventrikularnich chlopni nezavisi pouze na cipech, ale sklada se i1 z aktivnich
pohybll anulu a zdvésného aparatu piipojené¢ho ke sténé komory prostiednictvim papilarnich

svala.

Extracelularni matrix se sklada z 60% z kolagenu typ I, 10% elastickych vlaken a 20%
proteoglykanti. VétSina kolagennich vldken je orientovdna ve svazcich vedoucich paralelné
s okrajem cipu.*® Nelinearni biomechanické vlastnosti byly demonstrovany v testech jak
cirkumferentnim tak radidlnim smérem.® Pfedni a zadni cip maji anizotropni vlastnosti.
Elasticky modul je vétsi v cirkumferenci nez v radidlnim sméru. Zadni cip je vice extenzibilni

nez piedni.”*

Normalni velikost usti mitralni chlopné se udava 4-6 cm? U mitralni stenosy dochazi se
souCasnym snizovanim plochy mitralniho Usti kristu tlaku vlevé sini a zvySovani
transvalvularniho gradientu. Pii t€¢Zké mitralni stenose dochazi ke snizovani srdec¢niho
vydeje, dilataci levé sin€ a vzniku postkapilarni plicni hypertenze. Vznikajici hypertrofie levé
sin€ vede Casto ke vzniku sinové fibrilace, kterd se podili na dal$im sniZeni srde¢niho vydeje.
Svalovina levé komory nebyva postizena, Vv diisledku plicni hypertenze ale byvéa postiZena

komora prava.

U mitrélni regurgitace dochazi k ¢istému objemovému pietizeni levé komory, které vede k jeji
dilataci a v dalsich fazich k poklesu ejekéni frakce. Zaroven vznikajici dilatace levé komory

zpisobuje 1 dilataci mitralniho anulu, coZ dale zhorSuje insuficienci mitralni chlopné.



2.2.3 TRIKUSPIDALNI CHLOPEN

Trikuspidalni chlopen je komplexni struktura, sklada se z ptedniho, zadniho a septalniho cipu,
SlaSinek a papilarnich svali. Predni papilarni sval poskytuje podporu pifednimu a zadnimu
cipu a medialni papilarni sval zadnimu a septalnimu cipu. Nékteré Slasinky vychazeji ptimo
ze septa a vedou kseptilnimu a prednimu cipu. > Tvar trikuspidalniho anulu ve
trojrozmérném obraze je sedlovity, zaroven je ale deformovany tak, ze septalni a zadni anulus
jsou blize k hrotu pravé komory nez ptredni anulus. Tato data pochézi z echokardiografickych
studii provadénych na zdravych dobrovolnicich. Kdyz byli ale vySetiovani stejnym zplisobem
pacienti s trikuspidalni regurgitaci, byl tvar anulu mnohem planarnéjsi a zaroven vice
cirkularni, oproti eliptickému tvaru u zdravych jedinci. %3 Presto je vétSina komercné

dodavanych prstenct viceméné planarnich.

Trikuspidalni stenosa byva v soucasnosti prakticky vyhradné revmatického ptivodu a Ize se
sni setkat spiSe v rozvojovych zemich. Cast&jsi trikuspidalni regurgitace sice muze byt
zpusobena primarnim organickym postizenim chlopné (jako je myxomatosni degenerace,
trauma, infek¢éni endokarditida nebo vrozené vady), ale viibec nejcastéji souvisi s dilataci
trikuspidalniho anulu v dasledku zmén v plicnim fec€isti nebo v souvislosti s levostrannym
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srde¢nim postiZenim.

Predikce vyvoje funkéni trikuspidalni regurgitace po korekci levostranné vady je obtizna.>
Plicni hypertenze, zvyseny tlak v pravé komote, postupujici dilatace trikuspidalniho anulu a
pravé komory jsou rizikovymi faktory perzistence nebo pozdniho zhorSeni trikuspidalni

regurgitace.®®®’

2.3 CHLOPENNI NAHRADY

Abychom pochopili problematiku, ke které se snazi tato dizertacni prace pfispét, je tfeba
shrnout soucasné znalosti o ndhradach srdec¢nich chlopni — jak z pohledu pouzivanych
chlopennich nahrad, tak i z pohledu pouzivanych modernich opera¢nich technik jako je napt.
Rossova operace pfi feSeni patologie aortalni (vyjimecné mitralni) chlopné€, zachovné operace

na aortalni ¢1 mitralni chlopni, nebo 1 ndhrada chlopni interven¢ni technologii.
Vsoucasné dobé€ pouzivané chlopenni nahrady se déli na mechanické a biologické.

Biologické chlopenni nahrady se déli na xenografty, alografty a autografty.



e Xenografty (xenotransplantaty, heterografty nebo heterotransplantaty) jsou chlopenni
nahrady vyrobené z biologického materiadlu, ktery pochdzi z jiného Zivoc¢isSného druhu.
V soucasné dobé se Vv kardiochirurgii pouzivaji hlavné chlopné vyrobené z hovéziho
osrde¢niku nebo z vepfovych nekorondrnich aortalnich cipti. Nejcastéji pouzivané
xenografty maji pevnou kostru — stent. Nékteré nemaji zddnou mechanickou podporu
— jsou bezstentové (stentless).

e Alografty (homografty, alotransplantaty) jsou biologické chlopenni nahrady
pochazejici ze stejného druhu — pochézeji z kadaverosnich srdci, ktera nebyla vhodna
k srde¢ni transplantaci. Nejcastéji se pouzivaji aortalni a plicnicové, ojedin€le mitralni
alografty.

e Autografty — chlopenni nahrada pochazejici z téla pacienta. Pouziva se plicnicovy
autograft u Rossovy operace pro nahradu aortalniho kofene. Vyjimecné je dodnes

pouzivan pulmonalni autograft k nahradé mitralni chlopné (tzv. Ross II).

[2.3.1 MECHANICKE CHLOPENNI NAHRADY

Prvni mechanickou kuli¢kovou chlopen implantoval Hufnagel v roce 1952 heterotopicky do
sestupné aorty u pacienta s aortalni insuficienci.”® Po zavedeni mimot&lniho ob&hu do klinické
praxe zacali Starr, Braunwald nebo Harkin implantovat chlopné do ortotopické pozice.
Pouzivané kulickové chlopné se rychle staly standardem, a je dokumentovana jejich

trvanlivost az 40 let.>® %

Konstrukce chlopné, silikonova kulicka ve stelitové klicce, byla
velmi jednoduchd, nicméné charakteristika prutoku chlopni byla velmi turbulentni. Pacienti
museli byt intenzivné warfarinizovani %1 2 ani velikost efektivniho usti protézy nebyla

dostate¢na.

Vzhledem k nevyhovujicim hemodynamickym parametrim kulickovych chlopennich nahrad
byla vyvinuta dal§i generace: mechanické protézy Sjednim vyklopnym diskem. V
sedmdesatych a osmdesatych letech byly nejcastéji pouzivané chlopné Bjork-Shiley. Problém
téchto chlopni byla vysoka trombogenicita mensiho Usti a 1 z tohoto diivodu bylo posléze od

jejich pouzivani upusténo, prestoze jejich dlouhodobé vysledky byly pomérmné dobré.®?

V soucasnosti se z diskovych chlopni nejvice implantuje protéza Medtronic-Hall, ktera je
dostupna od roku 1977.%% Ve stejném roce byla uvedena na trh prvni dvoulistkova chlopen St.

Jude Medical. ®* Tyto chlopné v dalsich letech prokdzaly velmi dobré transvalvularni



gradienty, velmi malou aortalni insuficienci a snizeny vyskyt tromboembolickych
komplikaci.® ®® %" Antikoagulaci bylo nutné pouzivat nadale, ale bylo mozné snizit cilové
hladiny INR. ® Tyto protézy navic svym nizkym profilem a mensi nutnosti spravné orientace

velmi zjednodusily vlastni implantaci.

Za  poslednich dvacet let se design
dvoulistkovych chlopni podle riznych vyrobct
mirng odliSoval. Velkym pokrokem bylo uvedeni
chlopné¢ St. Jude Medical Regent do klinické
praxe. Tato chlopeii ma pfepracovany velmi uzky
nasivaci prstenec, Upravami jejiho skeletu se

zvysila plocha efektivniho usti pfi stejné zevni

velikosti. Ochrana mechanismu otadeni listkd se

posunula pod anulus. Jako prvni z mechanickych

chlopni tato demonstrovala snizeni hypertrofie Obrdzek 1 - St. Jude Medical Regent

levé komory po implantaci v celém spektru svych (s laskavym souhlasem vyhradniho zdstupce

. , SIM pro CR Cardion s.r.o.)
velikosti.®®

(232 XENOGRAFTY

Stentované biologické chlopenni ndhrady jsou nejcastéji vyrabény z nekoronarnich cipl
praseCich chlopni nebo zhovéziho perikardu. Vyvoj zplsobu fixace tkané a jeji
antikalcifikaéni uprava se b&hem poslednich 40 let zaslouzily o zlepSeni trvanlivosti

biologickych protéz.

Prvni biologickou chlopent vyvinul Binet v roce 1960. Na jeji konstrukci se podilel i Alan
Carpentier.m Praveé A. Carpentier zacal pouzivat jako prvni glutaraldehyd k fixaci veptovych
chlopni, které upeviioval na stent. Glutaraldehyd stabilizuje vlakna kolagenu a zaroven
snizuje antigenicitu tkdné. In vivo sniZuje stupen enzymatické degradace a zplisobuje ztratu

viability, &imz prodluzuje trvanlivost bioprotézy. "*



Soucasné moderni  bioprotézy  jsou

fixovany glutaraldehydem pifi nulovém

Moderni stenty maji velmi nizky profil a

nebo nizkém tlaku s pouzitim rtznych % -

anti-kalcifika¢nich tprav jako je napiiklad ‘

pouziti  kyseliny  alfa-amino-oleové. . : il
\ g

. v 7 v v - \._,/
jsou tenci, aby bylo dosazeno co nejvétsi =

plochy efektivniho usti a zaroven aby byla

Obrdzek 2 - perikardidini bioprotéza se
stentem Carpentier-Edwards Perimount
téchto chlopni. Magna

co nejjednodussi supraanularni implantace

. i . o, (s laskavym svolenim Edwards Lifesciences AG)
Vedle bioprotéz se stentem jsou pouzivany

1 bioprotézy bezstentové. Jsou vyrabény bud’ z vepfovych aortdlnich kotfenli, nebo
konstruovany z hovéziho perikardu. Tyto protézy se funkéné nejvice pfiblizuji nativnimu
aortalnimu kofeni. Maji velmi dobrou hemodynamiku s dobrou plochou efektivniho sti s
malymi transvalvuldrnimi gradienty. Po jejich implantaci byla zdokumentovéna regrese

2. 1 Kromé hemodynamickych vyhod byla

hypertrofie svaloviny levé komory srdecni.
ocekavana 1 lepsi trvanlivost takovych protéz, ta se ale zatim pftili§ nepotvrdila. Rovnéz
existuji prace, které nedokazaly zopakovat optimistické vysledky ohledn¢ regrese hypertrofie
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levé komory.

‘2.3.3 SROVNANI MECHANICKYCH CHLOPENNICH NAHRAD A
‘ XENOGRAFTU

VétSina doporuceni tykajicich se vybéru vhodné chlopenni protézy uzivd vékova kritéria,
obvykle se po 60. aZz 65. roce véku pacienta doporucuje pouziti biologické chlopné. Tato
kritéria jsou nastavena s ohledem na degeneraci bioprotéz tak, aby pacienti nebyli vystaveni
pfiliS vysokému riziku reoperace. Také byvaji kromé véku brana v ivahu dals$i onemocnéni,
kterda mohou vyrazng& zkratit pfedpokladané dozZiti konkrétniho pacienta. Dilezité je i ptani

velmi dobfe informovaného pacienta.

Zatim nebylo provedeno mnoho velkych randomizovanych studii, které by porovnavaly
dlouhodobé vysledky mechanickych a biologickych chlopennich nahrad. Jediné vétsi
randomizované studie pochazeji ze 70. let 20. stoleti: studie Edinburgh Trial a Veterans

Affairs Randomized Trial.” "® 7" Ob& porovnavaly diskovou mechanickou chlopenni ndhradu



Bjork-Shiley a biologickou vepfovou chlopen Hancock (Edinburgh Trial navic jesté
biologickou chlopen Carpentier-Edwards). Chlopné byly implantovany do aortalni i mitralni
pozice s dobou sledovani 15 az 20 let. Vysledky byly o obou studii obdobné: u skupiny
pacientii s implantovanou mechanickou chlopni byl zachycen trend Kk delSimu piezivani
(p=0,08). U biologickych chlopni byly ¢astéjsi reoperace z diivodu strukturalni deteriorace
chlopné. K degeneraci dochazelo dfive v mitralni pozici (8-10 let) nez v aortalni (10-12 let).
Riziko tromboembolickych komplikaci a vzniku endokarditidy bylo u obou typt chlopni
obdobné. Pacienti s implantovanou mechanickou chlopni méli signifikantné¢ vyssi riziko
krvacivych komplikaci z divodu antikoagula¢ni 1é¢by. Edinburska studie ukazala, ze k
degeneraci biologickych chlopni dochdzi nejrychleji u mladSich pacientd. Moznost
extrapolace vysledkii do soucasné klinické praxe je vyrazné omezend, nebot’ typy chlopni

hodnocené v téchto studiich se dnes jiz nepouzivaji.

[2.3.4 AORTALN{ ALOGRAFT

Vroce 1956 Gordon Murray popsal pouziti /
cerstvého aortalni alograftu implantovaného do
descendentni aorty u pacienti s aortalni
insuficienci. Tyto operace piedbchly o pét let
dostupnost mechanické chlopenni ndhrady
Starr-Edwards. ® I kdyz byly tyto operace
Z hemodynamického hlediska UspéSné pouze

castecné, transplantované chlopné mély velmi

dobrou Zivotnost, bez kalcifikaci a maly

gradient i po 13 letech. Dva z téchto pacientt ; e e

méli excelentni funkci implantované chlopné 1

79 Ly . :
po 20 letech. ™ Prvni GspéSnou implantaci Obrézek 3 - aortdini alograft

aortalni alograftu do ortotopické pozice provedl

Donald Ross na zikladé laboratornich (archivTC IV Motol
experimentll Brewina publikovanych v roce 1956.%°% Nezavisle a ve stejné dob¢ implantoval
aortalni alograft i Barrat-Boyes v Aucklandu na Novém Zélandu, ktery o dva roky pozdéji
publikoval soubor 44 pacienti operovanych touto technikou. 8 Zajimavé bylo, Ze pfi
implantaci aortalnich alograftt pivodné nebyl bran zietel na ABO kompatibilitu a alografty

byly implantovany Cerstvé, velmi zahy po odbéru. Takto implantované chlopné mély velmi



dobrou hemodynamiku a trvanlivost, coz motivovalo mnoho dalSich nasledovnikd k jejich

pouzivani.
Na zaklad¢€ zkuSenosti s aortalnimi alografty se da konstatovat:

e Urcita podskupina pacientd muze dosahovat trvanlivosti alograftu, kterou nepiekona
zadna biologicka chlopenni nahrada, snad s vyjimkou plicniho autograftu u Rossovy
operace.

e Vybornd hemodynamika s lamindrnim pritokem chlopni minimalizuje problémy
s malym aortalnim anulem a mtZze mit rovnéz pozitivni dopad na regresi hypertrofie
svaloviny levé komory srdec¢ni.

e Nizkd trombogenicita bez antikoagulace miize byt vyhodou u nékterych skupin
pacientti (mladé zeny, déti, rizikova povolani).

e Alografty maji pravdépodobné vyssi rezistenci vici protetické chlopenni
endokarditid¢.

e Alografty mohou byt vhodné pro rozsahlé rekonstrukce vytokového traktu levé

komory, obzvlasté u pacientl s infek¢éni endokarditidou.
Jsou zde i faktory, které negativné ovliviiuji trvanlivost implantovanych alografti:

e Vyssi veék darce

e Dilatovany kofen aorty pfijemce (pokud neni korigovan)

e Onemocnéni kotfene aorty (Marfantv syndrom, cystickd medionekroza aorty)
e Technicky nedokonald implantace zpusobujici turbulentni tok

e Dlouhé skladovéni ,,fresh wet-stored* alograftt

e Nesetrna sterilizace, odbér a zpracovani alograftl

V soucasné kardiochirurgii je aortalni alograft na nékterych pracovistich uzndvanou
alternativou ostatnich chlopennich ndhrad. M4 velmi dobré hemodynamické vlastnosti a
velkou vyhodou je viabilita jeho tkéné, ktera se pravdépodobné podili na jeho vysoké
odolnosti vici infekci. Z tohoto divodu je povazovan za velmi dobrou volbu u pacientl
s infek¢ni endokarditidou aortalni chlopné. Nevyhodou je riziko degenerace alograftu, hlavné

u déti a mladsich pacienti do 40 let véku.®®



2.3.5 MITRALNI ALOGRAFT

Na vyzkumu pouziti mitralnich alograftii
ma velky podil i Ceskoslovenska véda.
Slovensky chirurg M. Hubka se od
pocatku 60. let dvacatého stoleti vénoval
experimentim na  psech, kterym
implantoval mitrdlni alografty jak do
mitralni, tak do trikuspiddlni pozice.
Rovnéz popsal pouziti  aortalniho

alograftu v mitralni pozici. 8 & %

Obradzek 4 - ov¢i mitrdini alograft

(archiv TC FN Motol)

12.3.5.1 MITRALNI ALOGRAFT V MITRALNI POZICI

Prvni experimentalni implantaci mitralniho alograftu provedl vroce 1964 Cachera.
Implantoval jak parciadlni, tak totdlni mitralni alograft do mitrdlni pozice, vcetné jeho
zavésného aparatu.®’ Rastelli ve stejném roce publikoval experiment, kdy provedl néhradu
mitralni chlopné mitralnim alograftem. Po roce byly alografty funkcni, papilarni svaly byly

nahrazeny jizevnatou tkani piij emce.®

Podobné ptiznivé vysledky v priabéhu Sedesatych let v experimentu zaznamenali 1 dal$i autofi.
O'Brien doséhl pfiznivych vysledkii ortotopické transplantace mitralniho alograftu.®® Pappas
popsal dlouhodobé vysledky funkce mitralniho alograftu v experimentu na psech s sestiletym
sledovanim. U vétSiny pokusnych zvifat vypadaly cipy chlopné jemné, morfologicky
normalné. Vysledky byly prokazatelné lepsi, kdyz nebyla zvifata 1é¢ena imunosupresi a

rovn&Z v piipadé pouZiti Serstvého alograftu.”

