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Abstrakt

Aneuryzma abdomindlni aorty (AAA) je zavazné onemocnéni postihujici v rozvinutych zemich asi
3 % muzi nad 65 let. Za aneuryzma je u bfisni aorty povazovana dilatace vSech vrstev stény nad
3 cm. Vétsina AAA je malych a asymptomatickych, a ackoli riziko jejich ruptury roste s velikosti
aneuryzmatického vaku, praskaji i mala aneuryzmata. Mortalita ruptur se pohybuje kolem 70 %.
Operace je u asymptomatickych pacientli indikovadna u priméru AAA nad 5,5 cm. JelikoZ je
pramérnd rychlost rastu AAA 0,3 cm za rok, vznikd u casné¢ diagnostikovanych pacientl
nckolikalety interval pro farmakologické ovlivnéni progrese tohoto onemocnéni. Znalost
patogeneze je nezbytnd pro kazdou cilenou farmakoterapii. Zékladem naSich prospektivnich
nerandomizovanych studii je pouziti stereologickych metod pro histopatologicka hodnoceni vzorkt
AAA. Ziskana data pak umoziiuji statistické hodnoceni v¢etné testovani hypotéz.

Ve studii zaméfené na histopatologii vzorkd jsme u 65 pacienti s AAA (65 stén a 55
trombd) a 6 normdlnich bfiSnich aort od organovych darcii hodnotili tyto parametry: délkovou
hustotu elastinu, plosny podil elastinu a kolagenu v intim¢ a medii, ploSny podil aktinu, desminu
a vimentinu ve stejné referencni ploSe. V celé sténé jsme odhadovali pocet cévnich profild na
jednotku plochy, plosny podil granulocyti a makrofagh, dale plosny podil uPA, tPA a PAI-I.
V trombu jsme hodnotili ploSny podil granulocytl a makrofagi. S pomoci multiplexové
imunoanalyzy byly ve stejnych vzorcich i plazmé pacientli méfeny hladiny interleukint IL-6, -8,
-10, -12, matrix metaloproteindz MMP-1, -2, -7, ligandi ICAM-1, VCAM-1, E-selektinu, dale
rastovych faktort VEGF, EGF aproteini osteoprotegerinu a adiponektinu. Inhibitory
metaloproteinaz TIMP-1 a TIMP-2 byly méfeny metodou ELISA. Vysledky ukazaly, Ze normalni
aorta obsahuje vice elastinu, kontraktilnich elementl, mikrocév i PAI-1, aneuryzmatické vzorky
byly bohatsi na kolagen. Mikrovazalni hustota byla ve vzorcich AAA niz§i neZ u normalnich aort,
s velikosti aneuryzmatického ale rostla, velkd aneuryzmata (> 7 cm) se ukdzala jako nejvice
vaskularizovand. V jejich sténé byla soucasné zvysSena exprese IL-8 a VEGF. Stiedné velka AAA
(velikost 5-7 cm) obsahovala nejvice aktinu a vimentinu. Asymptomatickd aneuryzmata nesla
znamky vétSitho zanétu: méla vyssi plosny podil granulocytii i makrofagl, vykazovala znamky
zvySené fibrinolyzy. V trombu asymptomatickych pacienti byla zvySena exprese MMP-2
a VCAM-1. Trombus byl obecné méné zanétlivé infiltrovan nez pfilehld sténa, v trombu
velkych AAA (>7 cm) byla zvySena hladina VCAM-1 a ICAM-1. Vysledky nasi studie nepotvrdily
nékteré ze Siroce uznavanych principi patogeneze AAA — mnoZzstvi kolagenu, elastinu ani
zanétlivého infiltratu se s velikosti AAA neménilo. Prekvapivé jsou také vysledky analyzy
u asymptomatickych AAA — ty s ohledem na vétsi zanétlivy infiltrat a zvySenou fibrinolyzu ukazuji
vetsi potencidl progrese a podporuji tak vyznam skriningového vySetfeni u rizikové skupiny
populace. Nejvice vaskularizovana byla sténa normdlni aorty. Hustota vasa vasorum u vzorki AAA
rostla s velikosti, coz ukazuje na jejich vyznam v progresi tohoto cévniho onemocnéni.

Ve studii vlivu atorvastatinu na experimentdln¢ indukované aneuryzma u prasete jsme
hodnotili vzorky bfisnich aort u 14 statiny ovlivnénych, 13 neovlivnénych a 6 normalnich prasat
bez AAA. Aorta statinem ovlivnénych prasat obsahovala ve srovnani s nelééenou skupinou vice
elastinu, vice kontraktilnich elementli, méné¢ vimentinu. Také hustota cévnich profili byla vyssi
u statiny ovlivnéné skupiny, jejich distribuce v zevni vrstvé aorty. Atorvastatin zabranil vzniku
neointimy, zmirnil zbytnéni médie 1 rist aneuryzmatu. Zanétlivy infiltrat se se statinovou 1écbou
nezménil. Lze shrnout, ze nase vysledky prokazuji prevazné priznivé u€inky atorvastatinu na sténu
AAA, aorta zvifat ovlivnénych statiny vykazovala histologicky obraz cévni stény méné
destruované, stabiln¢jsi a blizs§i normalni aorté. Studie ukazuje také na histopatologické rozdily
mezi prase¢im experimentdlnim modelem a lidskymi AAA. Na rozdil od vzorkil lidskych AAA
byl u prasat s elastdzou indukovanym aneuryzmatem plosny podil kolagenu intimé a medii nizsi
nez u zdravych zvitat. PloSny podil granulocytt, makrofagii a hladkosvalovych bun¢k sekre¢niho
fenotypu byl naopak vys$i. V neposledni fadé jsme u praseCich aneuryzmat nezaznamenali
pfitomnost trombu, ten ale doprovazi vétSinu lidskych AAA. Ve shodé s lidskymi AAA byl



v intim¢ a medii elastdzou indukovanych prase¢nich aneuryzmat nizsi plosny podil elastinu, aktinu
a desminu, sténa lidskych i prase¢ich aneuryzmat byla mén¢ vaskularizovana.

Vysledky obou naSich studii dokladaji vyznam vasa vasorum pro progresi AAA.
V dizerta¢ni praci proto prekladam protokol k ptipravé korozivnich preparatii cévniho mikroteciste.
Mikro-CT skeny pak nabizeji moznost jejich 3D rekonstrukce, jednotlivé skeny mohou byt pfi
dodrzeni stereologickych principti pouzity i pro potieby kvantifikace.



Dissertation Abstract

Abdominalaortic aneurysm (AAA) is a serious disease. Its prevalence is in the developed countries
about 3%. As an aneurysm is considered a dilatation of all layers of a vessel wall over 3 cm.
Majority of AAA are small and asymptomatic, and although the risk of rupture increases with the
size of aneurysm sack, even the small aneurysms rupture. The rupture mortaliry ranges about 70 %.
Surgical treatment is indicated in the asymptomatic patients in diameter of AAA over 5 cm. The
average speed of growth of AAA is 0.3 cm per year, e.g. in the early diagnosed patients there is
a several years interval for a pharmacolocical influencing of the progression of this disease.
Knowledge of pathogenesis is essential for any targeted pharmacological treatment. Our
prospective, non-randomised studies are based on the application of the stereological methods for
the histopathological assessment of the AAA samples. The acquired data enable the statistical
analysis, including the null hypothesis testing.

In our study analyzing the histopathology of AAA aortae of 65 patients (65 walls and 55
thrombi) and 6 normal abdominal aortae from the organ donors we assessed the following
parameters: the area fractions of collagen and elastin, and the length density of elastin in intima and
media, the area fraction of actin, desmin and vimentin in the same reference space. In the intima,
media, and adventitia we estimated the number of microvessel profiles, the area fractions of
granulocytes and macrophages, area fraction of uPA, tPA and PAI-1. The mean area fractions of
macrophages and granulocytes were assessed in the thrombus. In thrombus and wall the levels of
interleukins IL-6, -8, and -10; matrix metalloproteinases MMP-1, -2, -7, and -9 were measured with
the use of the multiplex immunoanalysis. The tissue inhibitor of matrix metalloproteinases TIMP-1,
and -2 were measured in the same samples by ELISA. Comparing with the aneurysmatic aorta, the
normal aorta contained more elastin, more contractile elements, more microvessels and more PAI-
I-positive elements. AAA samples contained more collagen. Microvessel density was lower in
AAA samples than in normal aortae, it grew with the size of aneurysm, big AAAs (> 7 cm)
appeared to be the most vasculated. Asymptomatic AAAs had more abundant inflammatory
infiltrates, they showed the increased fibrinolysis. In thrombus of the asymptomatic patients,
expression of MMP-2 and VCAM-1 was increased. In general, thrombus was less inflammatory
infiltrated than the adjacent wall. In thrombus of big AAAs (diameter >7 cm) expression of VCAM-
-1 and ICAM-1 was increased. Results of our study did not comfirm some of the generally accepted
principles of AAA pathogenesis — the amount of collagen and elastin, also the inflammatory
infiltrate did not change with the AAA size. Our results show that asymptomatic AAA walls often
have more potentially deleterious histopathological alterations than symptomatic AAA walls. This
result indicates that a progression from an asymptomatic AAA to rupture can be expected and
screening patients who are at-risk for rupture could be beneficial. Normal aorta is the most
vasculated. Microvessel density grew with the size of AAA, which indicates its importance in the
progression of this disease.

In the study focused on the influence of atorvastatin on the experimental porcine AAA we
assessed samples of 14 AAA influenced by statin, non-statin AAA group (n=13) and 6 normal
abdominal aortae. Aortae of the statin group contained, comparing with the non-statin group, more
elastin, more contractile elements, less vimentin. Microvessesel density was higher in the statin
group, microvessels were predominantly found in the outer layer of aorta. Atorvastatin prevented
the thickening of intima and media and enlargement of AAA. Inflammatory infiltrate did not
change with the statin treatment. In conclusion, most of the effects of atorvastatin seem to prevent
the histopathological progression of AAA. Our study indicates also the differences between the
human and porcine experimental AAA histopathology. The area fraction of collagen in intima and
media was lower in porcine AAA than in healthy animals, on the other hand area fraction of
granulocytes, macrophages and smooth muscle cells of the synthetic phenotype was higher here.



We did not notice any presence of thrombus in the porcine experimental AAA, which is very
featuring for the human AAAs. Both in the human and in the porcine experimental AAA there was
a lower content of elastin, actin and desmin in intima and media, the wall of AAA was less
vasculated comparing with the healthy samples.

The results of both of our studies indicate the importance of vasa vasorum in AAA
progression. That is why the proceedings of corrosion microvascular casts are also being presented.
Micro-CT scans allow the 3D reconstruction, particular scans may be, under conditions stereology
principles, used for the needs of quantification.
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1 Seznam zkratek a symboli

A —plosny podil (area fraction, area per area)

AAA — aneuryzma abdominalni aorty

AQOD — aorto-okluzivni choroba (aorto-occlusive disease)

AS — ateroskleroza

ACE — angiotenzin konvertujici enzym

a-SM aktin-izoforma aktinu typicka pro myofibrily bun¢k hladké svaloviny

CD4, CD31, CD40, CD44, CD68 — povrchové molekuly leukocytl (cluster of
differentiation)

COL1A1, COL1A2 — gen kédujici al(2) fetézec kolagenu
cP — Centipoise, jednotka dynamické viskozity

CT — vypocetni tomografie (computed tomography)

EC — buiiky endotelu (endothelial cells)

ECM - mezibunécna hmota (extracelularni matrix)

EGF — epidermalni rstovy faktor (epidermal growth factor)

ELISA - imunologickd metoda vyuzivajici vazby enzymu na specifickou protilatku
(enzyme-linked immunosorbent assay)

f—relativni vzdalenost cévy od adventicie

FN — fibronektin

FACIT — nefibrilarni kolageny (fibril-associated collagens with interrupted triple helices)
GAG - glykosaminoglykany

GER - granularni (zrnité) endoplazmatické retikulum

H — receptor pro histamin

HA — hyaluronan

HAS — hyaluronan syntaza

HIF-1a — hypoxii indukovany transkripni faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1, alpha
subunit)

ICAM-1 — mezibunééna adhezivni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)
IL — interleukin
IMT — tloustka intimy a medie

INF-y — interferon gama
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IT — tloustka intimy

L — délkova hustota

KB — kmenové bunky

KOH - hydroxid draselny

LDL — nizkodenzitni lipoprotein (low density lipoprotein)

MASS — multicentrické studie skriningu AAA ve Velké Britanii (Multicentre Aneurysm
Screening Study)

MF — makrofag

MHC 1II — glykoproteiny na buiikdch prezentujicich antigen (major histocompatibility
complex)

mikro-CT — vysokorozliSovaci vypocetni tomografie (micro-computed tomography)

mikro-PET — vysokorozliSovaci pozitronovda emisni tomografie (micro-perfusion
tomography)

mikro-USG —vysokorozliSovaci ultrasonografie (micro-ultrasonography)
MMP — matrix metaloproteindza (matrix metalloproteinase)

mRNA — mediatorova ribonukleovéa kyselina

NO — oxid dusnaty

OMIM - databaze gent spojenych s patologiemi u clovéka (Online Mendelian Inheritance
in Man)

PAI-1 — inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 (plasminogen activator inhibitor-1)
PAP — plazmin-antiplazminové komplexy

PCR — polymeréazova feté¢zova reakce (polymerase chain reaction)

PDGF - destickovy riistovy faktor (platelet-derived growth factor)

Qa — mikrovazalni hustota (quantity per area, microvessel density)

RGD - sekvence oznacujici triplet aminokyselin argininu (R), glycinu (G) a aspartatu (D),
zajiStuje vazbu na integrin

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

RTG — rentgen, rentgenovy

SEM - rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microscope)
SLRP — na leucin bohaté malé proteoglykany (small leucin-rich proteoglycans)
SM myosin — myosin typicky pro hladkou svalovinu (smooth muscle myosin)
TCR — T-bunécny receptor (T-cell receptor)

TGF-B — transformujici rastovy faktor f (transforming growth factor )
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TIMP — tkanovy inhibitor metaloproteinaz (tissue inhibitor of metalloproteinases)
TNF-o — tumor nekrotizujici faktor o (tumor necrosis factor o)

tPA — tkanovy aktivator plazminogenu (tissue plasminogen activator)

UI — mérna jednotka pro mnozstvi €inné latky

uPA — urokinazovy aktivator plazminogenu (urinary plasminogen activator)
VCAM-1 — vaskularni adhezivni molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1)
VCI — vena cava inferior

VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
VSMC - bunka hladké svaloviny (vascular smooth muscle cell)

VV —vasa vasorum, cévy vyzivujici cévni sténu

VVE — vasa vasorum externa

VVI - vasa vasorum interna

vWF — von Willebrandtv faktor

xMAP technologie — technologie pro multiplexni molekularni analyzy

15



16



2 Uvod do problematiky

2.1 Aneuryzma abdominalni aorty

Aneuryzma (vydut) je ohranicené rozsifeni tepny zplisobené strukturdlnimi zménami jeji stény.
Obvykla klasifikace aneuryzmat vychazi z jejich etiologie, lokalizace a tvaru. Pfi¢iny vzniku jsou
spojené s degeneraci cévni stény (nejcastéji aterosklerézou, cystickou medionekrézou nebo
mykotickou embolii), cévni vydut muze vznikout ale i na zakladé¢ poranéni nebo vrozené
dispozice. Tepennd aneuryzmata se vyskytuji v celém arteridlnim stromu, extrakranialni vyduté
postihuji predilekéné infrarendlni aortu ajsou cCasto spojena s pokrocilou aterosklerotickou
degeneraci. RozliSujeme pravé aneuryzma, které¢ je definované jako permanentni, lokalizovana
dilatace vSech vrstev cévni stény se zvétSenim priméru na alespon 1,5 ndsobek normy, u bfisni
aorty diagnéze aneuryzmatu odpovida primér vétsi nez 3 cm. Zvlastni variantou pravého
aneuryzmatu postihujici asi 3—10 % pacientli s AAA je tzv. zanétlivé aneuryzma, které vznika
embolizaci bakteridlniho agens (Salmonella species, Staphylococcus aureus, Escherichia coli) do
vasa vasorum aorty. V tad¢ ptfipadld je vSak etiologie nejasnd a roli zde hraje pravdépodobné
1autoimunni a geneticka dispozice [Treska et al. 2005]. Pro histologicky nalez zanétlivého
aneuryzmatu je typické vyrazné ztluSténi cévni stény a masivni zanétlivy infiltrat s pfevahou
v adventicii. Nepravé, falesné aneuryzma (pulzujici hematom), je v podstaté hematom
opouzdieny adventicii a komunikujici s luminem cévy. Od ruptury AAA je nutno odlisit akutni
disekei, pfi niz nésledkem posSkozeni intimy pronika krev mezi vnitini a zevni vrstvu medie
s vytvofenim nepravého kanalu, falesného lumen. Tvarem je vétSina pravych aneuryzmat biiSni
aorty koncentricky vietenovitych (fuziformnich), tedy postihujicich cely obvod stény. Excentrické
(sakularni) formy jsou typické pro neprava aneuryzmata [Krajicek 2007].