Prvni klinické pouziti mitralniho alograftu bylo publikované v roce 1967 Senningem.
Pooperacni 1 kratkodoba funkce alograftu byla dobra, nicméné relativné Casné selhal a bylo
nutné pacienta reoperovat.” V roce 1975 publikoval Huber et al. prvni dlouhodobé klinické
vysledky. Od roku 1966 do roku 1969 pouzil mitralni alograft k ndhradé mitralni chlopné u 11

pacientd. Tti pacienti zemieli Casné po operaci. Ze zbyvajicich 8 byla u 4 nemocnych nutna



reoperace z divodu degenerace a Spatné¢ funkce chlopné. Vysledky byly neuspokojivé a

Senning se poté rozhodl mitralni alografty nadale nepouZivat.”

Uspé&$nou implantaci mitralniho alograftu popsal v roce 1973 Ohta, ktery referoval o dvou
pacientech, kterym byl implantovan mitralni alograft do mitrdlni pozice. Tyto pacienty

sledoval dva roky, funkce alografta byla dobra.”

Své neptilis povzbudivé vysledky publikoval Sievers, kdy implantoval mitralni alograft tftem
nemocnym s mitralni stenosou. Prvniho reoperoval 2 mésice po operaci. Zbylé dva reoperoval
rovnéz — 9 a 46 meésicti po operaci. U jednoho byla divodem endokarditida, u druhého

dehiscence papilarniho svalu.*

Pouziti parcidlniho mitralniho alograftu u endokarditidy mitralni chlopné publikoval v roce
1994 Dossche et al. Dvé tretiny zadniho cipu nahradil odpovidajici ¢asti alograftu vcetné
zavésného aparatu. Po ro¢nim sledovani mél pacient mirnou mitrdlni regurgitaci. Jako vyhodu
této techniky uvadi nepfitomnost ciziho materidlu v terénu infekéni endokarditidy a zarovei

zdiiraziiuje lepsi zachovani funkce levé komory oproti nahradé bioprotézou.*

Velky soubor 43 pacientti publikoval v roce 1996 Acar et al. Jednalo se pfevazné o pacienty
s infek¢ni endokarditidou mitralni chlopné nebo s porevmatickou mitralni stenosou. Velka
pozornost byla vénovdna pifedoperacnimu echokardiografickému vySetfovani pacientl
S ohledem na vybér optimalni velikosti alograftu. % Acar jako prvni publikoval néhradu
mitralni 1 trikuspiddlni chlopné mitrdlnimi alografty u jednoho pacienta s infekéni

endokarditidou obou téchto chlopni.97

Nahrada mitrdlni chlopné mitrdlnim alograftem méa mnoha technicka uskali. Velkym
problémem je dostupnost dostateného mnozstvi zmrazenych alografti a spravné meéteni
jejich velikosti pfedoperacni echokardiografii. Tato operace ma akceptovatelné kratkodobé
vysledky po zvladnuti techniky, nicméné stfednédobych vysledkt je k dispozici velmi malo,

takZe se tato operace v soucasnosti opousti.

12.35.2 MITRALNI ALOGRAFT V TRIKUSPIDALN{ POZICI

I kdyZ experimenty s mitralnimi alografty byly provadény dokonce diive nez ty s aortalnim
alograftem, mitralni alograft se nikdy nedockal Sir§iho klinického pouziti. Vedly k tomu

mimo jiné nasledujici divody:



e Implantace je technicky obtiznd vzhledem ke komplexnosti struktury chlopné.

e Snahy pouzivat mitradlni alograft Vv mitrdlni pozici ho vystavovaly vysokému
namahani, které vedlo k dehiscencim sutury papilarnich svalti a rupturam Slasinek.

e Riziko degenerace alograftu vedlo k neptiznivym dlouhodobym vysledktim.

e Rozvoj zachovnych operaci mitralni chlopné¢ a kvalitativni zlepSeni xenografti

postavilo mitralni alografty do pozadi z4jmu kardiochirurgt.

Mnohé z téchto argumentu se ztraceji, pokud je mitralni alograft implantovan do trikuspidalni

pozice.

Experimenty s implantaci mitralniho alograftu do trikuspidalni pozice provadéli Pollock,®®
stejnd jako slovensky kardiochirurg Hubka.®* ® % Prezivani zvifat bylo od nékolika dnt do
dvou let, u nékterych doSlo k dobrému vhojeni alograftu a nebyla pozorovana zadna
imunologicka reakce. Z téchto experimentalnich studii bylo zjevné, Ze je nutné implantovat
mitralni i trikuspidalni alograft jako jeden blok, ktery se skldda s anulu, chlopennich cipt,

SlaSinek a papilarnich svali.

V roce 1993 byla popsana jedinéd klinickd implantace Cerstvého trikuspidalniho alograftu do
trikuspidalni pozice u mladé pacientky s endokarditidou trikuspidalni chlopné. Dobra

sttedn&dobé funkce alograftu byla ovéfena 6 mésicti po operaci.*

V klinické praxi je mitralni alograft implantovany do trikuspidalni pozice pouZzivan ziidka.
Implantaci mitralniho alograftu do trikuspidalniho usti z divodu endokarditidy poprvé

publikoval v roce 1993 §panglsky kardiochirurg Pomar.'%

2.3.6 PLICNICOVY AUTOGRAFT

Pouziti plicnicového autograftu jako konduitu pro rekonstrukei kotfene aorty bylo logickym
pokracovanim snah kardiochirurgli o nalezeni idealni chlopenni nahrady. Prvni klinické
pouziti, které zaro€ilo zkuSenosti nabyté s aortdlnimi alografty, publikoval Donald Ross
vroce 1967.%" Nova technika spliiovala mnoho kritérii, kterd chirurgové od chlopenni

nahrady poZadovali:



e velmi dobrou odolnost viic¢i degeneraci

e byla neimunogenni

¢ meéla vybornou hemodynamiku

e nevyzadovala antikoagulaci

e byla vitdlni a schopna rastu, dokonce i

uré&itého stupné auto-reparace’®?

Vzhledem kvelké komplexnosti vykonu a
technické ndrocnosti je tato operace vhodnd pro
uzkou skupinu pacientli, kteti necht&ji nebo

nemohou uzivat antikoagulancia. VétSinou se

operace provadi mladS$im pacientim s dlouhym

pfedpokladanym pieZitim, je vhodnad pro Zeny

RTI ;s , " Obrdzek 5- schéma Rossovy operace
planujici t€hotenstvi, zdvodni sportovce a déti. vop

(s laskavym svolenim doc. Zdcka,

Kromé& obtiznosti vykonu a jeho komplexnosti KCH Kiinika FN Hradec Krdlové)

panuje nejveEtsi obava z insuficience autograftu v aortalni pozici. Insuficience autograftu ¢asné
pooperaéné byva spojena Stechnickou chybou pii operaci. Pokud vznikne regurgitace
S odstupem nékolika mésicli, miize byt zplisobena prosté pouze faktem, Ze nebyla pouzita

metoda stabilizujici anulus, a autograft pii systémovém tlaku postupné dilatuje.

Incidence regurgitace po Rossoveé operaci neni piili§ zndma. Dlouhodobé sledovani souboru
pacientii D. Rosse bylo publikovdno v roce 1991. Soubor zahrnoval 339 pacientl, stfedni
doba sledovani byla 11.8 roku, nejdelsi doba sledovani byla 24 roku — byl zde tedy zahrnut i
prvni pacient zroku 1967. V této skupiné pacienti bylo reoperovano 33 pacientii pro
insuficienci chlopné autograftu. U 19 znich byla konstatovana pravdépodobna technicka
chyba pii prvni operaci, u deviti byla dysfunkce zptisobena bakterialni endokarditidou a pouze
u 5 byla vysvétlena dilataci autograftu. Linearizovana incidence regurgitace byla 0,8% na
pacienta a rok. Je nutné poznamenat, Ze vétSina Rossovych pacientli byla operovana

subkoronarni technikou.'®

Aby bylo mozné ziskat ptesnéjsi data, ktera 1épe odrazeji béznou kardiochirurgickou praxi,
byl zaloZzen Ross Procedure International Registry. V roce 1996 zahrnoval 1976 operaci
provedenych 126 chirurgy v obdobi 1987-1995. Sttedni doba sledovani tohoto souboru byla 2
roky, s maximem 8 let. Z tohoto poctu pacienti bylo reoperovano pro insuficienci autograftu



56 pacientil. Linearizovand incidence regurgitace autograftu byla 1,5% na pacienta a rok. U
66% pacientll byl autograftem nahrazen kofen aorty, u 23% byla provedena subkoronarni

implantace a u 11% byla pouzita inkluzni technika.*®*

Elkins identifikoval né¢které faktory, které predikuji vétsi odolnost vuc¢i vzniku regurgitace:

pritomnost aortalni stenozy predoperacné a pouziti techniky ndhrady aortalniho kofene.'®

Problémem zistava, jaka je skute¢na trvanlivost autograftu. Velmi pou¢né jsou vysledky
publikované holandskymi autorkami Klieverik a Takkenberg, které analyzuji dlouhodobé
sledovani pacient po Rossove operaci v Rotterdamu.*®® Sledovaly 146 pacientd, kterym byla
provedena Rossova operace. Konstatovaly velmi dobré piezivani téchto pacienti 13 let po
operaci, které je srovnatelné s pfezivanim zdravé populace. Pét let po operaci bylo bez
reoperace 97.7%, ve 13 letech po operaci jiz pouze 69.2%. Signifikantné¢ mensi pocet
reoperaci byl ve skupin€ pacientd, kteti byli operovani do 16 let véku. Ve sledovani zachytili
dva ptipady infekéni endokarditidy, jeden piipad embolizace do plicnice. Trombdza chlopné,
epizoda krvaceni nebyly zachyceny. Varovny vzestup vyskytu regurgitace v druhé pooperaéni
dekadé¢ byl zpasobeny dilataci autograftu. U vSech téchto pacientii byla pouzita technika

nahrady kofene aorty autograftem.

Sievers a spolupracovnici publikovali soubor 347 pacientl, u kterych provedl Rossovu
operaci subkoronarni technikou od roku 1994 do 2005. Pocet reoperaci z celého souboru byl

pouze 2,6%. %

Nicméné je nutné podotknout, Ze délka sledovani neptesahla 10 let.
Sieversovy vysledky naznacuji, Ze pokud je subkoronarni technika chirurgem zvladnuta,

muZze tato technika implantace zajistit dobrou stabilitu autograftu po mnoho let.

2.3.7 TKANOVE INZENYRSTVIi

V soucasnosti dostupné mechanické a biologické chlopenni néhrady sice prokazaly svou
ucinnost a bezpeénost, nicmén¢ kazda protéza je spojena s rizikem s nahradou souvisejicich

komplikaci. Idealni chlopenni nahrada by méla spliiovat nasledujici podminky: 108

e byt kompatibilni s t€lem piijemce
e byt neimunogenni
e neméla by degradovat krevni elementy

e byt viabilni s velmi dlouhou trvanlivosti (u déti by méla navic mit ristovy potencial)



e byt neomezen¢ dostupna v jakémkoli mnozstvi

e byt netrombogenni

Historicky byly chlopenni nahrady navrhovany tak, aby pasivné reagovaly na tlakové zmény,
které chlopenn oteviraly a zaviraly. Cely chlopenni aparat nebyl zahrnut do designu

chlopennich nahrad, zejména téch, které byly uréeny do mitralni nebo trikuspidalni pozice.

Pfi experimentech vedoucim k vyvoji chlopné metodou tkanového inzenyrstvi se pouzivaji
dva postupy. Jsou vyvijeny chlopné¢ zaloZzené na biodegradabilnim skeletu z polymernich
materialti nebo jsou pouzivany decelularizované chlopenni alografty nebo xenografty. Cilem

je replikovat anatomickou, histologickou a biomechanickou charakteristiku chlopni.'%% % 11!

12.3.7.1 POLYMEROVE DEGRADABILN{ SKELETY

Prvni experimenty s polymerovym degradabilnim skeletem na bazi polyglykolové kyseliny
vypadaly velmi slibn€, byly vSak konstruovéany jako jednocipa plicnicova chlopeii. Pokus o
jeji trojcipou variantu byl ale netspé$ny v disledku vlastnosti pouZzitého polymeru. I kdyZz in
vivo byla pozorovana degradace béhem 6 tydnii (v oveim modelu), rigidita materidlu si
vynutila hledat vice flexibilni polymer,*? 13114

Dal$im studovanym polymerem byl polyhydroxoktanoat, linearni termoplasticky polyester,
ktery je velmi dobfe ohebny a navic je moZné ho vyrobit porézni, coZ by mohlo zvySovat
rychlost osidlovani bunikami. Tento material byl pouzit opét v ovéim modelu. Po 6 mésicich
byly stale nalézany nedegradované ¢asti polymeru v cipech implantované plicnicové chlopné,
coz muze jiz vyprovokovat zanétlivou reakci a fibrotickou odpovéd’. To mlize mit za nésledek

snizenou trvanlivost cip chlopng. '

12.3.7.2 SKELETY TVORENE EXTRACELULARN{ MATRIX

Vyzkum skelett srdecnich chlopni zalozenych na pouziti extracelularni matrix, ktera je
ziskavana decelularizaci alografti nebo xenografti, je veden paralelné¢ s vyzkumem
polymernich skeletii. Problémy s predikovatelnou biodegradabilitou polymert vedly k pouziti
z tkani ziskanych struktur. Byly pouZivané riizné technologie, které efektivné odstrafiovaly
celularni komponenty semilundrnich chlopni a zaroven ponechdvaly vétSinu extracelularni

matrix (hlavné kolagen, elastin a nékteré proteoglykany). Cela procedura je komplikovana:



nejprve jsou pouzivany razné kombinace detergentli spolu s inhibitory proteazy, dale byva
pouzivana DNasa a RNasa, kterd odstraituje nukleové kyseliny. Zaroven se timto postupem
snizuje imunitni odpovéd’ piijemce. Tyto decelularizované matrix plicnice byly pouzity ve
zvitecich modelech, ale i jako plicnicové konduity u Rossovy operace.lle’ 1718 Osidlovéani
autolognimi bunkami probihalo ve sténé graftu a bazalni Casti cipu. Nepokracovalo ale

smérem k volnému okraji.

22.3.7.3 OSIDLOVANI DECELULARIZOVANE MATRIX IN VITRO

Limitaci v souc€asnosti pouzivanych chlopennich nahrad je absence jakychkoliv mechanismi
autoreparace a eventualniho ristu. Tyto pozadavky by v budoucnosti mohly spliiovat chlopné
vyrobené¢ metodami tkanového inZenyrstvi. Velkou piekazkou, podobné jako je tomu u
biodegradabilnich  chlopennich skelet, jsou neadekvatni mechanické vlastnosti
decelularizovanych chlopennich skeleti, které¢ v aortalni pozici nemaji dostate¢nou odolnost,
aby osidleni autolognimi buitkami bylo proveditelné in vivo. Z tohoto divodu se pouZzivaji
bioreaktory, které zajistuji fyziologické tlakové a pritokové poméry osidlovaného skeletu.
Tim jsou zajistény podminky pro jeho ptestavbu, proliferaci a diferenciaci bunék. Touto
technikou jsou skelety z extracelularni matrix ,,pfedpfipraveny a piredosidleny* in vitro

ptredtim nez jsou implantovany, kdy dale tento proces probiha in vivo 119120, 121

[2.3.8 PERKUTANNE A TRANSAPIKALNE ZAVADENE CHLOPNE

Kardiochirurgie v posledni dobé dosahla mimotadné dobrych vysledkd i u komplikovanych
pacientll s chlopennimi vadami. Ptesto existuje skupina pacientli, ktefi maji degenerativni

postizeni aortalni chlopné a jsou v dusledku svych komorbidit pfili§ rizikovi pro komplexni

vvvvvvv

valvuloplastika aortalni chlopné.122

Prvni perkutanni implantaci chlopné v experimentu na psech provedl vroce 1992
Anderson.'?® Koncept na podobném principu: do stentu implantovana biologicka chlopen,

doved| k prvni klinické perkutanni implantaci stent-chlopn& Cribier v roce 2002.*%*

V inicialnim klinickém experimentu Cribier intervenoval 20 pacienti, které odmitli operovat
dva na sob¢ nezavisli kardiochirurgové. U 17 pacientd byl uspéSny, z 3 netuspéSnych dva

periprocedurdlne zemfteli. Stfedni gradient poklesl ze 43 na 8 mm Hg a plocha aortalni



chlopné¢ se zvétSila z 0,56 na 1,69cm?®  Stiednd vyznamny paravalvularni leak byl
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dokumentovan u poloviny pacientd.

Nékteré systémy umoznuji chirurgickou

transapikalni implantaci. Na jedné stran¢ se
tak vykon stava vice invazivni, na druhé
strané mulze byt presnéjs§i umisténi

implantované chlopné. (viz Obrdzek 6).

I kdyz jsou v soucasnosti perkutdnné
zavadéné chlopné pouzivany hlavné pro
extrémné rizikové pacienty, u kterych je
chirurgickd ndhrada chlopné jiz pfilis
velkym rizikem, da se v budoucnu
predpokladat posun k méné rizikovym
skupinam. Velmi zajimavou myslenkou je

vyvijeny koncept ,,valve in valve“, tedy

implantace  perkutanni  chlopné¢ do
stenotické bioprotézy. Mohl by umoznit Obrdzek 6 - systém pro transapikalni implantaci
implantovat biologické chlopné podstatné aortdini bioprotézy Edwards Ascendra

mladsim pac1entum av prlpade strukturdlni (s laskavym svolenim Edwards Lifesciences AG)

deteriorace protézy by byla pouzita

perkutanni chlopenni nahrada.

2.4 ZACHOVNE OPERACE CHLOPNI{

[2.4.1 ZACHOVNE OPERACE MITRALNI CHLOPNE

Po zacatku éry operaci srdce s pouzitim mimotélniho obéhu byly v 60. letech hlavné
operovany vrozené chlopenni malformace a revmaticky postizené chlopné. Diagnoza byla
tehdy stanovovédna pouze klinickym vySetfenim a katetrizaci. Spektrum operaci, které¢ byly
k dispozici, zahrnovalo nahrady chlopni kulickovymi protézami nebo alografty. Zachovné

vykony mély pouze paliativni charakter.



Koncem 60. let pfiSel A. Carpentier s konceptem ,,netrombogenni chlopenni chirurgie®.

< . vross o , . . 126, 127
Zapocal tak éru pouzivani xenografti a zachovnych operaci chlopni.