AAA je velmi zavazné onemocnéni. VEtSina aneuryzmat je totiz asymptomatickych
aneziidka byva jejich prvnim ptfiznakem ruptura, kterou konci asi Ctvrtina neléCenych AAA
[Darling et al. 1977] a jejiz celkova mortalita se pohybuje kolem 70 % [Heikkinen et al. 2002,
obrazek 2.1].

Mortalita ruptur aneuryzmatu bfisni aorty

RAAA — 100 pacientt

g N

hospitalizace — 50 pacient0

N

operace — 47 pacientl

RN

30 dni po operaci - 39 pacientl

SN

preziva 24 pacienta
37 %

podle Jawien 2012

Obrazek 2.1 — Mortalita ruptur AAA, upraveno podle Jawien [2012]
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Rast AAA vSak neni linearni [Kurvers et al. 2004], vyvoj onemocnéni proto nelze
s jistotou predvidat. Protoze se riziko ruptury zvysuje s velikosti aneuryzmatu [Lederle et al.
2002], je snahou klinikii diagnostikovat onemocnéni v co nejcasnéjSim stadiu. Operacni zékrok je
bézn¢ indikovan u asymptomatickych aneuryzmat od velikosti 5,5 cm, kdy riziko ruptury
pievysuje riziko perioperaéni mortality [Sebesta 2007]. Vznika proto znacny prostor pro
farmakologické ovlivnéni ¢asné zachycenych AAA.

Vyzkumu etiopatogeneze [Michel et al. 2011] a s ni souvisejici cilené farmakologické
intervence byla v poslednich letech vénovéana velikd pozornost [Bergqvist 2011, Golledge et
Norman 2011]. Studium krokidi patogeneze AAA vychdzi bud’ ze zkouméni tkani pacientl
operovanych s pokrocilou aneuryzmatickou degeneraci nebo experimentalnich animalnich modelt.
Specificka etiologie AAA ziistava ale nejasnd. Obecné je akceptovano, Ze se na vzniku a ristu
AAA podileji rizikové faktory spolu s genovym polymorfismem imunoregulac¢nich gent,
patologickymi procesy vedoucimi k dilataci aorty jsou zanétliva reakce spolu s navazujici imunitni
odpovédi, degradace proteinii extracelularni matrix, biomechanicky stres a genetické vlivy
(obrazek 2.2). Detailni piehled a popis faktort patogeneze AAA je uveden v nasem pichledovém
¢lanku Eberlova et al. [2012].

Pravé AAA vznikd nejcastéji jako komplikace dilataéni formy ateroskler6zy. Nékteri
autofi na n¢ nahlizeji jako na specificky typ aterotrombozy [Michel et al. 2011], u které
progresivni degenerace vede k dilataci a ruptufe. Aneuryzmatickd degenerace zahrnuje n¢kolik
vzajemné propojenych procesit (obrazek 2.2-4): chronicky zanét spojeny s neovaskularizaci,
fragmentaci elastinu a jeho ndhradou kolagenem, dale ubytkem a fenotypovou modulaci bunék
hladké svaloviny v medii. Ve vétS§iné AAA je ptfitomen nasténny trombus [Harter et al. 1982], jeho
vliv na progresi AAA byl také intenzivné zkouman [Michel et al. 2011]. Zevrubny histologicky
popis AAA byl uveden jiz v pfedchozich publikacich z naSich pracovist [Tteska et al. 2002,
Eberlova et al. 2012]. Aplikace stereologickych metod vSak umoznila pfinést do této problematiky
novy vhled [Tonar 2007, Tonar et al. 2010, Eberlova et al. 2013, Houdek et al., pfijato k tiskul].

fragmentace elastinu o= destrukce médie

e \ = = . ." 1|
tunica media — 4 X .
: 1 y

pfiliv leukocytd -

burika hladke svaloviny
vlakna kolagenu a elastinu eni cytokinu a volnych uvelnéni protear

™ lymfocyt
makrofag
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Obrazek 2.3 — Asymtomatické aneuryzma biiSni aorty. Vlevo
intima s krystaly cholesterolu (CH), v medii patrna elastolyza, ubytek
hladké svaloviny, zmnozeni kolagenu, ptekrveni vasa vasorum (VV)
a hemorhagie ve sténé. Barveno Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym
trichromem modifikovanym podle Kocové [1970] — derné elastin,
hnédocervené hladka svalovina, modrozelené kolagen; métitko 200 um.

Obrazek 2.4 — Symptomatické aneuryzma bfiSni aorty. Prokrvacena
tunica media se zbytky elastickych lamel (E), lymfocytarni infiltrat (LY),
prekrveni vasa vasorum (VV), zmnoZeni kolagenu. Barveno
Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem modifikovanym
podle Kocové [1970]; métitko 200 um.
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2.2 Prevalence AAA

Epidemiologicky profil AAA doznava v poslednich letech zmén (Stather et al. 2013). Prevalence
AAA byla v minulém stoleti nejvyssi u muzi veéku nad 65 let, onemocnéni bylo diagnostikovano
v priméru u jednoho ze dvaceti muza této skupiny populace (odpovida prevalenci 5 %). Tento
poznatek zohlednovala i kritéria randomizace pacientii do studii, nasledn¢ se stala tato vékova
hranice prahovou v zemich, kde byl zaveden skrining — v USA [Lederle 2003], Kanad¢é [Mastracci
et China 2007], Australii [Lamont 2005], Velké Britanii [Darwood et al. 2012] a Svédsku
[Wanhainen et al. 2006]. Vysledky nékterych randomizovanych studii z 90. let minulého stoleti
uvadi tabulka 2.1:

Tabulka 2.1 — Vysledky epidemiologickych studii z pfelomu tisicileti podle Fleming et al. 2005
(MASS = Multicentre Aneurysm Screening Study)

Chichester Chichester

MASS zdpadni | " porgske (Velks (Velks
(Velka ‘s hrabstvi iz s cox s
Y Australie . Britanie) Britanie)
Britanie) (Dansko) v .
muzi Zeny
blikace Ashton et al. Norman etal. Lindholt et al. Scott et al. Scott et al.
pu 2002 2004 2002 1995 2002
vék 6574 65-83 65-73 65—-80 65—-80
pohlavi muzi muzi muZzi muZzi zeny
pocet, 27147 12 203 12 658 5934 9342
vySetrenych
preva:‘;“z;l 4,9 % 7.2 % 4,0 % 7,6 % 1,3 %

Tabulka 2.2 — Prevalence AAA podle nejnovéjsich epidemiologickych studii

Gloucester o , ,
Svédsko (Vellki ~ Jhozapadnt - Janov Severni
Briténie) ondyn (Italie) rsko
. Svensjo et al. Earnshaw Conway et Palombo et  Badger et al.
publikace 2011 2012 al. 2012 al. 2010 2011

pohlavi, vék  muzi>65let muzi>65let muzi > 65 let MUz TZenY - uzi > 65 let

> 65 let

pocet. 22187 100 000 4216 8 234 5931
vySetfenych

delks;u , 3 roky 15 mésict

sledovani neuvedena Gl frlerie) 2,5 roku cca 6 let

(roky) p i p y
prevalence .
AAA >3 em 2,2 % 1,7 % 1,6 % 6,2 %: 5,4 %
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Epidemiologické studie s daty sbiranymi do roku 2000 prokazovaly rostouci jak incidenci
[Eickhoff 1993], tak 1 mortalitu tohoto onemocnéni [Filipovic et al. 2005]. Tento trend byl
vysvétlovan starnutim populace spolu se zvySenou dostupnosti stale dokonalejSich zobrazovacich
metod. Vysledky nejnovéjsich epidemiologickych studii ukazuje tabulka 2.2, ve vSech byl nejvyssi
vyskyt malych AAA (prumér < 4 cm). Vystupy ukazuji, ze v zemich se zavedenym skriningem
doSlo ke sniZeni prevalence, ale i mortality tohoto onemocnéni [Svensjo et al. 2011]. Nové
vyvstala potfeba standardizace métfeni aneuryzmatu [Long et al. 2012], jako i opakovaného
sonografického vySetfeni u pacientli s primérem aorty mezi 25-29 mm [Hafez et al. 2008].

Vysledky epidemiologickych studii ukazuji, Ze prevalence i incidence AAA jsou populacné
specifick¢é a dynamické nejen v disledku ménicich se demografickych parametrt, ale imiry
expozice rizikovym faktorim [Svensjo et al. 2011, Stather et al. 2013]. Kritéria skriningu AAA by
proto méla byt piizpiisobena na danou populaci.

2.3 Nékteré faktory etiopatogeneze AAA

Jak jiZ bylo uvedeno, aneuryzmaticka dilatace vznika nejcastéji v ateroskleroticky degenerované
btisni aorté. I s ohledem na design nasi studie [Eberlova et al. 2013] se v nasledujici ¢asti budu
vénovat prave zanétu, ateroskleroze a vlivu trombu na AAA.

2.3.1 Trombus a AAA

Nésténny trombus je typickou strukturou velkych aneuryzmat, ale nachézi se i v aneuryzmatech
malych [Faggioli et al. 1994]. Je to porézni, organizovana struktura obvykle s lamelarni stavbou
[Adolph et al. 1997]. Biologicky nejaktivnéjsi je luminalni, fibrinov4 vrstva trombu, ve které se
v dusledku aktivace desti¢ek a trombinu tvofi fibrin, vlivem hemaglutinace erytrocytli se uvoliuje
hemoglobin. Tato vrstva je bohatd na slozky fibrinolytického systému [Houard et al. 2007], jsou
zde vychytdvany zejména neutrofilni leukocyty, které jsou zdrojem protedz [Fontaine et al. 2002]
a cytokinii [Houard et al. 2009]. Luminalni vrstva kryje stiedni, na krevni elementy chudou
vrstvu. Vrstva abluminalni je v pfimém kontaktu se zeslabenou aortalni sténou, ve které byly
prokézany znamky fibrino — i proteolyzy. Protoze plazminogen byl detekovan pouze ve trombu
a naopak plazmin pouze v naléhajici sténé, je pfedpoklad, ze trombus je vyznamnym zdrojem
proteaz [Fontaine et al. 2002]. Tuto hypotézu potvrzuji i jiné studie, podil trombu na dilataci cévni
stény byl prokazan iv jinych typech aneuryzmat [Frosen et al. 2004]. Ve ztencené sténé pod
trombem byla prokdzdna vyraznéj$i elastolyza, ubytek bunc¢k hladké svaloviny a vyraznéjsi
zanétlivy infiltrat [Kazi et al. 2003].

Vyvoj AAA je spojen také se zménami napéti aortalni stény. To je ovlivnéno mnoha
faktory, je vystupem dynamickych interakci mezi proudénim krve a mechanikou stény. Napéti
stény lze odvodit z Laplaceova zakona, ktery vyjadiuje jeho zéavislost na transmuralnim tlaku,
poloméru cévy a tloust'ce jeji stény. Pro valcovity utvar reprezentujici cévu ma tvar:

c=(Pxnn,

kde o je napéti stény, P je transmuralni tlakova diference, 7 je vnitini polomér cévy a ¢ je tloustka
stény.

Z uvedené¢ho lze odvodit i protektivni ulohu pfitomnosti intraluminalniho trombu.
Trombus zmenSuje vnitini polomér cévy, ztlust'uje aortalni sténu, a tak snizuje jeji napéti.

21



2.3.2 Ateroskleroza a AAA

Ateroskleroza (AS) je z patologického hlediska povazovéna za zvlastni typ arteritidy nejasné
etiologie, v jejiz patogenezi se uplatiuji mechanizmy nespecifického zanétu.

Za prvotni je povazovano idiopatické poskozeni endotelu, za agens byly zvazovany nékteré
mikroorganismy (napt. Chlamydia pneumoniae), homocystein, koufeni cigaret nebo
hemodynamické vlivy. Nasledné zvysSend permeabilita cévni stény umoziiuje zvySené pronikani
nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL) do intimy. Lipidovd slozka LDL podléhd oxidaci (ta je
potencovana koufenim), proteinova pak glykosylaci (potencovana hyperglykémii). Na zménény
LDL reaguji endotelie expresi adhezivnich molekul, které usnadnuji vcestovani makrofagi
a T-lymfocytd do cévni stény, asekreci cytokinl, které stimuluji diferenciaci monocyti na
makrofagy. Na jejich povrchu se aktivuji receptory pro oxidovany LDL, jehoz fagocytdzou
vznikaji z makrofagi nebo VSMC pénové bunky (lipofagy). Kumulaci lipofagii vznikaji lipoidni
prouzky. Makrofagy aktivuji T-lymfocyty, jejichz cytokiny potencuji zanét i proliferaci a migraci
VSMC. Ty na povrchu vznikajiciho platu syntetizuji kolagen a proteoglykany za vzniku fibrotické
Cepicky. Nestabilita a exulcerace platu je vyvolana exacerbaci zanétu spojeného s apoptdzou
makrofagi a bun€k hladké svaloviny (VSMC) a uvolnénim mediatord, které naruSi pevnost
kolagennich vlaken. Pfi styku vzniklého debris (ateromové kase) s krvi vznikd trombus. Starsi
ateromové platy mohou podléhat dystrofické kalcifikaci.

Tabulka 2.3 — Piehled rizikovych faktori aterosklerdzy, vzniku a progrese AAA podle
Schoen 2005, Choke et al. 2005

ateroskleroza vznik AAA ruptura AAA
hyperlipidémie
(hypercholesterolémie, zvySena pozitivni RA pozitivni RA
hladina LDL)
Y pramér,
hypertenze koufeni cigaret el B AAA

kouteni cigaret muzské pohlavi kouteni cigaret

diabetes mellitus muzi > 65 let zenské pohlavi

riziko vzniku AS se u muzii a zen
po 55. roce véku vyrovnava hypertenze hypertenze
(mizi protektivni vliv estrogentl)

hyperhomocysteinémie CHOPN CHOPN

hyperlipidémie

AAA se vyviji jako komplikace dilatacni formy aterosklerdzy. Aneuryzmaticka sténa muize

muize vykazovat vSechny typy aterosklerotické degenerace [Stary 2000, Tonar et al. 2007].

Rizikové faktory vyvoje a progrese AAA se srizikovymi faktory AS shoduji jen cCastecné
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(tabulka 2.3). U AAA byl napt. prokazan protektivni t¢inek diabetu, a to nejspis diky zvySené
glykaci proteinii extraceluldrni hmoty (ECM), které jsou odolngjsi vii¢i proteolyze [Norman et al.
2007, Lederle 2012]. Zvysené riziko progese a ruptury bylo prokdzano u zen [Sweeting et al.
2012]. Také zanétlivy infiltrat u AS ve srovnani s AAA vykazuje rozdily. Zatimco u aterosklerozy

rrrrr

obvykle transmuralni, s pfevahou v medii a adventicii [Koch et al. 1990].

2.3.3 Zanét a AAA

Vyznaénym histologickym rysem stény AAA jsou zndmky chronického zanétu — piitomnost
extenzivni transmuralni infiltrace s prevahou lymfocytii a makrofagti [Koch et al. 1990, Tieska et
al. 2002], obrazek 2.2, 2.4.