V 80. letech doSlo k vyraznému vzestupu incidence degenerativnich vad chlopni,
pravdépodobné také v diusledku zavedeni echokardiografie do klinické praxe. Zasadni ptinos
prof. Carpentiera k analyze mechanismu mitralni regurgitace (viz Tabulka 1) a zpusobu jejich

korekce byl publikovan v roce 1983.%

Tabulka 1 - Funkcni klasifikace mitrdlni requrgitace podle Carpentiera

Typ Mechanismus regurgitace

I Dilatovany anulus

Il Prolaps cipu/cip(

lla Restrikce cipl v systole i diastole

b Restrikce cipd v diastole

Principy 1é¢by mitralni insuficience, které stanovil A. Carpentier jsou platné doposud:

e Zachovani nebo obnoveni normalniho pohybu cipu
e Vytvoreni velké plochy koaptace cipt

e Remodelace a stabilizace celého anulu

V soucasném spektru pacientli u nichZ je provadéna zachovna operace mitralni chlopné maji
pifevahu pacienti sischemickou mitrdlni regurgitaci, kde byva anuloplastika mitralnim
prstencem dostate¢nym vykonem zajistujicim kompetentnost chlopné. Otazkou zlstava
trvanlivost rekonstrukce u excesivni restrikce cipti mitralni chlopn€. Je mozné, Ze by tato
podskupina pacientil s ischemickou mitralni regurgitaci profitovala vice z primarni ndhrady
této chlopné. David a Ho prokazali, Ze pacienti, kterym byla nahrazena mitralni chlopen se
zachovanim zavésného aparatu, maji lepSi pfezivani nez skupina, které byla excidovana

kompletni mitralni chlopefl.128 Mantovani uvadi srovnatelné vysledky u pacient, kterym byla



provedena plastika nebo nahrada mitralni chlopné pro ischemickou mitralni regurgitaci, jak co
se tykéa peroperadni mortality, tak i v 5letém sledovani.’”® Podobns referuje i Magne™, ktery
konstatuje vy$si mortalitu u skupiny pacientti, kterym byla nahrazena mitralni chlopeii oproti
skuping, které byla provedena mitralni plastika. Nicméné typ operace nebyl identifikovan jako
nezavisly rizikovy faktor. Navic neprokazal rozdil v 6letém sledovani piezivani a konstatuje,
Ze u pacientll s ischemickou mitralni regurgitaci neni plastika vyhodnéjsi nez nahrada mitralni

chlopné.

U degenerativnich vad je situace odlisSna. Vyhoda mitralni plastiky nad mitralni ndhradou byla

131,

opakovan¢ demonstrovana. 132 Prolaps zadniho cipu, jako nejCastéjsi mechanismus

degenerativni mitralni regurgitace, byl standardné feSen resekci prolabujiciho segmentu a
plikaci anulu®® nebo ,sliding plastikou.** Zda se, 7e obdobné patologie zadniho cipu lze
fesit pouze korekei prolapsu goretexovymi neochordami, které zajisti vybornou mobilitu cipu
a dlouhou z6nu koaptace. Tento postup ("respect rather than resect") je vhodny i1 pro pacienty

s nadbytkem tkané, kdy je cip neochordami stazen nékolik milimetri pod rovinu anulu.

Stiedn&dobé vysledky jsou velmi dobré.*®

Na zaklad¢ povzbudivych vysledki plastik mitralni chlopné nékteti chirurgové operuji i
asymptomatické pacienty, ktefi nesplituji soucasna doporuceni pro indikaci k vykonu na
mitralni chlopni. Divodem tohoto agresivniho pfistupu je obava z vyvoje dysfunkce levé

J o v W y o 1
komory, ktera miize ovliviitovat dlouhodobou prognézu pacienta. 36

Oproti tomuto principu stoji koncept peclivého sledovani asymptomatickych pacienti a
stanoveni indikace k operaci az v okamZiku splnéni podminky symptoml nebo

echokardiografickych kritérii."*’

2.4.2 ZACHOVNE OPERACE AORTALNI CHLOPNE

Zachovné operace na aortalni chlopni patfi k vykontim, které pacientim piinaseji nesporné
demonstrovali, ze pocet komplikaci souvisejicich s vykonem na chlopni se pti zachovnych
operacich aortalni chlopn& v 15letém sledovani pohybuje kolem 12 procent,"*® zatimco riziko

komplikaci u nemocnych po nédhrad¢€ aortalni chlopné je za stejnou dobu pies 60%.



Tabulka 2- Funkcni klasifikace aortdlini requrgitace podle El Khouriho

Typ  Mechanismus regurgitace Typ vykonu

1A dilatovana sinotubularni junkce Remodelace sinotubularni junkce

IB dilatované Valsavské siny Remodelace kofene nebo reimplantace
IC dilatovana aortoventrikularni junkce Anuloplastika

ID perforace cipu Plastika cipu autolognim perikardem

Il Prolaps Korekce délky volného okraje cipu

I Restrikce Plastika — extenze cipu, dekalcifikace

Soucasna 1écba aortalni insuficience je zalozena na funk¢ni klasifikaci, kterou pouzil v roce
1997 Haydar et al., ktera byla zalozena na souboru pfevazné détskych pacienti. Typ I
charakterizoval jako normalni pohyb cipu pfi dilatovaném anulu, typ II jako excesivni pohyb
cipu, typicky pro prolaps, a typ III restriktivni pohyb cipu.'*® EI Khoury tuto Klasifikaci
rozsifil, kdy u typu I vytvofil ¢tyfi podskupiny. Zaroven jeho klasifikace pfimo navrhuje typ

vykonu podle typu léze (Tabulka 2).**°

V praxi nachazime obvykle vice neZ jeden mechanismus aortalni regurgitace. Navic pfi
korekei velikosti kotene aorty dochdzi k indukovanému symetrickému prolapsu vsech cipt,

ktery je nutné korigovat. **

Vzhledem Kk obtiznému intraoperativnimu hodnoceni
symetrického 1 izolovaného prolapsu je velmi vyhodnou technikou pouZivani konceptu
efektivni vysky cipu. Tento parametr je méfen jednoduchym kaliperem od baze cipu k jeho
volnému okraji a umoziuje velmi jednoduché zhodnoceni miry prolapsu a zaroven predikuje i
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pozici cipt a koaptace po provedené rekonstrukci.



V soucasné dobé jsou pii zdchovnych operacich aortalniho kotfene nejcastéji pouzivany dveé
techniky. Remodelace kofene aorty podle Yacouba® a reimplantace aortalni chlopné podle
Davida *** . Ob& techniky maji své vyhody a nevyhody. Yacoubova operace je
fyziologictsjsi,**° na druhé strand neposkytuje Zadnou podporu aortalnimu anulu. Davidova
operace vytvaii podporu aortdlni chlopné na vSech urovnich, byva ji vSak vycitano, ze

vystavuje cipy chlopné jak systolickému stresu, tak neumoziuje dokonalé rozlozeni

diastolického stresu smérem ke kofteni.

Vhodnym kompromisem je kombinace remodelace
S pouzitim zevniho flexibilniho aortalniho prstence
(viz Obrdzek 7), kdy spojenim téchto technik je
zajisténa velmi fyziologickd rekonstrukce kotene
aorty a zaroven je stabilizovana velikost aortalniho

anulu. 17 Casné vysledky jsou slibné. Velkou

vyhodou je reprodukovatelnost a standardizace celé
operace. Tato technika je pouZzitelna jak pro
trojcipou, tak pro dvojcipou aortalni chlopen. U
dvojcipé chlopné navic umoznuje repozici komisur
do vyhodnégjs$iho symetrického postaveni, které¢ ma

pozitivni vliv na trvanlivost celé rekonstrukce'*®. Na

dlouhodobé potvrzeni vyhod této techniky musime

vyckat vysledki zpracovavanych mezinarodnim ) ) o )
Obrdzek 7 - schéma pouliti externiho

registrem CAVIAAR (Conservative Aortic Valve anuloplastického prstence

Surgery for Aortic Insufficiency and Aneurysm of

the Aortic Root.

(autor ilustrace: Mgr. Jan Kacvinsky)

2.4.3 ZACHOVNE OPERACE TRIKUSPIDALNI CHLOPNE

Soucasna chirurgicka 1é¢ba funkéni trikuspidalni regurgitace zahrnuje pouziti rigidnich i
flexibilnich prstencti, otevienych i zavienych, které maji za cil korigovat dilataci anulu a tim
nastolit dobrou koaptaci cipti. Dilatace trikuspidalniho anulu probiha pfedevsim v ¢asti anulu
odpovidajici pfednimu a zadnimu cipu, coz vede k nedostatecné koaptaci cipt. 149 Anulus

septalniho cipu byva pfirovnavan k intertrigonalni ¢asti pfedniho cipu mitralni chlopné. Proto



je méfeni velikosti pii implantaci prstence mimo jiné zaloZeno na velikosti anulu septalniho
0
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cipu.
Dalsi pouzivanou technikou je bikuspidalizace: zalozeni matracovych stehti od
anterioposteriorni komisury k posteroseptalni komisufe.* Byva pouzivana i technika
podobna Alfieriho plastice edge to edge.151 Casto pouzivanou technikou i1 v soucCasnosti je

cirkularni anuloplastika neaplnym tabadkovym stehem podle DeVegy.'>

V ptipadé velké restrikce cipii doporucuje Dreyfus et al. provadét prodlouzeni predniho cipu
trikuspidalni chlopné autolognim perikardem, ¢imz dojde ke zlepSeni koaptace. Po té je

implantovan standardnim zptisobem trikuspidalni anuloplasticky prs‘tenec.153

2.5 KLINICKE POUZITI CHLOPENNICH ALOGRAFTU

Chlopenni alografty jsou v soucasnosti v Evropé nejvice pouzivané pro détské a mladé
pacienty s vrozenymi srdecnimi vadami k rekonstrukci pravého i levého komorového
vytokového traktu, nebo jen jako chlopenni nahrady pro plicnicovou a aortalni chlopen. Je
tomu tak presto, ze pravé v této veékové kategorii strukturalni degenerace cipi alografti
postupuje nejrychleji. Dalsi skupinou jsou pacienti podstupujici Rossovu operaci (kapitola

2.3.6), kde obvykle plicnicovy alograft nahrazuje explantovany plicnicovy autograft.**

Casté je pouziti chlopennich alografti u pacientil s nativni a zejména s protetickou infekéni
endokarditidou, ktera mize devastujicim zpisobem postihovat jak samotné struktury chlopné,
tak 1 okolni tkan&. U takovych postizeni ma pouziti chlopenniho alograftu vyhodu
V nepiitomnosti protetického materidlu a pravdépodobné vyssi odolnosti tkané€ alograftu vici

infekeci.

2.5.1 INFEKCNI ENDOKARDITIDA

Infekéni endokarditida byva bez adekvatni terapie fatdlnim onemocnénim. Primérna
incidence se pohybuje okolo 2-6 piipadii na 100000 obyvatel na rok. ' V populaci

narkomanti nebo prestarlé populaci bude incidence jisté vyssi.

Prognoza pacient zavisi na mikrobiologickém agens a typu postizeni. Streptokokova

endokarditida nativnich chlopni ma velmi dobrou prognézu s mortalitou okolo 3%, zatimco



stafylokokova 25-40% a mykoticka 80%."° Podil nozokomialnich infekci €ini asi 5-29%
z celkového poétu piipadi infekéni endokarditidy. Jeji mortalita ale dosahuje 40-56%."" U
intravenosnich narkomant dosahuje incidence 1,5-3,3 pfipadi / 1 000 osob. V této skupiné se

piedpokladéa 100x vyssi incidence nez u normalni populace.156

Rozlisujeme endokarditidu postihujici nativni chlopné¢ (NVE - native valve endokarditis) a
endokarditidu chlopennich protéz (PVE - prosthetic valve endokarditis). Podle doby od
operace rozliSujeme PVE casnou (do 12 mésicii od operace) a pozdni. Jako samostatna

jednotka byva uvadéna endokarditida postihujici intravenosni narkomany.

2.5.1.1 DIAGNOSTICKA KRITERIA INFEKCNI ENDOKARDITIDY

Pro diagnostiku infekéni endokarditidy se pouzivaji ~modifikovana  kritéria

Duke University™® *;

e Prokazana infekcni endokarditida: Infekéni endokarditida se povazuje za prokazanou,
jestlize spliiuje alespon jedno z patologickych kritérii nebo obé hlavni klinicka kritéria
nebo jedno hlavni a tfi vedlejsi klinicka kritéria nebo pét vedlejsich klinickych kritérii.

e Moznd infekcni endokarditida: jedno hlavni a jedno vedlejsi klinické kritérium nebo tii
vedlej$i klinicka kritéria.

o yloucena infekcni endokarditida: jind prokazand diagndza vysvétlujici ptiznaky
dané¢ho onemocnéni nebo vymizeni pfiznakli nemoci béhem méné nez 4 dnt
antibiotické 1écby nebo nepfitomnost peroperacniho nebo sekéniho nalezu
odpovidajiciho infekéni endokarditidé poté, co pacient byl 1écen antibiotiky méné nez

4 dny.

Patologicka kritéria infekéni endokarditidy:
Priikaz mikroorganisml kultivacn€ nebo histologicky ve vegetaci nebo ve vegetaci, ktera
embolizovala, nebo v nitrosrdeénim abscesu nebo priukaz patologickych utvart, jako napf.

vegetace nebo nitrosrdecni absces, kdy histologické vysetieni potvrdi aktivni endokarditidu.



Klinicka kritéria infekcni endokarditidy:

=  Hlavni kritéria

Pozitivni hemokultury,

tedy ve dvou riznych hemokulturach zjistén typicky mikroorganismus vyvolavajici
infek¢ni endokarditidu: viridujici streptokoky, Streptococcus bovis, mikroorganismy
skupiny HACEK, Staphylococcus aureus nebo enterokoky (nejedna-li se o
nozokomialni infekci a neni znam primarni zdroj infekce) nebo

stejny nalez v alespont dvou hemokulturach odebranych v ¢asovém rozpéti 12 hodin a
vice nebo

stejny nalez ve 3 ze 4 odebranych hemokultur anebo ve vétsiné ze Ctyf a vice
odebranych hemokultur nebo

izolace Coxiella burnetii z jedné hemokultury nebo pritkkaz IgG protilatek proti tomuto

agens (ve fazi I) v titru > 1 : 800;

Znamky postizeni endokardu (podle echokardiografického vysetieni)

oscilujici intrakardidln¢ ulozené téleso, vazané na chlopné nebo jejich podplrny
aparat, pohybujici se v misté regurgitaéniho jetu, nebo lokalizované na implantovaném
materialu, kdy neexistuje jiné anatomické vysvétleni nebo

intrakardialni absces nebo

4

nove vznikla ¢astecnéd dehiscence umélé chlopné

= Vedlejsi kritéria

Predispozice:

pfitomnost onemocnéni srdce, které je provazeno vysSim vyskytem IE (zejména:
mechanickd protéza chlopné nebo bioprotéza, IE v anamnéze, cyanotické vrozené
vady, uméle vytvoiené levo-pravé shunty nebo konduity, bikuspidalni aortalni
chlopeni, vyznamna mitralni nebo aortalni regurgitace, aortalni stenoza, defekt septa
komor, ductus arteriosus patens, koarktace aorty, hypertrofickd kardiomyopatie, stav
po operaci srdce s pretrvavajici hemodynamickou abnormalitou) nebo

intravendzni narkomanie;

Horecka: 38,0 °C a vice;

Cévni priznaky: velké arteridlni embolizace, septické plicni infarkty, mykoticka

aneuryzmata,



¢ nitrolebni krvaceni, konjunktivalni hemoragie a Janewayovy léze;

e [munologické priznaky: glomerulonefritida, Oslerovy uzliky, Rothovy skvrny,
pozitivni revmatoidni faktor;

e Mikrobiologicky ndlez: pozitivni hemokultivace, nespliujici vySe uvedend kritéria

nebo serologicky prukaz aktivni infekce piipoustéjici IE.

2.5.1.2 INFEKCNI ENDOKARDITIDA TRIKUSPIDALNI CHLOPNE

Infekéni endokarditida intravenosnich narkomanii je pomérné¢ novd forma onemocnéni.
Nejcastéji se vyskytuje na trikuspidalni chlopni (60-70%). Mitralni a aortalni chlopen byva
postizena stejné Casto (20-30%). Postizeni plicnicové chlopné je velmi vzacné, pod 1%
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pripadii. Postizeni vice chlopni se udava mezi 5-10%.

Pfi¢inou je usidlovani mikroorganismii na povrchu chlopné v misté, kde je endotel jiz
poskozen. Intravenosné aplikované drogy nejsou obvykle sterilni a navic obsahuji shluky
nedokonale rozpusténych castecek, které v kontaktu s turbulentnim proudénim v oblasti
trikuspidalniho tsti mohou spolu s trombocyty a fibrinem vytvaret mozna mista pro uchyceni
infek¢éniho agens.160 60-90% pacientil s infekéni endokarditidou trikuspidalni chlopné je HIV
pozitivnich. HIV pozitivni parenteralni narkomani maji vyssi riziko postizeni pravostrannych

oddili oproti HIV negativnim.'®* 12

Nejcastéjsim infekénim agens je Stafylococcus aureus, dale jsou casté streptokoky,
enterokoky, G- tyce a kandidy. Zdrojem zlatého stafylokoka byva nazopharyngealni nosiéstvi
nebo kolonizace kiize, oboji je Castéjsi u narkomanii oproti normalni populaci. Zdrojem jinych

odolnéjsich kment, jako napiiklad Pseudomonada, byvéa kontaminace jehel a stiikacek.

Vyznamnou roli hraji vlastnosti infekéniho agens a imunologické mechanismy.
Staphylococcus aureus napf. u nitroZilnich narkomant vykazuje afinitu k trikuspidalni chlopni
a naopak enterokoky u nemocnych se stejnou diagndézou vyvolavaji predilekéné postizeni

chlopni levého srdce.'®

Mortalita infekéni endokarditidy se pohybuje vrozmezi 5-17%. Prognéza pacientl s

v

pravostrannym postizenim je povazovana za piiznivéjsi oproti postizeni mitralni a aortalni

chlopné.164



22.5.1.3 CHIRURGICKA LECBA INFEKCNI ENDOKARDITIDY

Lécba infekéni endokarditidy je primarné konzervativni. Po stanoveni mikrobiologického
agens je nezbytné zapocit s cilenou antibiotickou lé¢bou. Rychlému stanoveni agens pomahaji

genetické metody zaloZené na PCR.'®°

Chirurgicka 1é¢ba je indikovéna pfi netispésné antibiotické 1€¢be, pii komplikacich (méstnavé
srde¢ni selhani, Sifeni infekce do perivalvularnich tkani, pfetrvavani infekce navzdory
adekvatni antimikrobni 1é¢bé, hrozici embolizace do systémového fecisté, ¢asna proteticka
endokarditida, zndmé obtizné konzervativné zvladatelné agens, dysfunkce protézy) nebo pii

ptitomnosti velkych vegetaci.

U nekomplikovaného postizeni chlopné, kdy je mozné odstranit veskery infekéni material, je
vyhodna plastika chlopné (hlavné mitralni a trikuspidalni). Pouziti umé¢lého materidlu by sice
mélo byt minimalizovadno, ale zd4 se, Ze v piipad¢ dostatecné radikality vykonu nemusi
znamenat vys$i riziko reinfekce. Na druhé strané byly demonstrovany vyhody pouziti
kryoprezervovanych, v antibioticich sterilizovanych aortalnich alograftd, které jsou
rezistentnéj$i vuci peroperacni infekci. Tato odolnost je vysvétlovana pretrvavajicim ¢inkem
antibiotik, ale i lamindrn&j$im proudénim implantovanym alograftem.'®® 1°” Aortalni alograft
navic umoznuje vétsi flexibilitu pti feSeni rtiznych anatomickych situaci oproti nahradé

protézou.