Za chronicky zanét oznacujeme zanét s vleklym pribéhem v tadech tydnii nebo mésict.
Chronicky zanét miZe nasedat na zanét akutni, Casto vSak probihd plizivé a asymptomaticky.
Pri¢ina chronického zanétu u AAA zatim neni znama, byl zkouméan vliv Chlamydia pneumonie
[Tambiah et al. 2001] nebo autoimunni reakce [Gregory 1996]. Ve stén¢ AAA byl prokazan
chemotakticky ucinek produkti vzniklych degradaci elastinu a jinych struktur mezibunééné hmoty
[Hance et al. 2002]. Makrofagy prezentuji antigen T-lymfocytim, zarovenn produkuji cytokiny
podporujici jejich stimulaci (napt. IL-6, -12). Také aktivované T-lymfocyty produkuji cytokiny,
znich hlavnim stimuldtorem makrofagi je INF-y, TNF pusobi chemotakticky. Z aktivovanych
B-lymfocytii se vyvijeji plazmatické buiiky. Dlouhodoby chronicky zanét s kumulaci lymfocyta,
antigenprezentujicich bunék a bunék plazmatickych mtze vést k vytvoreni az lymfoidnich struktur
typu lymfatickych uzlikd. Nasleduje destrukce tkané zanétlivymi builkami a reparace spojend
s angiogenezi a fibrézou [Tteska et al. 2002]. Piehled nékterych cytokinii zkoumanych ve vztahu
k AAA ukazuje tabulka 2.4:

Tabulka 2.4 — Piehled nékterych cytokini zkoumanych ve vztahu k AAA
[Eberlova et al. 2012]

cytokin publikované nalezy (citace)

zvySené hladiny IL-6 byly prokdzany v AAA stén¢ a korelovaly s hladinami
IL-6 v plazmé [Dawson et al. 2006]; plazmatické hladiny korelovaly s primérem
AAA [Rohde et al. 1999]

hladina IL-12 mRNA nebyla ve tkani pacientii s AAA vyss$i ve srovnani se

IL-12 vzorky pacientl s aorto-okluzivni chorobou (AOD) [Davis et al. 2001]

TNF-a signifikantné vyssi [Juvonen et al. 1997] a plazmatické hladiny u pacientii s AAA
[Tteska et al. 2000]

INF-y signifikantné vys$i sérové hladiny u Zen s AAA [Juvonen et al. 1997]

Imunitni bunky jsou spolu s VSMC a fibroblasty zdrojem nejen cytokinl, ale
1 endopeptiddz. Ty stimuluji zanétlivou reakcei, $té€pi proteiny ECM a podporuji neovaskularizaci.
NejvyznamnéjSimi protedzami s elastolytickym tc¢inkem jsou metaloproteinazy MMP-2, -9, -12,
katepsiny a neutrofilni elastdza. Chymaza ptsobi VSMC apoptézu, MMP-1, -3, -8, -13 jsou
nejvyznamnéjSimi kolagendzami a podporuji progresi AAA [Choke et al. 2005, Rizas et al. 2009].
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Aktivita metaloproteindz je regulovana v nékolika stupnich: transkripci a translaci neaktivnich
prekurzorii, naslednou aktivacni proteolyzou a interakci s jejich inhibitory (TIMP). Aktivitu
metaloproteinaz vyznamné ovliviuje také fibrinolyticky systém [Lijnen et al. 2001]. Piehled
nckterych nékterych matrix metaloproteindz a jejich inhibitort zkoumanych ve vztahu k AAA
ukazuje tabulka 2.5.

Tabulka 2.5 — Matrix-degradujici enzymy a jejich inhibitory exprimované v aneuryzmatické
tkani

publikované nalezy (citace)

zvySena hladina MMP-1 a mRNA ve srovnani se zdravou aortou
MMP-1, -3 [Irizarry et al. 1993]; zvySena MMP-1 a -3 imunoreaktivita u pacienti
s aortookluzivni chorobou (AOD) a AAA [Knox et al. 1997]
zvySena hladina MMP-2 a mRNA u AAA ve srovnani s normalni aortou a AOD
[Davis et al. 1998]; zvysSena produkce MMP-2 ve VSMC tkanovych kultur
MMP-2 pacientii s AAA [Crowther et al. 2000]; zvySend MMP-2 imunoreaktivita
u pacienti s AOD a AAA [Knox et al. 1997]; MMP-2 a -9 zvySena
u hypoxickych VSMC z AAA [Erdozain et al. 2011]
exprese MMP-7 nebyla prokézéna v Zadném z aortalnich vzorki, v¢. aneuryzmat
MMP-7 [Elmore et al. 1998]; MMP-7 prokdzana pouze ve stén¢ AAA, ne trombu
[Fontaine et al. 2002]
hladiny MMP-9 ve stén¢ AAA vyznamné vyssi neZ u AOD nebo normélni aorty
MMP-9 [Thompson et al. 1995]; zvySena exprese MMP-9 (mRNA a proteinu) ve sténé
AOD a AAA [Davis et al. 1998]
zvySené mnozstvi MMP-13 ve sténé AAA, imunopozitivita a MMP-13 m-RNA

MMP-13 ve VSMC [Mao et al. 1999]
zvySeny pomér (MMP-1 a -9) a inhibitord (TIMP-1 a 2) mRNA v AAA vs. norm.
TIMP aorta (MMP/TIMP ratio) [Tamarina et al. 1997]; nizsi hladiny TIMP-2 a PAI-1

mRNA v AAA nez AOD aortach [Defawe et al. 2003]; TIMP-2 mRNA vyssi ve
tkani AAA [Elmore et al. 1998]

Aktivita metaloproteindz je vyznamné ovlivilovana fibrinolytickym  systémem.
Fibrinolyticky systém je funkénim protipolem koagulacnich kaskad. Bé&hem fyziologické
fibrinolyzy dochézi ke konverzi plazminogenu na plazmin piisobenim aktivatori plazminogenu.
Tento proces je regulovan aktivatory a inhibitory plazminogenu. Tkanovy aktivator plazminogenu
(tPA) zajistuje proteolyzu v krvi, typ urokinazovy (uPA) pak ve tkani. Hlavnim inhibitorem
aktivator plazminogenu je inhibitor typu 1 (PAI-1). Plazmin $tépi fibrin, je ale schopen S$tépit
1 struktury ECM, a to bud’ pfimo nebo aktivaci metaloproteinaz i jinych endopeptidaz [Lijnen et al.
2001, Carmeliet et al. 1997]. Poté, co se plazmin dostane do cirkulace, je okamzité inaktivovan
antiplazminem za vzniku plazmin-antiplazminovych (PAP) komplexi. Plazmatické hladiny PAP
a tPA byly prokdzany jako statisticky signifikantni markery expanze AAA [Lindholt et al. 2001,
Lindholt 2006]. Ktizkova et al. 2009 popsala korelaci mezi ploSnym podilem PAI-1 pozitivnich
elementil stény a klinickou klasifikaci AAA — mnozstvi PAI-1 pozitivnich elementd bylo nejvyssi
u asymptomatickych AAA, nejnizsi u ruptur.
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2.4 Vasa vasorum a angiogeneze

Funkce a novotvorba vasa vasorum v patologii cév byla a je intenzivné zkoumana
[Mulligan-Kehoe 2010]. S ohledem na piekvapivé vysledky naSich studii [Eberlova et al. 2013,
Houdek et al., pfijato k tisku] vénuji tématice vasa vasorum a novotvorbé cév samostatnou
kapitolu.

Vasa vasorum (VV) tvofi mikrofeCiSté sestavajici z tepenné, kapilarni a zilni casti
[Lowenberg et Shumacker 1948]. Funkci vasa vasorum je zasobovat kyslikem a zivinami zevni
vrstvu cévni stény, ktera u vétSich cév nemlize byt zasobena prostou difuzi. Hustota a hloubka
penetrace vasa vasorum je tak zavisla na tlouStce cévy i oxygenaci krve, kterd cévou proudi.
U zdravé aorty se VV objevuji od tloustky stény 0,5 mm, v aorté dospélych savcti od 29. lamelarni
jednotky [Wolinsky et Glagov 1967]. U zdravych cév vétSina vasa vasorum, vasa vasorum
externa (VVE), odstupuje z periadventicialnich tepen [Gdssl et al. 2003, Kachlik et al. 2003].
Vasa vasorum interna (VVI) byla pozorovana u koronarnich tepen prasete v mistech s nizsi
denzitou VVE [Gossl et al. 2003] nebo u intimalni hyperplazie [Kumamoto et al. 1995]. Vasa
vasorum tepen jsou drenovana do doprovodnych zil [Gossl et al. 2003], vasa vasorum Zilni stény
do pritok kmenové Zzily [Kachlik et al. 2003].