U pacientii s endokarditidou aortalni chlopenni nahrady je riziko reinfekce pfi opétovné

nahrad¢ protézou mezi 9-209%.'%8

Uzavér abscesovych dutin perikardem muze byt GspéSny za
predpokladu, Ze je tato dutina jiZ sterilni. V opaéném ptipad¢ hrozi vytvofeni nové abscesové
dutiny. Casto v§ak byva nutné rekonstruovat kofen aorty a v tomto piipads je aortalni alograft
spravnou volbou. Alternativou by mohla byt i Rossova operace, kterd je ale mnohem

komplexné&j$im vykonem, ktery pfina$i mnoha technicka uskali.



12.5.1.4 CHIRURGICKA LECBA INFEKCNI ENDOKARDITIDY TRIKUSPIDALN{
| CHLOPNE

VétSinou postaci konzervativni 1écba. Indikaci k operaci jsou pietrvavajici febrilie pfi
adekvatni antibiotické 1é€b¢ trvajici vice nez tii tydny nebo pii mechanickém selhani chlopné.
Princip 1éCby spociva opét v odstranéni infekéni a infekei postizené tkané, pokud mozno

rekonstruk¢énim vykonem na chlopni.

PLASTIKA TRIKUSPIDALNI CHLOPNE

Nejpouzivangjsi rekonstrukéni technikou je pouziti autologniho perikardu. Tato technika
umoznuje dostatecnou radikalitu a zaroven zajisStuje kompetentnost chlopné. Nejcastéjsi
postizenym byva ptedni cip, potom zadni. Septalni cip byvéa postizeny vyjimecné. Oproti
protetické nahradé je v tomto ptipadé nizsi riziko perzistujici infekce nebo reinfekce. To plati
obzvlast v pfipadé, Ze je mozno provést plastiku bez protetického materidlu (bez
anuloplastického prstence). V nékterych piipadech velmi rozsdhlého postizeni neni
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rekonstrukéni vykon mozny.

NAHRADA TRIKUSPIDALNI CHLOPNE

Excize infekci postizené chlopné a jeji nahrada mechanickou chlopni nebo xenograftem
prestavuje u intravenosnich narkomani zvysené riziko perzistujici infekce nebo reinfekce.”
Ptetrvavajici zavislost je tieba 1é¢it ve spolupraci s adiktology, praktickym 1ékafem a rodinou

pacienta.

Nejsou k dispozici jasna data, ktera by favorizovala mechanické nebo biologické chlopné pro
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veétsi odolnost vuéi infekci.

Na druhou stranu pouziti mechanické chlopné s nutnosti
warfarinizace, pii Casto obtizné spolupraci drogové zavislych pacienti, neni optimalnim

zpisobem lécby.

Samotné pouziti chlopennich protéz v trikuspidalni pozici je pomérné vzacné. U pacientil, u
kterych nebylo mozné provést zdchovnou operaci, a chlopeit byla nahrazena, byva Casto
zminovana vysoka peroperacni mortalita.*"> 174 172 Sung et al. ale publikovali velmi piijatelné
vysledky na souboru 78 pacientli, kterym byla provedena nahrada trikuspidalni chlopné

s velmi nizkou peroperaéni mortalitou 1,4%."°



EXCIZE TRIKUSPIDALNI CHLOPNE

Alternativou k vykonu na chlopni mize byt i prosta excize trikuspidalni chlopné postizené
infek¢ni endokarditidou. Vyhodou je dostate¢na radikalita a jednoduché technické provedeni.
Nevyhodou je pochopitelné¢ vznikla trikuspidalni insuficience, kterd muze byt dobie
tolerovana, pokud neni ptitomna plicni hypertenze. Jsou udavany dobré dlouhodobé vysledky

s touto technikou.'™

IMPLANTACE MITRALNIHO ALOGRAFTU DO TRIKUSPIDALNI POZICE

Kryoprezervovany alograft je
vice odolny infekci. 7 U
pacientdl, u kterych neni plastika
trikuspidalni chlopné mozna,
mize byt mitrdlni alograft
vyhodou oproti protetickym
chlopnim svou piredpokladanou

vy$$i rezistenci vici infekei.

Zatim jsou ale ur€ité otazniky

ohledné piipravy a

kryoprezervace stépu, techniky
) ) Obradzek 8 - schéma implantace mitrdlniho alograftu
transplantace, a nejsou znamy §
(autor ilustrace doc. Zacek, archiv TC Motol)

sttednédobé a  dlouhodobé

vysledky.

Technické aspekty implantace mitralniho alograftu zkoumali Vojacek et al. na ovéim modelu.
Pouzili techniku rotace mitrélniho alograftu o 180°, kdy predni cip naléha na bazi septalniho a
zadni cip mitralni chlopné je orientovan k volné sténé pravé komory. (viz Obrdzek 8) Pivodni
trikuspidalni chlopen byla excidovana véetné Slasinek az k papilarnim svalim. Byl ponechan
maly lem baze septalniho cipu, ktery mél usnadnit implantaci alograftu a zaroven snizit riziko
poranéni pfevodniho systému. Nejprve byly nalozeny podlozené stehy k fixaci papilarnich
svalli, poté byl alograft naSit do anulu pokracovacim stehem. Nasledné¢ byly ptes podlozky
zauzleny stehy fixujici transventrikularné papilarni svaly. Autofi konstatuji, ze tento zptsob

implantace je technicky schiidny a reprodukovatelny.*



2.6 DOSTUPNOST CHLOPENNICH ALOGRAFTU

Limitovany pocet darcti vedl ke snaham vytvatret chlopenni banky. Techniky skladovani
zahrnovaly prolongovanou expozici riiznym antibiotikiim pfi teploté 4°C. Obavy z pienosu
infekce vedly k agresivnim technikam sterilizace jako inkubace v nékolikerych antibioticich,
ozafovani i pouziti glutaraldehydu. I kdyZ se tim zvysSila dostupnost alograftd, tyto techniky
vedly ke zhorseni vysledkti a proto béhem 60. a pocatkem 70. let pfiSlo mirné rozcarovani
z vysledkt implantaci alograftﬁ.178 Rozdil mezi Cerstvymi a skladovanymi alografty byl tak
markantni, Ze se koncem 70. let zacala pouzivat metoda ,,fresh wet-stored” — neagresivni

sterilizace antibiotiky a skladovani pti 4°C do doby maximalng 6 tydn.

Analyza soubori pacientl, kterym byly implantovany ,fresh wet-stored alografty
naznacovala, Ze viabilita tkdni v dobé implantace je spojend s prodlouzenou trvanlivosti.
Skupina z Harefield Hospital, UK demonstrovala signifikantni negativni vliv teplé ischemie
(p<0.01) na trvanlivost alograftu (definované jako interval od smrti déarce k odbéru
chlopng). > ¥ Proto pravé snaha transplantovat chlopng s viabilnimi fibroblasty, které
mohou syntetizovat strukturalni proteiny chlopné, a tim zlepsit jejich Zivotnost vedla

k technikam kryoprezervace, které mély zlepsit viabilitu implantované tkans. '8

V roce 1975 zacal O’Brien Vv Brisbane pouzivat alografty chlopni, které prosly Setrnou
sterilizaci antibiotiky po odbéru tak, aby cas teplé ischemie byl co nejkratsi, nasledné byly
chlopné kryoprezervovany v dimethylsulfoxidu (DMSO) a byly programové zmraZeny a
uschovany v tekutém dusiku pfi -196 °C. V jejich sérii navic zpracovali chlopné nékolika
zemielych pacientli od 2 mésicti do 9,5 roku od implantace a konstatovali nejen viabilni
fibroblasty, ale zchromozomalni analyzy potvrdili ,darcovsky pivod téchto

fibroblasti, 182 183

Stejnd skupina néasledné popsala soubor 192 pacientli operovanych
v obdobi 1975-1986, kde v 10letém sledovani dosahli 0% reoperaci pro degeneraci alograftu,
S minimem tromboembolickych piihod a 4% protetické endokarditidy. Divodem k reoperaci
byla vétSinou technicka (geometrickd) chyba vedouci k regurgitaci. Jejich analyza navic
dokézala, Ze kombinace mladého recipienta a vyssi vék donora jsou rizikovy faktor ¢asnéjsi

degenerace Cerstvych alograftli, tento zavér ale nebyl aplikovatelny na kryoprezervované

alografty.



2.6.1 KRYOBIOLOGIE SRDECNICH CHLOPNI{

Kryoprezervacni protokoly byly stanoveny empiricky. Ackoliv kryoprezervace chlopni

dosahuje velmi dobrych vysledkd, jejim pochopenim bychom mohli ziskat jesté lepsi metody.

Jedna z prvnich publikaci o kryoprezervaci Polge, Smithe a Perkerse z roku 1949 popsala
kryoprotektivni u¢inky glycerolu.’® Nasledn& v roce 1959 popsali Lovelock a Bishop jako
kryoprotektivum dimethyl sulfoxid (DMSO), **° ktery dodnes vétSina tkafiovych bank

pouziva.

I kdyz se ve zmrazenych tkanich vytvari jak intracelularni tak extracelularni krystalky ledu, je
viabilita tkani po rozmrazeni velmi dobrd a neni mozné béznymi histologickymi metodami
identifikovat mista, ve kterych byl led ptfitomen. Pokud tomu tak je, byva postizena hlavné

extracelularni matrix, které je bud’ zdeformovana, nebo i jasné poSkozena.

Viabilita byva definovana jako schopnost tkani a bun¢k po zmrazeni a rozmrazeni vykonavat
svou funkci. Chlopné tedy mohou byt funkéni (viabilni), 1 kdyz viabilita v bunééném slova
smyslu jiz neexistuje. Nicméné bunééna viabilita mize byt dilezitd pro dlouhodobou funkci a
trvanlivost. Napiiklad funkce fibroblastii je nepostradatelnd pro skute¢né dlouhodobé udrzeni

: ) , .1
celistvosti extracelularni matrix.*®

Nékolik autorh pfineslo diikkazy o tom, Ze fibroblasty piezivaji alespoii tyden, pokud jsou
chlopné skladovéany pfi 5-7°C.187. 188 Oproti tomu se buiiky endotelu odpojuji pomérné zahy.
Srdce jsou pii odbéru vétSinou proplachovana studenym fyziologickym roztokem nebo
Ringem laktatem, aby byly odstranény vSechny zbytky krve a zaroven aby doslo k jeho
zchlazeni. U lidského srdce dochazi k uvoliiovani endotelu pii teploté 4 °C po 3-8 hodinach,'®

zatimco u ledvin k uvoliovani endotelu dochazi az po nékolika dnech.*®

7Zd4a se, ze proplach Ccerstvych srdeCnich chlopni Ringer laktatem zptsobuje otok
endotelialnich bundk a podili setak na jejich odpojeni od povrchu.'®* Fibroblasty jsou
pravdépodobné daleko vice odolné vii¢i tomuto mechanismu diky interakcim s extracelularni
matrix. Ztoho vyplyva, ze pokud si pfejeme zachovat bunéCnou viabilitu je potieba
proplachovat srde€ni chlopné protektivnimi transportnimi roztoky. Je ale tfeba poznamenat,
ze vrstva endotelu je zodpovédna za imunogenicitu alograftii, a proto nemusi byt jeji viabilita
pozitivnim faktorem pro dlouhodobou trvanlivost §tépu, protoze miize zpusobit reakci Stépu

proti hostiteli.*®®



Mnoho dalSich mechanismu, které béhem kryoprezervace probihaji, az na molekularni trovni
ovliviiuji vlastnosti bunéénych membran a jejich iontovych kanali. Velkou roli zde hraji
volné kyslikové radikdly, které jsou v normotermii udrzovany v rovnovaze peroxiddzami a
antioxidanty. Hypotermie navozuje nerovnovahu mezi jejich odbouravanim a produkci. Tyto
volné kyslikové radikaly posléze tvofi super oxidy, hydrogen peroxidy a hydroxylové
radikaly. Tyto chemické latky jsou vysoce reaktivni s bunéénymi komponentami. Lipidova
peroxidace v bunéénych membranach vede k poruse permeability pro kalcium, které se

dostava do bunék a vede k ireverzibilnimu poékozeni.lgz' 193

Je pravdépodobné, ze kratkéd ischémie a minimalni manipulace pted kryoprezervaci vede ke
zlepSené funkeci Stépu. Zda se, Ze drobné zmény na subcelularni urovni, které utrpi alografty
pfi odbéru, mohou zvysit senzitivitu bundk na dal§i kroky zpracovani.’® % Dalsi studie
prokazaly, ze pouziti inhibice adenosin deaminazy a nukleosidového transportu mohou

ptedchéazet a dokonce i1 korigovat reverzibilni metabolicky deficit bunék.'%

‘2.6.2 METODY POUZIVANE PRI ZPRACOVANI CHLOPENNICH
‘ ALOGRAFTU V SOUCASNOSTI

Chlopenni alografty jsou obvykle zpracovavany v nasledujicich krocich:

cey

e odbér srdce, nejlépe jako soucast multiorganového odbéru, ptipadné od Zijiciho darce
pfi transplantaci srdce

e interval teplé ischemie

e chlazeni v transportnim roztoku

e preparace kofene aorty a plicnice

e desinfekce antibiotickym roztokem

e ulozeni do kryoprotektivniho roztoku

e programované zmrazeni

Doba trvani teplé ischemie, tedy cas od zastaveni srdce darce do doby inicialniho ochlazeni
alograftu, ma vyznamny vliv na viabilitu endotelu a bunék cipti v dobé implantace. Detailni
ultrastrukturalni studie, prokazujici vliv teplé ischemie na bunééné poranéni byly provedeny
na porcinnich 1 lidskych aortalnich a pulmonalnich chlopnich. 197,198 prynj znamky
reverzibilniho poSkozeni byly registrovany uz po 40 minutach teplé ischemie. Okolo 40%

bun¢k cipi jevilo zndmky ireverzibilniho poskozeni po 16-20 hodinovém intervalu teplé



ischemie. Poskozeni bun€k endotelu hlavné v inicialni fazi zpracovani alograftu popisuje také

Burkert et al.*™*

Chlopenni alografty jsou zpracovavany v boxu slaminarnim proudénim, ktery poskytuje
superaseptické prostfedi. Po celou dobu zpracovani by méla byt teplota zpracovavaného
alograftu v rozmezi 1-10°C. Velmi dileZité je méfeni velikosti zpracovavanych alografti,
jeho spravnym provedenim se vyhneme prodlouzeni svorkového Casu pii piipadné korekci

nepomeéru velikosti pii transplantaci Stépu.

Desinfekce chlopennich alografti se provadi inkubaci v antibiotickych roztocich za pouziti
nizkych koncentraci Sirokého spektra antibiotik. 199 pied inkubaci v antibioticich jsou
provadény odbéry mikrobiologické kontaminace. | kdyz by se dalo pfedpokladat, ze srdce
odebrané v rdmci multiorganového odbéru je sterilni a miize byt tedy ihned transplantovano
nebo kryoprezervovano, az 53% multiorganovych darch mélo pozitivni kultivace.? Proto je
inkubace v antibioticich pted dal§im zpracovanim obecné akceptovana a mikrobiologicka
kontrola vysledku procesu povinna. Protokoly jednotlivych tkanovych bank ohledné pouziti
konkrétnich antibiotik se 1i§i mezi jednotlivymi pracovisti, navic se Vv urCitych intervalech
prubézné méni kombinace antibiotik v zavislosti na vysledcich kultivaci z odebranych vzorku.

Spolupréce s klinickym mikrobiologem je povinnym standardem vSech tkanovych bank.

Po inkubaci v antibioticich jsou alografty zabaleny do dvojitého obalu v kryoprotekénim
roztoku jehoZ hlavni soucasti byva dimethylsulfidoxid nebo glycerol. Cilem je vytésnit ze
tkané Stépu vodu, kterd pii mraZzeni tvofi krystaly ledu. Zmrazovani probiha postupné, tak aby
se tkan ochlazovala o 1 °C za minutu do teploty -60 °C. Proces standardné probiha
V politacem fizeném piistroji. Po té jsou alografty ulozeny v tekuté fazi dusiku s teplotou
-196 °C. Je diilezita diislednd monitorace procesu zmrazovani u kazdého jednotlivého vzorku.
Nekteré tkanové banky dokonce dodavaji i zaznamy ktivek zmrazovani, tak aby mél chirurg

jistotu, ze byl dodrzen protokol kryoprezervace a optimalni rychlost poklesu teploty Stépu.



CILE VLASTNI EXPERIMENTALNI PRACE

Prace navazuje na vyzkumny zdmér autori Vojacka a Mokracka, kteti zkoumali technické
aspekty implantace mitralniho alograftu do trikuspidalni pozice na ov&im modelu."? V prvni
fazi experimentu nejprve Ovce echokardiograficky vySetfili, poté odebrali 20 ovcich
mitralnich alografti. Tyto alografty byly zpracovany a ulozeny stejnym zplsobem, jaky
pouziva tkanova banka transplantacniho centra Fakultni nemocnice Vv Motole v Praze.
Alografty byly uskladnény na 3 mésice v tkanové bance a po té implantovany 13 ovcim.
Implantované alografty byly hodnoceny jak pfimym simultannim métenim tlakl v pravé sini
a v plicnici, tak také epikardialni echokardiografii. Poté byla zvifata usmrcena a mitralni
alografty byly explantovany, a byly hodnoceny jejich mechanické vlastnosti prostou trhaci
zkouskou. Byla zji$téna uspokojiva funkce mitralniho alograftu: 8 bylo bez regurgitace, 3 se
stopovou regurgitaci a 2 s mirnou. Hodnoceni orienta¢ni trhaci zkouSkou prokazalo dobré
mechanické vlastnosti jak tkan¢ samotné chlopné, tak $lasinek i papilarnich svald, stejné tak
jako anulu. Trhaci zkouska byla provadéna naloZenim polypropylenového stehu do stiedu
ptredniho a zadniho cipu. Operatér poté hodnotil, jak velkou silu musel vynalozit na vytrzeni
stehu z cipu. Pochopitelné tato zkousSka testuje mechanické vlastnosti pouze orientacné.
Cilem této experimentalni prace bylo zhodnotit mechanické vlastnosti objektivnéjsi metodou

nez jen jednoduchou trhaci zkouskou.

Nejprve jsme na prasecich srdcich provedli pilotni studii, kde jsme pfipravovali matematicky
model a zaroven ftesili praktické aspekty méticiho zafizeni, rizné zptisoby uchyceni vzorki,
jejich tvar a vhodnou velikost. Pivodni dynamicky mechanicky analyzator DMA7e Elmer-
Perkins z laboratoti Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze se ukazal jako
obtizn€¢ pouZzitelny pro velmi neprakticky zpusob upindni vzorkld 1 jejich nevyhovujici

velikost.