Architektonika vétveni VVE je obdobnd jako u béZzného tepenného teciste [Gossl et al.
2003, Zamir 1999]. Velka tepenna VV jsou doprovdzena casto zdvojenymi venoéznimi VV
[Lowenberg et Shumacker 1948]. RozliSujeme VV prvého fadu, kterd odstupuji z hlavniho kmene
abézi obvykle podél cévy, kterou zéasobuji. VV druhého fadu jsou perifernimi vétvemi
mikrovaskularniho stromu a bézi obvykle cirkuldrné [Lametschwandtner et al. 2004].
Architektonika vétveni VV se ale mlize s patologii cévni stény ménit [Bayer et al. 2002]. Ve sténé
VV byly prokazéany cirkuldrné orientované bunky hladké svaloviny [Scotland et al. 2000], které
mohou svym napétim pratok krve cévni sténou regulovat.

Pro ptehledné zobrazeni vasa vasorum lze pouzit nastiik cernou tusi [Kachlik et al. 2003,
Kachlik et Hoch 2009], detailni hodnoceni jejich prostorového usporadani jakoz i moznost
kvantifikace v 3D obrazu nabizeji mikrokorozivni preparaty v kombinaci s rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) [Bayer et al. 2002, Lametschwandtner et al. 2004] nebo mikro-CT [G0ssl et al.
2003]. O této metodice pojednava kapitola 6.3.

V novotvorbé cév je nutné rozliSovat dva procesy: 1. ZaloZeni embryonalniho cévniho
stromu, tzv. vaskulogenezi, kdy primarni cévni pletenn vznikd splynutim krevnich ostravkua
tvofenych angioblasty (obrazek 2.5). 2. Nasledna angiogeneze vychazi z raseni slepé konéicich
cév z jiz vytvoreného cévniho stromu [Folkman 1997, Risau 1997].

Vaskulogeneze je ve zdravém organismu vysadnim procesem c¢asné embryogeneze,
kardiovaskularni systém je prvnim zaloZzenym orgédnovym systémem. Tésn€ po zahéjeni srdecni
pulzace (21. den) se vaskularni systém zacind vyznamné meénit a diferencovat. Ackoli proces
diferenciace neni zatim plné objasnén, ptfedpoklada se veliky vyznam hemodynamickych sil.
Ukonceni proudéni krve znamena regresi cévy, zatimco zvyseni tlaku a smykového napéti vede
k lokélnimu dopliiovani VSMC a diferenciaci kapilary v artérii nebo vénu [Bushmann et Schaper
1999].

Angiogeneze je proces tvoieny nckolika kroky: endotelidlni proliferaci a migraci,
extracelularni proteolyzou a vaskuldrni remodelaci. Postnatdlné dochazi ve zdravé tkani
k angiogenezi jen vzacné, napt. v ramci menstruacniho cyklu. Endotelidlni proliferace a migrace je
ale jen kratkodoba a cévy rychle mizi. Angiogeneze doprovazi i reparacni procesy, zanét nebo
solidni tumory. Pfi angiogenezi stimulované hypoxii dochazi ke zvyseni exprese endotelidlnich
mitogent, jako napf. endotelidlniho ristového faktoru (VEGF) nebo regulatoru jeho transkripce —
hypoxii indukovaného faktoru HIF-1a [Bayer et al. 2002, Egginton 2009]. Vznikly oxid dusnaty
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dilatuje cévni sténu, kterd i pod vlivem VEGF zvySuje svou premeabilitu. Bylo prokazano, ze se
endotelové buniky (EC) déli jen za ur€itych prostorovych podminek, pro u€inek ristovych faktord,
cytokini a hormonti na buiiku endotelu jsou dilezité i mechanické sily. Nerozpustné molekuly,
napf. kolagen nebo fibronektin, se jako struktury ECM vazi na receptory a integriny membrany
endotelu. Tlakové zmény zplisobuji pfenosem pies cytoskelet deformaci jadra, jejimz vystupem je
genova exprese a syntéza DNA [Ingber 1990]. Sekreci a aktivaci metaloproteinaz (nebo supresi
sekcere jejich inhibitortt) se rozpousti ECM, vlivem VEGF a jinych mitogenti extracelularni
matrix EC proliferuji, interakci ligandl a integrinii pak vycestovavaji. Novotvofené cévy jsou
trubice z endotelu s deficitni lamina basalis. Maji proto zvySenou propustnost [Zhang et al. 1993],
mohou byt fragilni stejné¢ jako selhdvat v adaptaci na chemické nebo mechanické podnéty
[Bushmann et Schaper 1999]. S dozravanim cévy se dotvafi bazalni lamina a kotvi fidce se
vyskytujici pericyty, u vétsich cév se ptidavaji buniky hladké svaloviny. Ze spolecného prekurzoru
se pod vlivem VEGF diferencuji EC, stimulaci destickového rtstového faktoru PDGF (platelet-
-derived growth factor) pak buiikky muralni (obrazek 2.5). U prenatdlni vaskulogeneze pochézeji
EC zangioblastl, muralni bunky se diferencuji zrtznych zdroji, vcetné embryonalniho
mezenchymu. V dospélosti se muralni buitky mohou diferencovat z bunék kostni dfené nebo jejiho
stromatu, fibroblasty mohou ptfechazet do myofibroblasti v reakci na biochemické nebo
mechanické podnéty. Z nich se mohou vytvofit jak pericyty, tak i buniky hladké svaloviny. EC se
pri angiogenezi diferencuji z bunék kostni dien¢, migraci a proliferaci EC stavajicich nebo jejich
endotelidlnich prekurzor [Hungerford et Little 1999, Sartore et al. 2001].

VASKULOGENEZE

angioblasty

VEGF endotelové buriky

spole¢ny prekurzor transdiferenciace

muralni buriky
PDGF (VSMC, pericyty)

t

buriky mesenchymové
buriky neuralni listy

ANGIOGENEZE

kostni dren
endotelové prekurzorové
buriky

y

endotelové buriky

muralni buriky
(VSMC, pericyty)

1‘

kostni dferi (stroma)
myofibroblasty
fibroblasty

podle Jain 2003

Obrazek 2.5 — Piehled prekurzorti bun¢k cévni stény

Morfologii novotvofenych cév shrnuli Christofferson et Nilson [1992], ktefi pro sva
zkoumani pouzili metodiku mikrokorozivnich preparatii a rastrovaci elektronové mikroskopie.
Morfologii angiogeneze popsali v péti krocich: 1. Nej€astéji z konvexity mateiské kapilary nebo
malé venuly vybiha smérem kangiogennimu stimulu prstovit¢ zakonCend céva.
2. Dochézi k prodluzovani nové zalozenych cév, 3. jejich splynuti 4. diferenciaci nového,
funkéniho kapilarniho fecisté. Se zanikem angiogennich stimuld novotvotené cévy regreduji. Nové
metody vhodné pro zobrazeni angiogeneze jsou odvozené od zobrazovacich metod bézné
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pouzivanych v lékafstvi, miizeme je rozdélit na strukturdlni (mikro-CT) a funkéni (mikro-PET
a mikro-USG). Nejnov¢jsi technologie umoziiuji jejich kombinaci a vytvofeni multimodalniho
obrazu s moznosti soucasné diferenciace jak tvaru, tak ibiologickych procesti zobrazenych
struktur. Jejich pouziti bylo testovano na malych animalnich modelech [Zagorchev et Mulligan-
-Kehoe 2009]. Jako velmi nadéjnd se jevi pozitronova emisni mikrotomografie (mikro-PET)
s radiofarmakem navdzanym na protilatky proti angiogennim ristovym faktorim nebo integrinim
spojenym s angiogenezi [Delbaldo et al. 2008]. Pro rozliSeni zralé od nezral¢ cévy, tzv.
vaskularniho fenotypu, dosud nebyl v histopatologii nalezen jednozna¢ny marker, coz souvisi
s velmi slozitou molekularni regulaci diferenciace cévy [Jain 2003].