Pivodni zdmér méfit vlastnosti jednotlivych ¢asti mitralni chlopné (cip v riznych smérech,
anulus, Slasinky) se ukdazal jako prakticky nerealizovatelny. Takové mnozstvi Cerstvych i
zmrazenych mitralnich alograftli nebylo z finan¢nich diivodd mozné pouzit. Navic vysoka
variabilita mitralni chlopné by stejné neumoziovala ziskat reprodukovatelné vysledky méteni

ziskanych pivodné zamyslenym zptsobem.



Obrazek 9 - dynamicky mechanicky analyzdtor DMA7e Elmer-Perkins (vlevo) s detailem upnuti vzorku

mitrdlniho alograftu (vpravo)

Proto jsme se rozhodli zaméfit se na visko-elastické vlastnosti mitralni chlopné jako celku.
V pilotni studii na prase¢ich srdcich jsme si ovétili, Ze tento zptisob je realizovatelny a dobie
reprodukovatelny. Vhodné méfici zafizeni (trakéni zatizeni ZwickRoel) jsme zajistili na
katedfe mechaniky ZapadocCeské univerzity. Na tomto stroji bylo mozné realizovat pldnovana
méfeni, ktera dobfe korespondovala s teoretickym modelem. Upnuti celého mitralniho
alograftu do Celisti zafizeni za anulus a papilarni sval umoznilo hodnotit vlastnosti alograftu

jako celku, tj. anulus, pfedni cip, §laSinky a papilarni sval najednou.

Cilem nasi studie bylo ov¢fit, jestli proces kryoprezervace mitralnich alografti neméni jejich
mechanické vlastnosti. PouZity zplsob kryoprezervace byl shodny s tim, jaky pouziva
tkanova banka Transplanta¢niho centra Fakultni nemocnice v Motole pro kryoprezervaci a

skladovani lidskych aortalnich a plicnicovych alografta.



POUZITA METODIKA

4.1 PRIPRAVA A ZPRACOVANI MITRALNICH ALOGRAFTU

VSechny pokusy provedené vramci studie byly provedeny dle celosvétové piijatych
standardua a v souladu s doporuc¢enimi odborné komise na ochranu zvitat v Institutu Klinické a
Experimentalni Mediciny v Praze a podle vyhlasky ¢. 207/2004 Sb., o ochran¢, chovu a

vyuziti pokusnych zvifat.

4.1.1 PROTOKOL EXPERIMENTU

Vzorek byl zatizen skokovym prodlouzenim 1 mm po dobu 5-ti minut a tato z4téz byla vzorku
pfedepsana v Sesti zatéZzovacich cyklech. Pfistroj zaznamenaval silu, kterou vzorek reagoval

na zatiZzeni. Vystupem z piistroje tedy byla kiivka zavislosti sily na ¢ase. Ukazku kiivky
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Obrdzek 10 - Ukdzka krivky pfedepsaného prodlouZeni a zaznamenané sily pro jeden vybrany

vzorek



piedepsaného prodlouzeni a zaznamenané sily pro jeden vybrany vzorek znéazornuje

Obrdzek 10. Celkova doba méteni jednoho vzorku tedy byla 30 minut.

Doba trvani cyklu byla zvolena tak, aby na konci cyklu doslo pfiblizné k ustdlenému stavu,
kdy se sila (napé€ti) ve vzorku meéni jiz jen minimalné, a zaroven tak, aby celkova doba testu

byla co nejkratsi a ve tkdnich nedochazelo k degrada¢nim procesiim.

4.1.2 ODBER MITRALNIHO ALOGRAFTU

V prvni fazi experimentu bylo odebrano 13 mitralnich alografti. T¥inact ovei ve véku 1 roku
a hmotnosti 25 — 34 kg bylo operovano v celkové anestézii. Pro piistup k odbéru srdce byla
zvolena anterolateralni pravostranna torakotomie v 5. mezizebii. Zvite bylo usmrceno
intravendznim podanim Thiopentalu (Thiopental, ICN, Czech Republic a.s. - 10mg/kg) a KCI
(Kalium Chloratum, Zentiva a.s., Praha - 20ml/kg) a srdce explantovano. Za sterilnich
podminek byl odebran mitralni alograft s okraji levé siné¢ a levé komory a s celym

subvalvularnim aparatem vcetné€ obou papilarnich svali a ptfilehlého myokardu levé komory.

4.1.3 ZPRACOVANI A KRYOPREZERVACE MITRALNIHO ALOGRAFTU

Mitralni alografty byly zpracovany a kryoprezervovany ve Specializované tkanové bance
Transplanta¢niho centra FN Motol (kod Ministerstva zdravotnictvi CR: STB8S), a to stejnym
zpisobem jako lidské alografty. 201, 202 ) debrané mitralni chlopné byly spolu se svym
subvalvularnim aparatem ulozeny piimo do kultivaéniho media E 199 s antibiotiky -
Cefuroxime 0.2 mg/ml, (Zinacef, GlaxoWellcome) + Piperacillin 0.2 mg/ml (Pipril, Lederle)
+ Amikacin 0.1 mg/ml (Amikin, Bristol-Myers Squibb) + Fluconazol 0.1 mg/ml (Diflucan,
Pfizer). Po 24 hodinovém uloZeni pfi teploté 37.0 °C byly chlopné skladovany pti teploté
+5-7°C po dobu 3-5 dnfi. V lamindrnim boxu byly potom piemistény superaseptickou
technikou do kryoprotek¢niho roztoku (E 199 s 10% dimethylsulfidoxidem) a zataveny do
plastikovych vakii (Gambro Hemofreeze bags NPBI BV DF 1200, The Netherlands)
dvouvrstevnou technikou. Nakonec byly programované zmraZeny s fizenym poklesem teploty
v rozmezi +10 az -60 °C (-1°C/min.) jak znazortuje Obrdzek 11 a uloZeny do samostatného

kontejneru do tekuté faze tekutého dusiku s teplotou -196°C.
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Obrazek 11 — teplota ovciho mitrdlniho alograftu béhem programového zmrazovdni. (Cervend krivka

zndzorfiuje teplotu zmrazovaného alograftu, modrd zndzorriuje teplotu v mrazici komore)

4.1.4 ROZMRAZENI MITRALNIHO ALOGRAFTU

Po skladovani po dobu 6 mésicti byly stépy
transportovany stejnym zpusobem jako
lidské alografty a byly rozmraZeny opét
standardnim zpisobem, ktery se pouZiva
pro lidské alografty aortalni 1 pulmonalni.
Alografty byly na  experimentalni

pracovisté dopraveny v kontejneru

(Transportni Dewarova nadoba CP 500,
Tailor Wharton HARSCO) v plynné fazi

tekutého dusiku s trvale kontrolovanou

teplotou (Registraéni teplomér D0221, Obradzek 12 - .detal;/ \{ika transpvortni nddoby s
registracnim teplomérem

COMET SYSTEM s.r.o. Roznov pod (archiv TC FN Motol)
Radho$tém) v rozmezi —160-190°C
(Obrézek 12). Stépy byly vyjmuty z obalu a béhem 30 minut rozmrazeny (15 minutové

ekvilibrace pfi pokojové teploté a dalsich 30 minut ve vodni 14zni, teplé 37 °C). Nasledné byl



otevien dvouvrstevny vak a Stépy byly polozeny na instrumentacni stolek. Vyplaveni
kryoprotektiva (10% dimetylsulfidoxid) bylo provedeno postupnym trojndsobnym promytim

$tépt v ledovém fyziologickém roztoku.

Cerstvé mitralni alografty byly po odbéru ulozeny do fyziologického roztoku pii teploté 5-7
°C. Byly zpracovany do 24 hodin.

4.2 METODIKA EXPERIMENTU

4.2.1 PRIPRAVA VZORKU PRED MERENIM

V experimentu jsme pouzili 13
kryoprezervovanych a 39 cerstvych mitralnich
alografti. VSechny chlopné byly zpracovéany
zpusobem popsanym v kapitolach 4.1.3 a 4.1.4.

Ptiprava kryoprezervovanych chlopni po jejich
rozmrazeni dale probihala jiz  stejnym
zpusobem jako byly pfipravovany cerstvé

mitralni alografty.

Z celého alograftu byla vypreparovania ve
vSech vzorcich co nejvice podobnd cast

chlopné, kterd byla pouZita pro méfeni.

Obsahovala ¢ast predniho cipu v misté aorto-

Obrdzek 13 - vzorek mitrdlniho alograftu po

mitralni kontinuity s ¢asti aortdlni stény a ) LT
provedenem mereni

ostatnich  pfilehlych  tkani  tak, aby
korespondujici Slasinky vedly k
jednomu papilarnimu svalu, ktery byl ponechan i s ¢asti svaloviny levé komory. Papilarni sval
byl upraven do tvaru, ktery umoznoval upnuti do méticiho zafizeni. Obdobnym zplisobem

musela byt témét vzdy upravena i anularni ¢ast predniho cipu (Obrdzek 13).

Timto zptisobem bylo upraveno vSech 52 métenych vzorku. Nesetkali jsme se s anatomickou

variantou, ktera by neumoznovala tento zpusob pfipravy vzorku z celého mitralniho alograftu.



4.2.2 MERICI ZARIZENT]

Vsechna mechanickd méfeni jsme provadéli na
bezprostiedné pripravenych vzorcich
mitralnich alograftd. K méfeni jsme pouzili
trakéni stroj Zwick Roell Z050 (Zwick GmbH
& Co, Germany, http://www.zwick.de), ktery
umoznuje testovat normalizované i
nenormalizované vzorky rtiznych materiala a
zaznamenavat jejich mechanické vlastnosti.
Zakladni silovy méfici rozsah je od 0 do 50 kN

s moznosti jeho poniZzeni pomoci zvolené

meéftici bunky. Na stroji lze provadét tahové,

tlakové, ohybové a v omezené mite i cyklické

a smykové zkousky. Zaklad stroje tvofi
uzavieny ram, ktery je staviteln¢ ptiSroubovan Obrdzek 14 - vzorek upevnény v Celistech
na dvou nohach. Konstrukce nohou umoziuje trakcniho stroje Zwick Roell 2050
nastaveni ramu a tim pracovniho prostoru
stroje do potfebné vysky. V ramci zédkladniho vybaveni stroje jsou k dispozici univerzalni
Celisti. Jedna z nich je pfipojena ke spodni Casti uzavieného ramu, druha je spojena k
pohyblivému pficniku. Pohyb pfi¢niku je umoznén vestavénym pohonem, ktery tvoii dva
kuli€¢kové Srouby spojené ozubenym femenem s elektromotorem. K dalSimu vybaveni stroje
patii extenzometr pro meéfeni relativniho prodlouzeni, termokomora s rozsahem teplot od
-80 do 250 °C a pneumatické cCelisti S nastavitelnym pracovnim tlakem sevieni pro uchyceni
napt. biologickych tkani. Stroj vyuziva méfici a vyhodnocovaci grafické rozhrani programu
testXpert v 10.11, kde Ize sledovat konkrétni hodnoty véetné grafické zavislosti napéti —
deformace nebo sila — prodlouzeni. ProdlouZeni, stlateni nebo prihyb lze odméfovat z
pohyblivého pti¢niku (absolutni hodnoty) nebo z extensometru (relativni hodnoty). Vse fidi

elektronika stroje.

Pro méfeni jsme pouzili pneumatické ¢elisti pro fixaci vzorku a 200N méfici bunikou. Vzorek
byl upnut do celisti méficiho zafizeni za mitralni anulus S lemem tkané aorty a za tvarové

vhodné upraveny papilarni sval (Obrdzek 14).

Béhem experimentu jsme nebyli nuceni pterusit méteni v disledku uvolnéni vzorku z elisti.


http://www.zwick.de/

4.2.3 AKVIZICE DAT

Frekvence ukladani dat je automaticky nastavena pfistrojem a mize se pro kazdy vzorek lisit.
Pocet datovych bodii zavislosti sily na ¢ase byl tedy pro kazdy vzorek jiny a pohyboval se
okolo 2800 bodt na jeden zatézovaci cyklus. To odpovida frekvenci akvizice ptiblizné 10 Hz.
Aby mohly byt porovnany mezi sebou kiivky riznych cykla i vzorku, interpolovali jsme data

kubickym splinem na piesn¢ 1200 datovych bodi.

Poznamenejme, Ze spline je lokalni interpolace takova, ze kromé prichodu vSemi uzlovymi
(datovymi) body mé v téchto bodech (kromé bodli okrajovych) spojitou alesponn prvni
derivaci. Je znamo, Ze existence n-té derivace zajistuje spojitost (n-1)-té derivace. Kubicky
spline pouziva pro konstrukci interpola¢niho splinu kubické polynomy (polynomy ttetiho
radu). Lokalni prolozeni umoznuje ve srovnani s globalnim prolozenim pouziti jednoduchého
polynomu a navic nizkého fadu. Polynomy vyssich fada totiz vedou k nechténym oscilacim
(tzv. Rungeho jev). ZjednoduSené feceno jde tedy o lokélni proloZeni dat dostate¢né spojitou
a hladkou funkci, kterd poskytuje piesné vysledky a zaroveil je jednoduchd a nenarocné na

vypocetni kapacitu.

4.2.4 MAXWELLUV MODEL

Vyse popsany test patii mezi tzv. relaxacni testy, v nichZ je materidl skokové zatizen
pfedepsanou deformaci a tato deformace se neméni po piedepsanou dobu. Napéti v materidlu
se skokové zvysi, aby nasledné zacalo klesat. Rikame, Ze v materidlu dochazi k relaxaci
napéti. Matematickym modelem vhodnym k popisu relaxace napéti je zobecnény Maxwelliv
model. Zobecnény Maxwelliv model sestdva z n paraleln¢ spojenych Maxwellovych téles.
Maxwellovym t€lesem nazyvame do série zapojeny elasticky (E) a viskozni prvek (7).
Elasticky prvek si 1ze pfedstavit jako pruzinu, zatimco viskézni prvek jako tlumi¢. K paralelné
fazenym Maxwellovych télesim je ¢asto navic zafazen paralelné jeden elasticky prvek (Ep).

Zobecnény Maxwelliiv model schematicky znazornuje Obrdzek 15.

Predpokladame, ze chovani vsech prvki je linearni. Celkova sila F(t) je souctem sil vsech

paralelnich vétvi:

O FO=F+YFR0



Fp = ep Ep je sila samostatného elastického prvku. Tato sila je umérna elastickému modulu Ep
a skokovému zatiZzeni (deformaci) ey. Pfedpokladame, Ze zatizeni e(t) = ey je Vv kazdém
zatézovacim cyklu okamzité a po dobu cyklu konstantni. Derivace zatizeni e(t) podle Casu je
tedy v prubéhu cyklu nulova a diferencialni rovnice popisujici chovani Maxwellova télesa (i-

té vétve Maxwellova zobecnéného modelu) ziskava tvar:
(2) dF,(t)/dt+7'F, (t)=0.

Povsimnéme si tzv. relaxacni doby 7; = #i/E;. Ta vyjadfuje ¢as nutny k relaxaci ¢asti napéti
umérné modulu E;. Pocate¢ni podminka v ¢ase t = 0 ma tvar F;(0) = ey Ej. Na samém pocatku
zatizeni ma tedy vliv pouze elastickd slozka modelu. Viskézni slozka se projevi az
s narUistajicim ¢asem. Reseni vyse uvedené diferencialni rovnice pro i-tou vétev Maxwellova

zobecnéného modelu ma tvar:
3 F () =g Eexp(-t/z)).

S rostoucim ¢asem tedy dochazi k exponencialnimu poklesu sily (a potazmo napéti) v kazdé
vétvi Maxwellova zobecnéného modelu. Tento pokles zavisi na elastickém parametru E; a

viskdznim parametru #;. JSou-li tyto materidlové parametry odlisné pro kazdou z vétvi, pokles
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Obrdzek 15 — schematické zobrazeni zobecnéného Maxwellova modelu



sily (napé€ti) bude v kazdé vétvi jinak rychly a v limit€¢ (nekonecném case) bude smérovat
k jiné hodnoté¢ sily (napéti). Soucet vSech slozek (vétvi) vede ke konecnému vyrazu pro

vypocet sily Maxwellova zobecnéného modelu:

4 F)=eE,+Y e Een(-t/7).
i=1
V nasem piipad¢ bylo n = 2. Ve vyrazu pro vypocet sily tedy vystupuje pét materialovych

parametra (Ep, Eq, Ez, 71 @ 772), které museji byt urCeny z experimentalnich dat.

Poznamenejme, ze vySe uvedena rovnice (4) je téZ nazyvana Pronyho fadou. Ta je Casto
vyjadfovana pomoci Pronyho koeficientti pi = Ei/Eo, kde Eg = Ep + Y E; je tzv. okamzity
elasticky modul. Jednd se o elasticky modul materialu v ¢ase t = 0. Srostoucim Casem
dochazi k relaxaci napéti a projevu viskézni slozky materidlu. V ¢ase t — oo ma material
elasticky modul Ep, ktery je nékdy rovnéz nazyvan rovnovaznym modulem, nebot
Vv nekonecném case piedpoklddame, Ze cely systém se nachézi v rovnovdze a nedochézi
k dalsi relaxaci napéti. Pronyho koeficient p; tedy ukazuje zlomek okamzitého elastického

modulu, k jehoz poklesu dojde za relaxacni dobu ;.

(425 IDENTIFIKACE MATERIALOVYCH PARAMETRU

Pro kazdy zatéZovaci cyklus tedy bylo nutno uréit pétici materidlovych parametru.
K identifikaci materidlovych parametrii jsme pouzili vyrovnavaciho poctu a statistického
baliku R (The R Project for Statistical Computing, http://www.R-project.org). K vypoctu jsme
pouzili Gaussova-Newtonova algoritmu zaloZeného na nelinedrni metod€ nejmensich ctvercti.
Pétice hodnot materidlovych parametrti tak byla uréena pro v§echny méfené vzorky ve vsech

Sesti zatézovacich cyklech.

Metoda nejmens$ich Ctvercti je matematicko-statistickd metoda pouzivana hojné¢ v mnoha
védnich oborech pfi zpracovani nepfesnych dat. Jejim typickym pouZitim je zpracovani
experimentalnich dat obdrzenych méfenim. Obecné je cilem metody eliminace chyb
provadéna vzhledem k danému kritériu. Castou aplikaci této metody je prokladani
naméfenych dat znamou analytickou funkci. To je i pfipad naseho pouziti této metody, kdy
prokladame naméfenou zévislost sily na Case analytickou funkci vyjadfenou rovnici (4).

V uritém smyslu jde o analogii ke kubickému splinu, ale v ptfipadé metody nejmensich


http://www.r-project.org/

¢tvercii nemusi dana funkce nutné prochazet datovymi body a casto jimi ani neprochazi.
V kazdém bod¢ tak dochdzi k lokalni chybé (rozdil mezi naméfenymi hodnotami a hodnotami
teoretické¢ funkce) a soucet Ctvercii téchto chyb predstavuje kritérium, které se snazime
minimalizovat. Gausstiv-Newtontiv algoritmus je pak jen navodem, jak dany minimalizacni

problém co nejefektivnéji fesit.

Kazda numerické tloha vyrovnavaciho poctu vyzaduje pocatecni odhad hledanych parametra.
Algoritmus feSeni potom vychazi z téchto pocatenich parametri a hled4 jejich optimalni
hodnoty tak, aby bylo splnéno dané optimaliza¢ni kritérium, VvV naSem piipadé minimalni
soucet Ctverci lokalnich chyb. Problém vyrovndvaciho poc¢tu spociva casto
V nejednoznacnosti feSeni. V praxi to znamena, ze pro jednu skupinu naméfenych dat ¢i jednu
experimentalni kfivku je mozno obdrzet nekone¢né mnoho skupin hledanych parametri, které
vyhovuji optimalizaénimu kritériu. Tento problém je vlastni samotné tloze optimalizace a
obecné nezavisi na tvaru teoretické funkce, kterd pfedstavuje matematicky model. Muze se
stat, ze vysledkem bude skupina parametrl, ktera dobfe vyhovuje optimalizaénimu kritériu,
ale neposkytuje fyzikaln¢ smysluplny model. Pfikladem muze byt zaporny modul pruznosti.
V ptipadé, Ze jsou znama termodynamickd omezeni hodnot fyzikalnich parametrt, lze tato
uCinit soucasti optimalizaéniho procesu. Hovofime pak o optimalizaci s vazbami.

Optimaliza¢ni uloha se tim vSak komplikuje a ¢asto nedava uspokojivé vysledky.

Vysledek ulohy vyrovnavaciho poc¢tu mize siln¢ zaviset na poc¢ateénim odhadu parametrt. Je
na zkuSenosti experimentatora, aby vybral (alespont fddove) dostatecné fyzikaln€ smysluplné
pocatecni hodnoty hledanych parametri. V této studii jsme volili po€atecni hodnoty fadové
blizké vyslednym parametram. Uloha optimalizace s vazbami, v niz jsme omezili hledané
hodnoty na kladna realna ¢isla, nevedla K uspokojivym vysledkiim a casto i numericky
selhala. Ptiklonili jsme se tedy k jednodussi optimalizaci bez vazeb. Ta sice v nékolika malo
ptfipadech vedla k zdpornym hodnotam nékterych koeficientli, ale odpovidajici vzorky byly

vyfazeny ze statistického souboru jako odlehlé (vybocujici) hodnoty.

4.2.6 STATISTICKE ZPRACOVANI

Obdrzené hodnoty materialovych parametri byly prozkoumany zvlast’ pro kazdy zatézovaci
cyklus. Odlehlé hodnoty byly ur€eny standardnimi metodami prizkumové analyzy a ze
statistického souboru byly vyfazeny. Poznamenejme, Ze Gc¢elem prizkumové analyzy dat je

odhalit zvlastnosti v datech a ovéfit predpoklady pro jejich nasledné statistické zpracovani.



Priizkumova analyza dat pouziva predevsim grafickych metod, které slouzi ke zjednoduseni
popisu dat a zjisténi ¢i zlepSeni jejich rozdéleni. My jsme ke studiu dat a k odhaleni
vybocujicich hodnot pouzili grafickou metodu krabicového grafu a vestavéné funkce
statistického baliku R. K vytazeni odlehlych dat bylo pouZito iterativniho procesu. Pokazdé,
kdyz byla odhalena odlehld hodnota jednoho z péti viskoelastickych parametrd, byl ze
statistického souboru vytazen cely vzorek, t.j. vSech pét viskoelastickych parametri tohoto
vzorku. To samoziejm¢ vedlo ke zméné rozdéleni vSech péti parametrt, a proto byl cely
proces identifikace znovu opakovan pro vSech pét parametrti, dokud nedoslo k vyfazeni vSech

odlehlych hodnot.

Vsechna data méla po vyrazeni odlehlych hodnot normalni rozdéleni. K otestovani nulové
hypotézy, Ze jednorozmérna populace dat pochdzi z normalniho rozloZeni, jsme pouzili

Shapirova-Wilkova testu. Tento test byl aplikovan na vSech pét viskoelastickych parametru.

Pro kazdy viskoelasticky parametr a kazdy zatézovaci cyklus jsme testovali dvé nulové
hypotézy: hypotézu shody stiednich hodnot a hypotézu shody rozptylu kontrolni a testované
skupiny. Pro porovnani stiednich hodnot jsme pouzili t-test a pro porovnani rozptylt F-test.
T-test predpokladd, Ze oba vybéry pochazeji z normalniho rozlozeni. Tento predpoklad byl
V naSem piipad¢ dodrZen, i kdyZ tomu tak obecné nemusi byt za kazdou cenu. T-test pracuje s
praméry obou vybért a ty maji pii rozsahu vybéru v fadu desitek ptiblizné normalni rozdéleni
diky centralni limitni vété. DalSim pfedpokladem t-testu je shoda rozptylu obou ndhodnych
vybérl. K ovéteni tohoto predpokladu byl pouzit pravé F-test. Poznamenejme, ze existuji i
modifikace t-testu pro vybéry s riznymi rozptyly. VSechny statistické testy byly provedeny se

zvolenou hladinou vyznamnosti a = 0,05.



VYSLEDKY

5.1 VYSLEDKY ODBERU A ZPRACOVANI MITRALNICH ALOGRAFTU

U vSech laboratornich zvifat se podatilo po jejich usmrceni odebrat kvalitni mitralni alograft.
U Zadného zvifete jsme nenalezli papilarni sval IV. typu, kdy vyristaji SlaSinky pfimo ze

stény levé komory.203 Nebylo tedy nutné zadny alograft vyfadit z experimentu.

Vlastnosti a kvalita kryoprezervovanych mitralnich alograftti byly po rozmrazeni velmi dobré,

bez viditelnych defekti.

5.2 NAMERENE HODNOTY

Kvalitu prolozeni namétenych bodu teoretickou kiivkou jsme posuzovali prostiednictvim

indexu korelace R, ktery je definovan nasledovné:

Z[F (t;) - If(tj)IFm (t,)-F, (t,-)]

() = —— .
\/Z[F(t,-)—F(t,-)] Z[Fm(tj)—Fm(tj)]

Zde tj predstavuje diskretizovany vektor ¢asu, tedy okamziky, ve kterych pfistroj zaznamenal
méfené hodnoty. F(t)) oznacuje hodnotu teoretické (modelem piedpovézené) sily v Case tj a
Fm(tj) hodnotu sily naméfenou v témze ¢asovém okamziku tj. Symbol F zna¢i stfedni hodnotu
odpovidajici veli¢iny. Cim vice se R blizi 1, tim lepsi je kvalita proloZeni experimentalnich
dat teoretickou kiivkou. Ve vSech ptipadech byl index korelace vétsi nez 0.99, coz ukazuje na
vynikajici shodu namétfenych a teoretickych ktivek. Obrdzek 16 ukazuje prolozeni

namétenych dat s teoretickou kiivkou.

Primérmné hodnoty naméfenych materidlovych parametrii spoleéné se smérodatnymi
odchylkami uvadi Tabulka 3 pro vSechny zatéZovaci cykly jak pro kontrolni tak i testovanou

skupinu. Stejna data jsou zobrazena v grafech (Obrdzek 17 az Obrdzek 21).
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Obrdzek 16 — ukdzka proloZeni namérenych dat (modrd krivka) teoretickou funkci popisujici chovdni

zvoleného modelu (Cervend krivka).

Primé&rmé hodnoty elastickych modult se pohybuji v Fadech 10>-10° N/m a nenaznaluji, Ze
by jedna skupina ptevladala nad druhou. Hodnoty rovnovazného elastického modulu Ep se
pohybuji od 0.44 + 0.24 kN/m Vv prvnim cyklu do 4.65 + 1.70 kN/m Vv poslednim cyklu pro
kontrolni skupinu a od 0.58 + 0.19 kN/m do 3.91 + 1.79 kN/m pro testovanou skupinu.
V prvnim zatézovacim cyklu je modul testované skupiny vyssi, zatimco smérodatnd odchylka
testované skupiny zlstava nizsi. V dalSich zatézovacich cyklech je modul Ep kontrolni

skupiny vyssi.

Sériovy elasticky modul E; je men$i nez rovnovazny modul, ale zlstava stejné¢ho fadu.
V kontrolni skupiné se pohybuje od 0.29 + 0.13 kN/m do 1.40 + 0.43 kN/m a v testované
skupiné od 0.36 = 0.12 kN/m do 1.30 = 0.56 kN/m. Hodnoty kontrolni skupiny jsou vyssi az
do c¢tvrtého cyklu, v patém cyklu jsou téméi shodné pro obé skupiny a v poslednim cyklu je

modul testované skupiny nepatrné vyssi.

Hodnoty sériového elastického modulu E; jsou velmi podobné hodnotim modulu E;.
V piipadé kontrolni skupiny se pohybuji od 0.25 + 0.12 kN/m do 1.28 + 0.48 kN/m a
Vv ptipadé testované skupiny od 0.23 £ 0.12 kN/m do 1.18 + 0.64 kN/m. Hodnoty testované



skupiny jsou nepatrné vétsi ve druhém a tietim cyklu. Rozdil mezi skupinami ¢ini pouhych

0.05 kN/m az do ¢tvrtého cyklu.

Statistické testy neprokazaly zadny vyznamny rozdil (p>0.05) v elastickych parametrech mezi
kontrolni a testovanou skupinou, a to jak ve stfednich hodnotach, tak ve smérodatnych

odchylkéach.

Viskézni modul 71 se fadové pohybuje v rozmezi od 10* do 10° Ns/m. Modul testované
skupiny je vétsi nez modul kontrolni skupiny. Jedna se téz o jediny viskoelasticky parametr,
ktery ukazuje na dominantni postaveni jedné skupiny vici druhé. Hodnoty tohoto parametru
leZi v rozmezi od 33.75 + 13.36 kNs/m do 159.99 + 48.48 kNs/m pro kontrolni skupinu a od
44.08 + 15.19 kNs/m do 163.30 = 90.85 kNs/m pro testovanou skupinu. Zadny vyznamny
rozdil (p>0.05) mezi kontrolni a testovanou skupinou nebyl nalezen ve stfednich hodnotach
tohoto parametru. Smérodatna odchylka ukazala na vyznamny rozdil mezi ob&ma skupina ve
tretim (p = 0.027), patém (p = 0.042) a Sestém (p = 0.004) zatézovacim cyklu. Smérodatna
odchylka parametru 7, testované skupiny je v téchto kritickych zatézovacich cyklech vice nez

1.65krat vétsi nez smérodatna odchylka kontrolni skupiny.

Shoda rozptylu obou nahodnych vybéra je jednim z piedpokladii Studentova t-testu shody
stfednich hodnot. Vysledky t-testu by mohly byt ve tietim, patém a Sestém zatézovacim cyklu
zkresleny. Rozdil stfednich hodnot vyjadien v procentech jako jejich pomér dava pro vSechny
cykly 23%, 25%, 27%, 14%, 19% a 2%. Rozdily 27% ve tietim cyklu a 19% v patém cyklu
spadaji do rozumnych hodnot. Rozdil 2% Vv Sestém cyklu je v podstaté zanedbatelny. Z tohoto
pohledu lze usoudit, Ze poruSeni pifedpokladu shody rozptyli obou vybért v ptipadé
parametru 7, ve tretim, patém a Sestém zatéZovacim cyklu nemé vliv na zavéry t-testu

Vv téchto cyklech a rozdil mezi obéma skupinami neni vyznamny.

Viskézni modul 7, se fadove pohybuje v fadu 10° Ns/m. Hodnoty kontrolni skupiny jsou vétsi
nez hodnoty testované skupiny. V piipadé kontrolni skupiny se pohybuji od 1.63 + 0.79
kNs/m do 7.57 + 2.49 kNs/m a Vv ptipad¢ testované skupiny od 1.74 + 1.13 kNs/m do5.84 +
3.56 kNs/m. Stejné jako v piipadé predchozich parametrd, ani zde nebyl nalezen Zadny
vyznamny rozdil (p>0.05) ve stfednich hodnotach mezi obéma skupinami. Vyznamny rozdil
(p = 0.031) v rozptylech se objevuje ve ¢tvrtém cyklu. Rozdil stiednich hodnot v tomto cyklu
je v8ak prakticky zanedbatelny.
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Obrdzek 17 - Hodnoty rovnovdzZného elastického modulu Ep

Tabulka 3 - Namérené hodnoty testované a kontrolni skupiny ve vsech méricich cyklech

Parametr Skupina

Zatézovaci cyklus

1 2 3 4 5 6

0.44+0.24  1.09+0.78 1.96+0.90  2.82+1.14  3.72+1.48  4.65%1.70

0.58+0.19 1.09+0.44  1.69+0.79  2.41+1.08 2.98+1.05 3.91+1.79

0.29+0.13  0.39+#0.15 0.61+0.22  0.85%#0.28  1.14+0.37  1.40+0.43

0.36+0.12  0.48+#0.13  0.71+0.29 0.87+0.40 1.11+0.36  1.30+0.56

0.25+0.12  0.29+#0.12  0.50+0.21  0.72+0.25 1.03+0.35 1.28+0.48

0.23+0.12  0.33#0.17  0.53+0.26  0.69+0.36  0.84+0.21 1.18+0.64

33.75£13.36 46.64+15.38 72.29+23.84 96.81+30.94 130.51+44.06159.99+48.48

44.08+15.19 62.43+19.10 99.22+39.50 113.24+41.14161.62+73.61163.30+90.85

1.63+0.79 2.06+0.83 3.36%x1.31  4.46+1.63  6.27+2.42 7.57+2.49

1.74+1.13 1.94+0.86  3.24+1.69  4.40+2.67 4.70+2.13 5.84+3.56
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Obrdzek 18 - Hodnoty sériového elastického modulu E;
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Obrazek 19 - Hodnoty sériového elastického modulu E,
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Obrazek 20 - Viskézni modul n,
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Obrdzek 21 - Viskézni modul n,




5.3 INTERPRETACE VYSLEDKU

Jak bylo uvedeno vyse, elastické a viskdzni parametry spolu souviseji a jejich pomér 7 = nilE;
pfedstavuje relaxacni dobu. Jako parametr je relaxacni doba snaze uchopitelnd nez viskdzni
koeficient. Navic nam dava jasnou predstavu o Casovych Skalach relaxacnich procest, ke
kterym ve tkanich dochdzi. Ob¢ relaxac¢ni doby pro kontrolni i testovanou skupinu jsou

zobrazeny na nasledujicich grafech (Obrdzek 23 a Obrdzek 22).
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Obrdzek 23 - Relaxacni doba t;
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Obrdzek 22 - Relaxacni doba t,
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Obrdzek 25- Pronyho koeficient p;
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Obrazek 24 - Pronyho koeficient p,

Z uvedenych grafli je patrné, Ze ob¢ relaxacni doby se fadové neméni. V ramci variability
vzorkili bychom je mohli povazovat za témét konstantni. K relaxaci Casti napéti dochazi
nejprve v rozmezi 4 az 8 sekund a ve druhé fazi v rozmezi 113 az 145 sekund. Mezi obéma

skupinami neni vyznamny rozdil. V kazdé fazi dojde k relaxaci ur¢itého zlomku napéti. Tento



zlomek je vyjadien Pronyho koeficienty p;. Oba koeficienty jsou zobrazeny na nasledujicich
grafech (Obrdzek 25 a Obrdzek 24) Z nich je patrno, Ze v obou relaxa¢nich dobach dojde
k relaxaci vzdy 20 — 30% napéti.

Relaxacni doba ma jesté jeden dilezity vyznam. Matematickd teorie Maxwellova modelu
predpoklada, ze zatéz vzorku je okamzita. Toho nelze v redlnych podminkach dosahnout a
k zatizeni tak dochazi po ur€itou dobu, nikoli okamzité. Podivejme se podrobné, jak dlouho
trva, nez pftistroj prodlouzi vzorek o 1 mm. Obrdzek 26 zobrazuje prvni dvé sekundy
predepsaného posuvu. Z grafu je patrné, ze k zatizeni vzorku dochézi linedrné béhem 0.6

sekund. Ve srovnani s relaxa¢nimi Casy tedy dochézi k zatizeni vzorkl dostate¢né rychle.

V opaéném piipadé by zacalo dochazet k relaxaci jesté pied dokoncenim zatizeni. Maxwelltv

model by pak nevyhovoval popisu zkoumaného materidlu.
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Obrazek 26 - Priubéh predepsaného prodlouZzeni o Imm v case



6. DISKUZE

6.1 KLINICKE POUZITI MITRALNIHO ALOGRAFTU

Z dtivodu komplexniho pohledu na problematiku pouziti mitralnich alograftli je tfeba zminit

problematiku klinického pouziti.

6.1.1 MITRALNI ALOGRAFT V MITRALNI POZICI

Jak bylo zminéno v kapitole 2.3.5.1 prvni klinickou implantaci mitralniho alograftu do

ortotopické pozice provedl v roce 1961 Senning.?*

I kdyz byly popsany i dalsi implantace,
vysledky byly rozporuplné. V devadesatych letech byla tato technika znovuobjevena, nejveétsi

soubory publikoval Acar.

Osmileté sledovani velkého soubor pacientll, kterym byl implantovan mitralni alograft do
mitrlni pozice publikoval Ali z Acarovy skupiny v roce 2004.%%° 104 mladych pacientd
(38+15let) podstoupilo nahradu mitralni chlopné alograftem, z toho 76 pro revmatickou vadu
a 24 pro infekéni endokarditidu mitralni chlopné. 65 pacientim byl implantovan totalni
mitralni alograft, 39 parcialni alograft. Celkova nemocni¢ni mortalita byla 3,8%. Skupina
s infek¢éni endokarditidou méla mortalitu 8,7% oproti 2,5% bez endokarditidy (p<0,19).
Pozdnich umrti bylo 9, z toho 4 z kardialni pfi¢iny. Do 3 mé&sict bylo reoperovano 5 pacientd,
v dalSim sledovani bylo reoperovano 10 dalSich pacientd. Byl zachycen trend k menSimu
vyskytu kardialnich ptihod u pacientl s parcialnim alograftem. Riziko ¢asné dysfunkce bylo
dano hlavné nepomérem velikosti vlastni chlopné a velikosti implantovaného alograftu. Jinak
byly vysledky srovnatelné s kohortou mladych pacientti, kterym byla implantovana biologicka

chlopenni ndhrada.