Je otazkou, jak angiogenezi v cévni sténé interpretovat. VVE a adventicie hraji v udrzeni
integrity cévni stény kliovou roli, ta byla zkoumana zejména v souvislosti s aterosklerdézou
[Ritman et Lerman 2007]. Hypoxie zplsobena okluzi vasa vasorum vede k aterosklerotickym
zménam cévni stény [Nakata et al. 1977] a hraje roli i v indukci experimentalniho aneuryzmatu
[Molacek et al. 2009]. Nova VV jsou zdrojem kysliku, hormonii a rtistovych faktord, snizuji
pfitomnost volnych kyslikovych radikald a lze u nich ptedpokladat ateroprotektivni ucinek
[Mulligan-Kehoe 2010]. Na druhou stranu je zmnozeni VV spojeno i s progresi AS [Moreno et al.
2004], kdy jsou zejména novotvofené cévy intimy spojeny s nestabilitou AS platu [Kumamoto et
al. 1995, Moreno et al. 2004].

2.4.1Vasa vasorum a angiogeneze ve sténé normalni a aneuryzmatické aorty

Morfologie vasa vasorum aorty byla studovana jiz v poloviné 60. let minulého stoleti. Clarke ve
své mikroradiografické studii z roku 1965 sledoval vasa vasorum u normalni ascendentni lidské
aorty [Clarke 1965a] a popisuje jejich prostup az do vnitini tfetiny medie (bylo zkoumano 50 aort
vékového rozmezi 15-80 let). Wolinsky et Glagov [1967] v rozsahlé studii srovnavajici distribuci
vasa vasorum aort u 12 druhti savcl popisuji maximalnich 29 + 2,5 avaskularnich lamelarnich
jednotek. Navic vyslovuji hypotézu, Ze lamely pfibyvaji pravé z vaskularizovanych zoén. VV
hrudni aorty odstupuji z interkostalnich tepen, v abdominalnim segmentu ztepen lumbalnich
a mesenterickych, byly popsany jejich mnohocCetné anastomézy s periaortalni tkani vcetné
okolnich svalii [Nakata et al. 1977]. Hustota vasa vasorum i hloubka jejich prostupu sténou aorty
se s vékem méni [Clarke 1965b], u normalni aorty dospélého ¢loveka dosahuji do zevni tietiny
medie [Grabenwdger et al. 1998].

Neovaskularizace hraje v progresi AAA nejspi§ zdsadni roli. Jeji az patnactinasobné
zvySeni ve srovndni s normalni aortou prokézal Holmes et al. [1995]. Jin4 studie prokazuje
zvySenou angiogenezi na okraji ruptury [Choke et al. 2006], novotvorba vasa vasorum
pokracuje i u pokrocilych AAA [Paik et al. 2004]. ZvySena neovaskularizace koreluje se stupném
s progresi onemocnéni: velkd aneuryzmata (> 7 cm) byla nejvice vaskularizovand, ve sténach
AAA stejné skupiny pacientti byla 1 signifikantné vyssi exprese VEGF [Eberlova et al. 2013].

Angiogeneze byla ve sténé¢ AAA prokazovana imunohistopozitivitou o, integrint [Paik et
al. 2004, Choke et al. 2006] nebo lektini [Holmes et al. 1995]. My jsme se novotvofené cévy
pilotné¢ pokousSeli prokazat imunohistochemicky endotelialni nestin pozitivitou. Nestin je jako
protein stfednich (intermedidrnich) filament typu VI. exprimovan zejména buiikami nervové tkane,
byl ale zkouman 1 jako marker angiogeneze [Mokry et al. 2008, Suzuki et al. 2010]. Ve vzorcich
AAA byla jeho pozitivita bunécné nespecificka a nestin se jako marker angiogeneze v tomto druhu
tkadn¢€ neukazal jako vhodny.
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3 Stavba normalni aorty

K popisu a zkouméni patologickych zmén stejné jako pochopeni patogeneze jakéhokoli
onemocnéni je nezbytna znalost stavby normalni, zdravé tkané. Kromé stavby normalni aorty
vénuji v této kapitole pozornost také strukturdm a procestiim, které byly v souvislosti
s aneuryzmatem biiSni aorty zkoumany.

3.1 Obecna stavba aorty

Aorta je tepna elastického typu, jeji vrstvy odpovidaji obecné stavbé tepny: tunica intima, tunica
media a tunica adventitia (obrazek 3.1).

Tunica intima je u lidské aorty silna 80—140 um, je tvofena jednou vrstvou endotelovych
bunék a s vékem naristajici vrstvou subendotelovou. Endotelové buniky jsou kotveny v lamina
basalis a jsou mezi sebou spojeny spoji typu zonula occludens nebo nexus (tight a gap junctions).
V cytoplazmé endotelu se nachazeji Weibel-Paladeho téliska obsahujici von Willebrandiiv faktor
(koagulacni faktor VIII). Ten je spolu s transmembranovymi proteiny CD 31 a CD 34 pouzivan
k imunohistochemické detekci endotelovych bunck. Jemné kolagenni fibrily a elastickd vldkna
subendotelu maji pfevazné podélnou orientaci, z bunék zde nachazime bunky hladké svaloviny,
piipadné makrofagy. Membrana elastica interna je tvofena fenestrovanou vrstvou elastinu, ktera
v mikroskopickém obraze splyva s elastickymi membranami medie.

Tunica media je nejsiln¢jSi Casti aortdlni stény, u dospélého cloveéka se jeji tloustka
v bfisni ¢asti pohybuje mezi 500-700 um. Stavba medie je pfizpisobena velikym mechanickym
narokim a ma vyrazné lamelarni strukturu, hlavnimi strukturami jsou rozvétvené fenestrované
elastické membrany a buinky hladké svaloviny. Na pficném fezu se stfidaji lamely elastinu
s interlamelarnim prostorem. Elastickd lamela se sousednim interlameldrnim prostorem pak tvofi
lamelarni jednotku [Wolinsky et Glagov 1964]. Aorta dospélého ¢Elovéka obsahuje 40-70
lamelarnich jednotek o tloust'ce asi 15 pm. Do koncentrickych, fenestrovanych blanek (membran)
se upinaji buiiky hladké svaloviny. Strukturou interlameldrniho prostoru se ve své studii podrobné
vénuje Dingemans et al. [2000]. Buiky hladké svaloviny jsou obklopeny vrstvou bohatou na
fibronektin, kterd pfipomind laminu basalis. Kolagenni vldkna jsou tvofena kolagenem typu I, III
a 'V, jejich svazky naléhaji na elastické lamely a maji zhruba cirkuldrni orientaci. Interlamelarni
prostory tvofi asi 50 % tloustky stény aorty. Elastin tu tvofi pruhy, které vybihaji ze sousednich
elastickych lamel a zabihaji do zdhybli plazmalemy bunék hladké svaloviny. K elastickym
lamelam jsou VSMC poutany i1 oxytalanovymi vlakny pozitivnimi na fibrilin a kolagen typu IV.
Struktury bazalni laminy (kolagen IV a heparan sulfat) zde vytvareji vloCkovité kondenzaty, dale
byla prokazana ptitomnost lamininu, dermatan a chondroitin sulfatu. Zevni tfetinu medie penetruji
adventicialni vasa vasorum [Grabenwoger et al. 1998]. Nejzevnéjsi elastickd lamela, lamina
elastica externa, odd¢luje medii od adventicie.