Dobrych vysledkii s kryoprezervovanymi mitralnimi alografty dosahl i Doty et al. 2%

Inspirovani Acarem operovali 14 pacienti (v€ku od 16 do 70 let), kterym nahradili mitralni
chlopenn alograftem. Ve sledovani 1,5 roku zachytili jednu dehiscenci papilarniho svalu

(pacientovi byla chlopen pfi reoperaci nahrazena) a 3 mirné mitralni regurgitace.



Ptijatelné vysledky publikoval Gublins et al.?" Ctrnécti pacientiim implantovali bud’ parcialni
(6 pacientil) nebo totalni mitralni alograft (8 pacientd). Indikaci k operaci byla nejCastéji
infekéni endokarditida. Stfedni doba sledovani byla 30 mésict (6-60). Pacientd, u kterych
nebyla zaznamenana zadna s chlopni spojena nezadouci ptihoda v 1, 2 a 3 letech od operace
bylo 93%, 86%, 79%. Echokardiograficky ovéfena funkce transplantované chlopné byla

rovnéz u vétsiny z nich ptizniva.

Vysledky z dalSich publikovanych praci jiz tak dobré nejsou. Soubor 13 détskych a
adolescentnich pacientli primérného véku 15+6 let piedstavil Chauvaud et al.’®® Diivodem
Kk operaci bylo vétSinou revmatické postizeni mitralni chlopné, endokarditida nebo vrozena
mitralni vada. Poopera¢ni funkce implantovaného alograftu byla vzdy dobrd, nicméné ve
sttednédobém sledovani (4,1£2,2 roku) bylo 7 pacientli reoperovano z divodu selhani
alograftu. Navic dal$i dva pacienti zemfeli bez reoperace, ale s potvrzenou vyznamnou

stendzou alograftu. VSechny explantované chlopné byly kalcifikované.

Podobné nepiiznivé vysledky pétiletého sledovani mitralnich alograftti publikoval i Kumar et
al. 2 Pouzil kryoprezervované i &erstvé alografty u 37 pacientdl v ortotopické pozici.
Praimérny veék byl 32+10 let, nejcastéjsim duvodem k operaci byla porevmaticka mitralni
vada. V souboru byla zaznamenana 14% peroperaéni mortalita a béhem sledovani (27+12
mésici) byla zjisténa t€zka mitralni regurgitace u 25 z 32 ptezivsich pacientd. Pouze 7 (22%)
pacientil mélo uspokojivou funkci mitralniho alograftu. Nebyl nalezen statisticky vyznamny
vliv typu pouZitého alograftu, ptfedoperacni patologie na mitralni chlopni, ani provedeni
mitralni anuloplastiky na selhdni implantovaného alograftu. Ve dvou piipadech doslo

k odtrzeni papilarniho svalu.

Stejna skupina autori zkoumala 6 explantovanych alografti (od 6 tydnt do 60 mésici od
operace). Tkané cipi byly kalcifkované, byly popsany ruptury §lasinek u Giponu na papilarni
sval. Mikroskopicky byly cipy bez endotelu s minimem buné€k, ale s dobfe zachovanou
strukturou kolagennich vlaken. Papilarni svaly podlehly koagulaéni nekroze, aniz by v jejich

okoli byly znamky zan&tu.?*°

Je zfejmé, Ze pro mitralni alografty implantované ortotopicky neni v klinickém pouziti pfilis
mnoho prostoru. Obzvlast¢ vezmeme-li v vahu rozvoj zachovnych vykont mitralni chlopné.

Z vyse uvedenych praci se da konstatovat:



e Mitralni alograft v mitralni pozici u velmi mladych pacienti ma zcela nepfijatelné
vysledky. Tento tkanovy S§tép neroste a urychlena degenerace implantované chlopné
ma za dusledek velmi malou trvanlivost.

e Zpusob zpracovani a kryoprezervace nema pravdépodobné vliv na trvanlivost
alograftu. Ani Cerstvé alografty neprokazaly lepsi dlouhodobé vysledky.

e Na spravnou funkci ma velky vliv spravny vybér velikosti alograftu. U pacienttl, kde
byl nepomér mezi velikosti chlopné piijemce a darce, byly horsi vysledky.

e Pouziti mitralniho alograftu u dospé€lych je rovn€z problematické. Hrani¢ni indikaci
mize byt excesivni infekéni endokarditida, kde se d4 predpokladat tendence k vétsi
odolnosti alograftu vii¢i infekci, podobné¢ jako u aortalnich alograftt.

e Implantace je technicky naro¢nd. Kli¢ova je fixace papilarniho svalu. Dulezité je
rovnéz pouziti anuloplastického prstence.

e Velkou roli hraje zkuSenost chirurga.

[6.1.2 MITRALNI ALOGRAFT V TRIKUSPIDALNI{ POZICI

Nevyhody mitralniho alograftu v ortotopické pozici nemusi platit v nizkotlakém systému

pravého srdce.

Vybér protézy vhodné k nahradé trikuspidalni chlopné je obtizny. Jak mechanické, tak
biologické chlopné maji své nevyhody. Biologické chlopné v trikuspidalni pozici maji
tendenci k strukturalni deterioraci zhruba 10 let od operace. Degenerace je jeSté rychlejsi u
dati.? 2 problematické je ale 1 pouziti mechanickych chlopennich ndhrad, kdy je velkym
nebezpeéim trombdza protézy, pravdépodobné v dusledku charakteristiky pratoku
trikuspidalniho usti. 213 \/ tomto piipadé doporucované INR 3,5-4,5 pochopitelné piinasi

zvySeni rizika krvaceni.

Mitralni alograft v trikuspidalni pozici neni vyuzivan pfili§ Casto, nejcastéji u pacientl
s infek¢éni endokarditidou trikuspidalni chlopné. V této indikaci pouZzil mitralni alograft Pomar
et al. vroce 1993.)%° Stejna skupina publikovala vysledky 6letého sledovani 5 HIV
pozitivnich intravenosnich narkomani s infekéni endokarditidou trikuspidalni chlopné,
kterym byla tato chlopen nahrazena kryoprezervovanym mitralnim alograftem. Tti z téchto
pacienti méli nasledné rekurentni infek¢éni endokarditidu implantovaného mitralniho

alograftu, ktera byla 1éCena antibiotiky. Echokardiografické kontroly alograftu ukazaly dobrou



bezprostiedni funkci alograftu. V pribéhu sledovani méli tfi pacienti vyznamnou regurgitaci.
Funk¢ni stav pacientii byl velmi dobry NYHA L.-11. Echokardiografické vySetieni neprokézala

pritomnost kalcifikaci nebo ruptury §lasinek.?*

Soubor 7 pacientt s infek¢ni endokarditidou, kterym byla nahrazena trikuspidalni chlopeii za
pouziti mitralniho alograftu popsal Couetil et al.?® Nejcastéji byl postizen piedni cip, septalni
cip nebyl postizen nikdy. U 3 pouzili pfedni cip mitralniho alograftu, u 4 i ¢ast zadniho. Navic
4 pacientim byla nahrazena postizend aortalni chlopeii aortdlnim alograftem a u 1 byla
provedena rekonstrukce chlopné plicnice. Tiicet mésici od operace registrovali dobry

vysledek rekonstrukce.

Miyagishima et al. publikovali stfednédobé vysledky souboru 5 pacientd, kterym byla
nahrazena trikuspidalni chlopefi z diivodu infekéni endokarditidy mitralnim alograftem.
Alograft orientovali tak, Ze piedni list alograftu byl naSit u septa. VSem pacientim
implantovali rigidni mitralni prstenec. Papilarni svaly byly fixovany transventrikularné. Po
roce byla funkce alograftu hodnocena echokardiograficky. 2 pacienti byli bez regurgitace, 1
mél regurgitaci stopovou, 2 vypadli ze sledovani. Nebyla zaznamenéana nova endokarditida. 2

pacienti me¢li pooperacné atrioventrikularni blok III. stupné.

Z uvedené¢ho piehledu je patrné, Ze soubory pacientll s mitralnim alograftem v trikuspidalni

pozici nejsou pfilis rozsahlé. Je také ziejmé velka technicka obtiznost takového vykonu.

VétSina autorti (krom¢ Pomara) pouziva tzv. anatomickou orientaci. Diivodem je obava, ze
Vv pfipad¢ antianatomické orientace by pfedni cip mohl vytvéiet obstrukci vytokového traktu
pravé komory. VétSina autorti (opét s vyjimkou Pomara) také pouziva mitralni anuloplasticky
prstenec, ktery ma zajistit dlouhodobou stabilizaci neoanulu a zabranit pozdnimu selhani
metody. Pouziti prstence je ale pfedev§im u intravenosnich narkomanii kontroverzni, protoze
proteticky material miiZze znamenat riziko pro reinfekci. Implantace mitralniho prstence navic

piinasi riziko poSkozeni prevodniho systému.

Ptes vSechny uvedené okolnosti se domnivame, Ze mitralni alograft v trikuspidalni pozici
muiZe byt alternativou komerénim chlopennim nahraddm u pacientii, kde zachovny vykon
neni mozny. ZkuSenosti stouto technikou jsou v Ceské republice velmi omezené. Maly
(doposud nepublikovany) soubor pacientli operoval prim. Mokracek, ale vzhledem k poctu
pacientil a jejich velmi omezené spoluprici (jednalo se vyhradné o intravenosni narkomany)

je zatim obtizné jakkoliv hodnotit klinické vysledky.



6.2 MECHANICKE EXPERIMENTY S KRYOPREZERVOVANYMI
MITRALNIMI ALOGRAFTY

Z hlediska biomechaniky ma uchovavani tkani dvoji divod. Prvni diivod je experimentalni a
souvisi tedy s vyzkumem a vyukou. Experimentalni vySetfovani mechanickych vlastnosti je
zdlouhavé a Casto se nelze vyhnout uchovani vzorkt tkani ,,na pozdéji“. Degradacni procesy
vSak mohou vyznamné ovlivnit a zmeénit mechanické vlastnosti tkani, proto se casto
uchylujeme Kk jejich prezervaci. Nicméné i proces prezervace a jeho dopad na vlastnosti tkani
je nutno charakterizovat. Druhy duvod uchovavani tkani je klinicky a tyka se transplantaci.

V tomto piipadé¢ jsou metody prezervace mnohem komplexnéjsi a vysledné pouziti
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Na poli konzervace tkani a vlivu konzerva¢nich metod na jejich mechanické vlastnosti byly
podrobné zkoumany vlivy konzerva¢nich metod na vlastnosti tkani pfedevsim v souvislosti
s cévami a Slachami. Vysledky obecné¢ ukazuji, ze kryoprezerva¢ni metody neméni vyznamné

dulezité elastické vlastnosti tkani.

L’Italien et al. nenalezli Zadny vyznamny rozdil v poddajnosti a elastickych koeficientech u
hrdelnich Zzil psa. Kratkodobé zmrazeni dle autorti zachovava dilezité funkc¢ni elastické
vlastnosti il nezavisle na pouziti DMSO.?!" Vesely et al. rovn&Z nezaznamenali Zadné
vyznamné zmény mechanického chovani alografti aortalnich chlopni ve srovnani s Cerstvou
tkani.?*® Ani kryogenicky zpracovand hrudni aorta uloZend pfii teploté¢ -135 °C po 2 az 4

219,220

meésice nevykazuje vyznamné zmény mechanickych vlastnosti. Kryoprezervace pii

teploté -140 °C nema u ¢loveka vliv na Youngiv modul, radialni napéti ani viskoelastické
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vlastnosti karotidy ani femoralni cévy.

Kryoprezervace a rychlé rozmrazeni neovliviiuji
elasticky modul a pevnost vtahu kycelnich cév prasete. 222 Kryoprezervace segmentil
iliofemoralnich alografti zachovava dilezité elastické vlastnosti tkdni pii primérné dobé
uloZeni 22 dni.??® Stemper et al. studovali fyziologické i limitni vlastnosti aort v prase¢im
modelu. Tkané byly bud’ uloZeny pii +4°C po 24 nebo 48 hodin nebo zmraZeny pii -20°C a -
80 °C po dobu tfech mésicli. Autofi doporu€uji zmrazeni, které na rozdil od podchlazeni
neméni mechanické vlastnosti tkani. “** Zmrazeni rovnéz doporuduji Chow et al., ktefi

studovali mechanické vlastnosti karotid novozélandskych kraliki.??

V dostupné literatuie se mnohem méné publikaci vénuje vlivu kryogenického zpracovani na

mechanické vlastnosti srde¢nich chlopni. Studium vlivu kryoprezervace na mechanické



vlastnosti alografti aortalnich chlopni podrobenych dvouosému zatizeni v tahu ukazuje
vyznamny pokles maximalniho radialniho prodlouzeni chlopni ve srovnani s kontrolni
skupinou. ?® Courtman et al. se zabyvali vlivem kryprezervace a celularni extrakce na
mechanické vlastnosti prasecich aortalnich chlopni. Autoii studovali strukturu, mechanismus
poskozeni i viskoelastické vlastnosti tkan¢ podrobené testu s piedepsanou vysokou rychlosti
deformace. Kryoprezervace zplisobuje poskozeni bun¢k a nekrozu tkan€, zatimco extrakce
odstraituje vSechny buiiky a bunéné membrany. Oba procesy zachovavaji kolagen a
strukturni matrici elastinu, ¢imz dochazi kuchovani viskoelastickych charakteristik
materialu.”?’ Vliv kryoprezervace na Youngliv modul a mez pevnosti aortalnich homografti
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nebyl prokazan u clovéka.

Alografty ov¢iho modelu se zabyvali Aidulis et al.. Autofi se zaméfili na porovnani Ctyt
riznych metod konzervace tkéni, pfi nichZ posuzovali nejen mechanické a klinické
charakteristiky tkani, ale rovnéz ekonomické aspekty téchto metod. Metodami byly
kryoprezervace s pouzitim DMSO, ulozeni tkané pii +4°C ve vysoké koncentraci (85%)
glycerolu (podobna metoda se pouziva pro konzervaci klize), zmrazeni v tekutém dusiku a
vitrifikace. Posledni dvé metody vedly k pfiliSnému poSkozeni tkani a po piedbéznych
pokusech jim jiz nebyla veénovana pozornost. Kryoprezervace zachovava buiky,
mikrostrukturu tkané i jeji mechanické vlastnosti. Konzervace v glycerolu vede k odstranéni
bunék, ale zachovava extracelularni matrici vldken a rovnéz jeji mechanické vlastnosti. Dle
autort je z hlediska mechaniky vyznam zivych bunék v alograftech nejisty. Prezervace
Vv glycerolu by pak mohla byt vyhodnou volbou z hlediska jednoduchosti metody i1 finan¢nich

, , 229, 230, 231
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Jedine¢nou se jevi prace Jensena et al.. Autofi se zabyvali vlivem fixacnich metod
(glutaraldehyd vs. genipin) a kryoprezervace na hemodynamiku mitralnich chlopni v prase¢im
modelu. Chlopné byly upevnény do anularniho prstence a ten byl vlozen do prihledného
modelu levého srdce. Model srdce umoZnoval studium hemodynamiky za pouZiti
vysokorychlostni kamery a UVP (Ultrasound Velocity Profilometer). Poznamenejme, ze UVP
je metoda méfeni dynamiky kapalin vyuZivajici ultrazvuku a Dopplerova efektu. Autofi
rovnéZ studovali vliv pozice papilarniho svalu. Na rozdil od fixa¢nich metod kryoprezervace

nevedla k z4dnym vyznamnym zmé&nam morfologie a hemodynamiky chlopni.?*2

Vyse uvedena studie ma velky vyznam ze dvou divodi. Za prvé, jako jedna z mala se zabyva

mitrdlnimi chlopnémi. Za druhé, studuje alograft jako celek v jeho (téméf) piirozeném



prostiedi za fyziologickych podminek v¢etné mechanického zatizeni. My jsme v nasi studii

postupovali tradi¢ni cestou mechanického testovani.

Zobecnény Maxwelliv model byva v biomechanice casto pouzivan, jelikoz je vhodny
Kk popisu relaxace napéti ve tkanich. Pétiparametrovy model jsme vybrali proto, ze tiiprvkovy
model nedosahoval dostatecné piesnosti a sedmiprvkovy model uz piesnost nijak

nevylepsSoval.

Viskoelastické modely jsou v biomechanice pouzivany ¢asto k posouzeni vlivu rtiznych jevii
na mechanické chovani tkani ¢i celych jejich struktur. Kuroiwa et al. pouzili Maxwelltv
tiiprvkovy model ke studiu vlivu ischemie na mozkovou tkan mongolskych piskomild.
Relaxac¢ni kfivka byla ziskdna z indenta¢niho experimentu. Jeden den po ischemii doslo

, e, . . y 2
k razantnimu poklesu elastického i viskézniho koeficientu o vice nez 70%.%

Liu a Bilston pouzili obecného Maxwellova modelu k popisu viskoelastického chovani
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Hovézi jatra pouzili ve své studii Ocal et al.”™ Ti zkoumali vliv uloZeni tkani za nizké

jater.
teploty na jejich viskoelastické vlastnosti pifi zatizeni v tlaku. Vzorky tkéni byly pted
testovanim ulozeny v Ringerové roztoku pii 4 °C po dobu 1, 2, 4, 8, 12, 24 a 36 hodin a
vysledky bylo srovnany s kontrolni skupinou (bez zpracovani). Autofi konstatovali, ze
s rostouci dobou uchovani tkané roste jeji tuhost i1 viskozita. Vzhledem k tomu, Ze vzorky
m¢ély dobfe definovany prifez, mohlo byt uréeno napéti v materialu a elastické moduly byly
vyjadieny v kPa. Srovnani elastickych modult s nasi studii, kterd posuzuje chlopenni nahradu
jako celek, tedy strukturu, a ne jen jeji slozku, by bylo komplikované a pravdépodobné i
zavadéjici. Ke srovnani se nabizeji doby relaxace. Autofi pouZili sedmiprvkovy model a
odvodili tedy tii doby relaxace: 0.4 s, 40 s a 250 s. Tyto hodnoty se pon¢kud vzdaluji naSim,
relaxacni doby. Vyvstava otazka, zda doba aplikace skokového zatiZzeni nebyla del$i, nez

nejkratsi relaxacni doba.

Rizné viskoelastické modely pouzité k popisu cév porovnali Orosz et al. Autoti jednoduché
Maxwellovy a Kelvinovy modely nedoporuc¢uji z divodu ne zcela jasné interpretace vztahu
mezi modelem a strukturnimi slozkami tkdn€ a navrhuji vlastni jednorozmérny model, jehoz
chovani nezavisi na roli a vyznamu jednotlivych sloZzek tkang, ale souvisi pouze s chovanim
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tkan¢ jako celku.”™ Domnivame se, Ze kazdy empiricky model by m¢l umozZnit interpretaci

vlastnosti a chovani materialu ¢i struktury vzhledem ke slozkam a komponentam studovaného



objektu. Pétiprvkovy Maxwelliiv model byl pouzit k vyzkumu viskoelastickych vlastnosti
podkozni tkan&. %" Vysledky ukazuji relaxacni doby piiblizn 4 sekundya 30 sekund.
Podkozni tkan tedy relaxuje rychleji. Viskézni koeficienty nabyvaji velmi nizkych hodnot
0,95 Ns/m a 8,49 Ns/m. Ve srovnani s ndmi naméfenymi hodnotami jde o rozdil az ¢tyfech
rada. Tento rozdil je zplisoben vysokou poddajnosti podkozni tkén€, ktera plyne z jeji

struktury.

Vyse uvedené srovnani pouze demonstruje pouziti Maxwellova modelu v biomechanice.
Porovnani hodnot viskoelastickych koeficienti je vhledem k riznorodosti tkani pouze
orientatni a ftadové. Zda se, Zze Maxwelliv model jest¢ nebyl pouzit k vyzkumu

viskoelastického chovani mitralnich chlopni, a v tomto ohledu je tato prace prikopnicka.

Nase studie neprokazala zadny vyznamny rozdil mezi kontrolni a testovanou skupinou vzork
ve stfednich hodnotach viskoelastickych parametrii. Usuzujeme tedy, ze zpracovanim a
kryoprezervaci tkané nedochazi k vyznamnym zménam jejich strukturnich slozek, které hraji
dilezitou roli ve viskoelastickém chovani materidlu jako celku. Elastické chovani tkani, které
reaguje na okamzit¢ aplikované zatizeni, pfisuzujeme predevSsim kolagennim vlaknim
zastoupenym bohaté v cipech a §lasinkach. Viskozni chovani ptispivajici k relaxaci materialu

bude prevladat ve svalové tkéni a jeji extraceluldrni matrici.

Vyznamné rozdily v rozptylu viskéznich parametrii v nékterych zatéZzovacich cyklech jsou
odrazem vys$ich hodnot téchto parametrl v pripadé testované skupiny. Tento rozdil nemize
byt pfipsan vynechani faze trénovani (preconditioning), jelikoZ by musely byt ovlivnény obé
skupiny. Rozdil by mohl souviset s variabilitou geometrického tvaru papilarniho svalu, ktery
ptispiva k viskoézni ¢asti mechanické odezvy vzorku. Podobnost ve velikosti a tvaru
papilarniho svalu mitralniho alograftu nelze zarucit ani v laboratornich podminkéch, nebot
z&visi na mnoha nekontrolovanych faktorech vcetné variability mezi subjekty. Vzorek je
navic za Cast svalu uchycen v Celistech pfistroje, ¢imz v okoli Celisti dochazi k dalsi
deformaci a zmén¢ tvaru vzorku. K pozorovanym rozdilim v rozptylech muze pfispivat i
rizny pocet vzorkil v obou skupinich. Relaxaéni doby a Pronyho koeficienty ukazuji na
konzistenci dat mezi obéma skupinami a velmi podobny charakter relaxacnich procest

Vv Cerstvé 1 zpracované tkani.



6.3 PRECONDITIONING A HOMOGENITA MERENT

Aktualni konfigurace experimentalniho zafizeni neumoziiuje ponofeni vzorku do kapaliny
(napft. fyziologického roztoku), kterd by zabranila vysychani vzorku a zpomalila degradacni
procesy odehravajici se ve tkdni. Vzorky byly béhem testovani navlhcovany a celkova doba
testu byla snizena na 30 minut. Zkraceni celkové doby testu vedlo k vynechani tzv. trénovani
(preconditioning). Trénovani, predevsim mékkych tkani, je doporuceno ke stabilizaci
vnitinich struktur tkané. Tato stabilizace ma vést ke snizeni variability a zlepSeni
opakovatelnosti méfeni.?*® Za trénovani viak muaze byt povazovano i samotné zpracovani
tkani. Vysledky experimentu, ktery porovnaval Cerstvou a zmrazenou tkan jater, byly
konzistentni a méfeni byla s dostate¢nou presnosti opakovatelna.”®® Trénovani prase&ich

aortalnich chlopni bez odpovidajici doby odlehéeni pfed samotnym testem zvySuje chybu
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predikce modelu.?*® Trénovani miZe rovnéZ vést ke ztratd tuhosti** & plastické deformaci.

Trénovani ve forms cyklického zat&Zovani vede rovné k potladeni viskoelastickych efektil.?*?
Ty jsou vSak pfedmétem nasi studie. Vedou k ¢asoveé zavislému viskoelastickému chovani a
komplexnim jeviim jako teceni materidlu ¢i relaxace. Cilem na$i prace bylo prozkoumat
viskoelastické chovani mitralnich chlopni jako celku prostiednictvim materidlovych
koeficientd, které toto chovani vystihuji. VySe uvedené argumenty ospravedlituji vynechani

faze trénovani, které nam umoznilo vysetfeni skutecnych vlastnosti tkan¢ bez dalSiho

ovlivitovani napétové-deformacni historie vzorka.



ZAVER VLASTNI EXPERIMENTALNI PRACE

Nase studie splnila vyty¢eny cil a v popsaném experimentu predklada povzbuzujici vysledky,
které ukazuji, ze kryogenické zpracovani mitralnich alografti neméni vyznamné jejich
viskoelastické parametry a potazmo jejich viskoelastické chovéani. V provedeném
experimentu jsme ovéfili, ze protokol zpracovani a kryoprezervace chlopni pouzivany
Transplantaénim centrem FN Motol vyrazné¢ neovliviiuje mechanické vlastnosti mitralnich

alografta.

Vyzkum mechanickych vlastnosti mitralnich alograftii v ovéim modelu je soucasti piipravy

klinického pouziti v ramci Specializované tkanové banky Transplanta¢niho centra FN Motol.

Po ovéfeni technickych aspekti implantace, kde byla zhodnocena dobra funkce
implantovanych alograftt, a po ovéteni dobrych mechanickych vlastnosti mitralnich alografta

po kryoprezervaci se domnivame, Zze je mozné ptistoupit k realizaci klinické faze vyzkumu.



ENGLISH SUMMARY

MECHANICAL PROPERTIES OF MITRAL ALLOGRAFTS ARE NOT REASONABLY
INFLUENCED BY CRYOPRESERVATION

8.1 INTRODUCTION

During last half century the heart valve surgery has been developed — recently, heart valves
are repaired, if possible, or replaced, mainly using commercially available prostheses. Both
lines of valvular substitutes, mechanical as well as biological ones, underwent huge
technological development. Mechanical prostheses remain popular for their durability, while
the biological (xenograft tissue) valves are preferred for low thrombogenicity. Both heart
valve prosthesis types are simple to implant, but the main limitation remains the need for
lifelong anticoagulation therapy in the mechanical prosthesis group and structural valve

deterioration after 10 to 15 years in the xenograft group respectively.

Although first experiments with mitral allografts have been reported even earlier than those
with aortic allografts, mitral allograft was never widely used in clinical practice. The
durability of mitral allografts was very disappointing even when operated by very experienced
surgeons. Many disadvantages of mitral allograft in mitral position disappear when it is
implanted into tricuspid position, e.g. to low pressure system. Patients with tricuspid valve
bacterial endocarditis, in particular, can theoretically benefit from mitral allograft

transplantation, and that awakened our interest.

We decided to evaluate methods of tricuspid valve replacement by mitral allograft in a sheep
model. The allograft heart valve tissue banking facilities are essential for starting the mitral
allograft transplantation program. For aortic and pulmonary allografts banking many
protocols of processing and cryopreservation are available, but no recent protocol was
published for mitral allografts banking. As a basic step we decided to use the same protocol,
which our bank uses for human aortic and pulmonary allografts in our sheep experiments. At
experimental settings the simple tearing test performed by the surgeon proved quite reliable
for determining mechanical tissue properties. Short term as well as long-term sheep

experimental results proved to be promising.




In aortic allografts no detectable differences were found between the mechanical behavior of
the cryopreserved allograft aortic leaflets and fresh tissue. There is not much data concerning
mechanical properties of mitral allografts.

(8.2 MATERIALS AND METHODS

A control group of 39 fresh sheep mitral allografts and a test group of 13 cryopreserved sheep

mitral allografts were studied.

The study was performed according to guidelines & practice, established by institutional
Committee for Animal Care and Use, and was in compliance with the Czech Republic
legislation. All animals received human care in compliance with the European Convention on

Animal Care and the study was approved by the Institutional Ethical Committee.

Surgical exposure for the mitral allograft harvesting was achieved via a right anterolateral
thoracotomy, through the 5th intercostal space. Afterwards the animals were put to death by
intravenous administration of Thiopentone (Thiopental, ICN, Czech Republic a.s. - 10mg/kQ)
and potassium chloride (Kalium Chloratum, Zentiva a.s., Praha - 20ml/kg). Their hearts were
explanted under sterile conditions; mitral valves were harvested with rims of left atrial and
left ventricular muscle and with the entire subvalvular apparatus, including both papillary

muscles.

After harvesting, 39 fresh mitral allografts were stored in saline, in cool box at +5 to +7 °C,
and were mechanically tested within 24 hours. Another 13 mitral allografts were processed
according to the standard protocol of the Cardiovascular Tissue Bank, Transplant Center,
University Hospital Motol, Prague. They were deposited directly into the cultivation medium
E 199 with the antibiotic cocktail - cefuroxime 0.2 mg/ml, (Zinacef, GlaxoWellcome) +
piperacillin 0.2 mg/ml (Pipril, Lederle) + amikacin 0.1 mg/ml (Amikin, Bristol-Myers
Squibb) + fluconazol 0.1 mg/ml (Diflucan, Pfizer). After 24 hours storage at the temperature
of 37.0 °C the valves were kept at + 5 to + 7 °C over the period of 3-5 days. Then they were
transferred under sterile conditions into the cryoprotective solution (E 199 with 10%
dimethylsulfoxide) in a laminar flow box, and sealed into plastic bags (Gambro
Hemofreeze/Haemo bags NPBI BV DF 1200, the Netherlands) using two-layer technique.
Finally, MA were programmed cooled (between temperatures of + 10 to - 60 °C at the rate of -

1°C/min.) and then stored in liquid phase of liquid nitrogen (- 196 °C) in a separate container.




Average storage time in tissue bank was 5.3month (from 3.5 to 12 month). During the
transportation from cryostore to the experimental facilities mitral allografts were kept in a
container CP500 (Wharton & Taylor, USA) at gaseous phase of liquid nitrogen (temperature
below —140 °C). Thirty minutes before the operation they were removed from the container
and thawed in a standard way used for human aortic and pulmonary allografts (15 minutes in
room temperature followed by 15 minutes in 37 °C water bath). We used exactly the same
procedure for human tissue in clinical practice, as for the experimental mitral allograft

transplantation in the sheep model.

In the experimental laboratory we used a similar shape of sample in all cases so we were
measuring the mechanical properties of all parts of mitral valve at one time. Samples always
contained the mitral annulus, part of the anterior leaflet, corresponding chordae tendineae and
the postero-medial papillary muscle. For mechanical testing, the mitral allograft tissue was

fixed to the traction machine jaws with mitral annulus and papillary muscle.

Stepwise stress-relaxation measurements were made on all tissue samples. Zwick Roell Z050
traction machine equipped with pneumatic grips and 200 N loading cell was used for the
mitral allograft tissue testing. The specimens were fixed between the grips of the apparatus
with a free length corresponding to the specimens' dimensions. The samples were stretched in
steps of 1 millimeter every 5 minutes and the loading protocol consisted in six loading cycles.
The time elapsed from the beginning of the step was chosen to reach approximately the steady

state. The force-elongation curves were recorded.

A five element generalized Maxwell model was used in this study for the description of the
relaxation behavior of the tissue. A simple Maxwell body includes a viscous element, #, and
an elastic element, E, connected in series. Generalized Maxwell models consist of some
simple Maxwell bodies coupled in parallel. In addition, an elastic element, Ep, may be
connected in parallel to them. In stress relaxation experiments, the applied stretch e(t) = é is
instantaneous and constant throughout the loading cycle. Constitutive equation of the
generalized Maxwell model consisting in n Maxwell bodies with parallel elastic element Ep

may be written as:

F(t) = 6E, + Y €E, exp(-t/7,),

i=1



where the time constant z; = #i/E; represents the corresponding relaxation time for one step of
stretching and #; and E; denote the viscous and elastic modulus of i-th Maxwell body,
respectively. For five element Maxwell model with n = 2, the above equation is the final

force-time relation with five material parameters Ep, E1, Eo, 71, and 7, to be identified.

8.3 RESULTS

The above equations describe a single step of stretching at constant values of the parameters
Ep, E1, E2, #1, and 5. Their values are different for each relaxation step. To identify these
parameters, a direct exponential fitting to the experimental data was performed using
statistical software R. The fitting process was the Gauss-Newton algorithm based on the
nonlinear least-squares method. A set of material parameters was determined for each
stretching step and for each specimen of the control group of fresh tissue and the test group of
thawed cryopreserved MA, respectively. Coefficient of correlation R of the fitting procedure

was better than 0.99 for all specimens and every loading cycle.

From the total number of 52 heart valves, the control group of fresh tissue contained 39
specimens while the test group of cryopreserved mitral allografts was represented by 13
specimens. The fitted values of material parameters were examined cycle by cycle. For each
loading cycle, the outliers were carefully detected using standard techniques of exploratory

data analysis and they were removed from the statistical files.

For each viscoelastic parameter and each loading cycle, null hypotheses were formulated
stating that the means and the variances of the two groups under consideration do not differ
significantly. To test the hypotheses, t-test and F-test were carried out in R statistical package.
The assumed normality of the populations was tested and confirmed before the execution of

the above mentioned tests. Both statistical tests were carried out at 95% confidence level.

The mean values of identified elastic moduli Ep, E;, and E; do not manifest any pronounced
dominancy of one group of specimens over the other. Order of magnitude of all three elastic

moduli ranges from 10% to 10° N/m.

The identified values of the parallel elastic modulus Ep range from 0.44 + 0.24 kN/m in the
first loading cycle to 4.65 £ 1.70 kN/m in the last loading cycle for the control group and from
0.58 £ 0.19 kN/m to 3.91 + 1.79 kN/m for the test group. In the first loading cycle, the



modulus of the test group is slightly higher than that of the control group while its standard
deviation remains lower. Control group modulus is then slightly higher in the next loading

cycles.

Serial elastic modulus E; is lower than parallel elastic modulus Ep but of the same order. For
the control group, the values range from 0.29 + 0.13 kN/m to 1.40 £+ 0.43 kN/m, and for the
test group from 0.36 + 0.12 kN/m to 1.30 + 0.56 kN/m. The values of the test group are
slightly higher than the control group values up to the fourth loading cycle, almost equal in

the fifth loading cycle, and finally little bit lower in the last loading cycle.

The identified values of serial elastic modulus E, are very similar to those of serial elastic
coefficient E;. The identified data encompass the interval from 0.25 £+ 0.12 kN/m in the first
loading cycle to 1.28 £ 0.48 kN/m in the last loading cycle in the case of the control group
and from 0.23 + 0.12 kN/m to 1.18 = 0.64 kN/m in the case of the test group. The mean
values of the test group are higher than means of the control group in the second and third

loading cycle. This difference, however, is less than 0.05 kN/m up to the fourth loading cycle.

No significant difference (p>0.05) was found for elastic parameters between the two groups

of specimens, neither between the mean values, nor between the variances.

Test group serial viscous modulus 71 has higher values than that of the control group as
apparent from Table 1. Order of magnitude of viscous modulus #; lies between 10* and 10°
Ns/m. It is the only viscoelastic parameter determined with such strongly pronounced
dominance of one specimen group. The values range from 33.75 + 13.36 kNs/m to 159.99 +
48.48 kNs/m for the control group and from 44.08 + 15.19 kNs/m to 163.30 + 90.85 kNs/m
for the test group. No significant difference (p>0.05) was found between the mean values of
the two groups of specimens. Significant difference in variances was observed in the third,
fifth, and sixth loading cycle with p equal to 0.027, 0.042, and 0.004, respectively. Test group
standard deviation is more than 1.65 higher than control group standard deviation in these

three critical loading cycles.

As the equality of variances is one of the assumptions of the Student’s t-test, the relevance of
its results in the third, fifth, and sixth loading cycle may be compromised. Nevertheless, the
difference of the mean values expressed as percentage of the higher mean gives 23%, 25%,
27%, 14%, 19%, and 2%. It is obvious that the differences 27% in the third cycle and 19% in

the fifth cycle fall into reasonable limits. Note only 2% difference in means in the sixth




loading cycle. In this respect, the difference in means between the two groups remains

negligible.

Viscous modulus 7, of the test group has lower values than that of the control group and it has
values of order of magnitude 10° Ns/m. Identified values of the viscous modulus #,
encompass the interval from 1.63 + 0.79 kNs/m to 7.57 + 2.49 kNs/m in the control group and
from 1.74 £ 1.13 kNs/m to 5.84 £+ 3.56 kNs/m in the test group. As well as in the previous
cases, no significant difference (p>0.05) was found between the mean values of the two
groups of specimens. Significant difference (p=0.031) in variances was observed in the fourth
loading cycle. However, the difference between mean values in this loading cycle is

practically negligible.

In the present study, no significant difference between the control and testing group was
found in mean values of determined parameters suggesting that the tissue processing and
cryopreservation do not alter the tissue’s structural components that play crucial role in its
viscoelasticity. Tissue elasticity compensating mostly for the instantaneously applied load
may be attributed to collagenous tissue, more precisely to the anterior leaflet and especially to
the corresponding chordae tendineae. The viscous response corresponding to the relaxation of
the specimen would be dominant mostly in muscular tissue. Significant differences observed
in the variances of viscous parameters in certain loading cycles reflect a wider range of values
of the test group compared to the control group. This difference cannot be attributed to the
lack of a precondition phase since it would affect the control group as well. The difference
may be due to variability in the geometry of the papillary muscle that contributes to the
viscous response of the specimen and, so, to variability in its cross-section bearing the
mechanical load. A similar size and geometrical shape of papillary muscle of harvested mitral
allografts samples cannot be guaranteed since it depends on many factors including surgeon’s
judgment and experience. Moreover, attaching the muscle between the grips of the testing
device may considerably change the free size of the muscle tissue that is not squeezed
between the jaws and that participates on the viscous response to the applied load. Together
with relatively low number of specimens in testing group and different number of specimens
in each group, this factor may play a role in statistical analysis. Nonetheless, the results of the
present study are very encouraging as they show that the tissue processing and
cryopreservation do not alter significantly the overall viscoelastic behavior and mechanical

performance of the tissue.



8.4 CONCLUSION

Our study shows that current allograft heart valve tissue processing and cryopreservation
protocol could be applied on mitral allograft tissue as well. The mechanical properties of
cryopreserved MA tissue do not differ significantly from the quality of the native mitral valve
tissue in sheep model. On the basis of this experimental mechanical testing the standard

allograft heart valve bank protocol will be used even for MA processing for clinical purposes.
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