Tunica adventitia je silnd 200500 pm. Silna vladkna kolagenu typu I a vlakna elasticka tu
maji spise longitudindlni uspofadani. Tunica adventitia dale obsahuje fibroblasty, makrofagy, vasa
vasorum, zacinaji zde lymfatické kapilary. Adventicie aorty obsahuje také nervy z autonomni
pleten¢ plexus aorticus abdominalis, do které vstupuji nn. splanchnici (major, minor, imus et
lumbales), n. vagus a rr. vasculares z bederniho sympatiku (L1-3). Aortalni autonomni pleteii je
tedy smiSend a obsahuje vlakna sympaticka, parasympatickd i viscerosenzitivni [Cihdk 2004].
Dilatace bfi$ni aorty ale casto probiha zcela skryté, na obrazku 3.2 jsou patrné nervi vasorum ve
stén¢ aneuryzmatické aorty. Je otazkou, zda je piipadna symptomatika AAA spojena se
zmnozenim senzitivnich nervii ve stén¢ aorty, v nasi studii [Eberlova et al. 2013] jsme tento
parametr nehodnotili (publikovano se svolenim MUDr. LukaSe Nedorosta).
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Obrazek 3.1 — Normdlni bfiSni aorta ve tfetim decéniu. Prehled vrstev stény aorty:
I — tunica intima, M - tunica media, A — tunica adventicia. Barveno Verhoeffovym
hematoxylinem a zelenym trichromem modifikovanym podle Kocové [1970] — Cerné elastin,
hnédocervené hladka svalovina, modrozelené kolagen; méfitko 200 um.

Obrazek 3. 2 — Imunohistopozitiva proteinu neurofilament (syt¢ hnédd, oznacCeno Sipkou)
v adventicii AAA ve sténé asymptomatického (A) a symptomatického (B) pacienta; méfitko
200 um. Pouzita monoklonalni mysi protilatka proti lidskému proteinu neurofilament klon 2F11,
Dako, Glostrup, Déansko.
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V nasledujici ¢asti bude uveden detailnéjsi popis bunéénych i mezibunéénych struktur
stény normalni aorty a jejich vztah k AAA.

3.2 Proteiny extracelularni matrix

Extracelularni matrix je tvofena vzajemné propojenou siti fibrildrnich proteinii a nefibrilarnich
proteoglykanti, které vazi vodu a ionty. Plivodni pohled na extracelularni matrix jako na pasivni
médium sestavajici ze slozky amorfni a vldknité a poskytujici prostfedi pro tkanové specifické
buniky se s prohlubujicim poznanim posunul. Kromé architektonické sité poskytuje ECM
rezidentnim buiikdm 1 roli kontrolni, koordina¢ni aregulacni [Ramirez a Ritkin 2003].
Makromolekuly ECM mohou ovliviiovat aktivitu signalnich molekul, poskytovat informace
tkanovym bunikdm a modulovat tak bunécnou proliferaci, genovou expresi nebo apoptozu
[Theocharis et al. 2010].

Hlavni extracelularni slozkou aorty, kterd zdsadné urcuje mechanické vlastnosti stény, jsou
vlakna kolagenni a elastickd vlakna spolu s mikrofibrilami. AvSak i ptfidruzené proteoglykany
a glykoproteiny hraji ve stabilité cévni stény dllezitou roli [Wight 1989], kterou naznacuji
patologie spojené s jejich alteraci. Cilem nasledujici molekularné biologické ¢asti je poukéazat na
stav soucCasného poznani proteinovych struktur prokdzanych v extracelularni matrix normalni
1 aneuryzmatické aorty [Lapiere et al. 2008].

3.2.1 Kolageny

Kolagen je soucasti vSech pojiv, v soucasnosti je znamo 28 typt kolagent. Jsou oznaceny fimskou
¢islici v pofadi, v jakém byly objevovany. Jejich klasifikace je zevrubné uvedena v ptehledovém
textu Gordon a Hahn [2010], zde uvedené typy zahrnuji kolageny prokazané ve sténé aorty.
Kolageny jsou zékladn¢ déleny do dvou skupin: kolageny fibrilarni, tvofici linearni vlakna (napf.
typ L, IL, 111, V a XI) a kolageny nefibrilarni, mezi které patii podskupina FACIT kolagent (fibril-
-associated collagens with interrupted triple helices), které se vazi na povrch kolagennich vldken
(napt. kolageny IX, XII a XIV), a podskupina sit' tvoficich kolagenti (meshwork-forming
collagens) - kolageny IV, VIII a X [Elleder 1999].

Obecné jsou kolageny tvofeny spojenim bud tfi shodnych alfa fetézcii pro tvorbu
homotrimernich molekul (napt. kolagen typu II a III), nebo dvou ¢i tii rozdilnych alfa fetézca
tvoticich heterotrimerni molekuly (napt. kolagen typu I a XI). Tyto fetézce jsou kodovany vice nez
Ctyficeti geny [Myllyharju a Kivirikko 2004], aminokyselinové sekvence vSech fetézci jsou
znamy. Polypeptidové fetézce jsou oznaCovany pismenem o, podtiidy fetézcii pak arabskou Cislici.
Rimska ¢&islice v zavorce oznaéuje typ kolagenu, ke kterému fetdzec patii.

Spojeni tii alfa fetézci do trojSroubovice je zdkladnim strukturdlnim znakem vSech
kolagent, tvorba takového helixu je zavisla na opakovani glycinovych rezidui v pozici kazdé treti
aminokyseliny — opakujici se aminokyselinova sekvence (Glycin—X-Y), tvofici levoto¢ivou
Sroubovici je popisovand jako kolagenni doména. TrojSroubovice je pak tvofena bud’ souvislym
fetézcem opakujicich se kolagennich domén (al(I)), nebo jsou vmezeteny zony nekolagenncich
fetéze (al(IV)). Kvartérni struktura molekul kolagenu poskytuje vysokou rezistenci
k proteolytickym enzymim. /n vivo degraduji kolagen jen metalo- a serinové proteinazy. Po
denaturaci (rozpadu trimerové struktury) je kolagen natravitelny i ostatnimi protedzami.

Exprese kolagenu byla prokazéna u celé¢ fady bunck, v cévni st€n€ u fibroblasti, bunck
hladké svaloviny a endotelu. V diagnostice kolagenti l1ze vyuzit jejich anizotropie (dvojlomu),
typizaci in situ je mozno provadét imunohistochemicky. Biochemické typizace vyzaduje extrakci
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kolagenu s naslednou denaturaci a separaci elektroforézou. Pro prikaz intracelularni produkce je
nutnd detekce ptisluSného transkriptu (mRNA) metodou PCR, ptipadné in situ hybridizace.

Kolagen typu I, collagen vulgaris, je dominantni strukturou extraceluldrni matrix a obecné
nejvice zastoupenou bilkovinou v téle. Nejcastéji je tvoren jednim 02 a dvéma al fetézci (al(l),
02(I)) s vysokym zastoupenim glycinu a prolinu. Je kodovan dvéma geny — COL1A1 a COL1A2.
Exprese genti pro kolagen je jako u jinych proteinli kontrolovana transkripénimi faktory,
vyznamnou roli zde hraji cytokiny. TGF-B (transforming growth factor ) expresi kolagenu
zvysuje, TNF-a (tumor necrosis factor o) piisobi antagonisticky [Verrecchia a Mauviel 2004].

" e
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I oditEpeni registrafnich poptidi, @ wenik mikraviakna kolagenu
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kolagenni mikrovidkno

Obrazek 3.3 — Syntéza kolagenu. Prekresleno a upraveno podle Alberts et al. 1994.

Kroky syntézy kolagenu ukazuje obrazek 3.3. Syntéza prokolagenu zacina na ribosomech,
odkud je primarni transkript mRNA translokovan do granuldrniho endoplazmatického retikula (1).
Zde probihaji posttranslacni modifikace nezbytné pro vytvofeni trojSroubovice: hydroxylace
prolinovych a lyzinovych rezidui (2), dale glykosylace (3) a tvorba disulfidickych vazeb (4).
Vznikly prokolagen je tvofen trojSroubovici tii polypeptidovych fetézcii. Je nasledné skladovan
v Golgiho aparatu, béhem jeho sekrece do ECM (5) dochazi k nasledujicim d&jim: 1. odStépenim
signalnich peptidd v ECM (6) vznikd ve vod¢ rozpustnd molekula tropokolagenu 2. agregaci
molekul tropokolagenu a pravidelnym fazenim systémem ,hlava—ocas™ se tvoii kolagenni
mikrovlakna (mikrofibrily)! (7). Mikrofibrily jsou detekovatelné pouze v elektronovém

! pozn. k terminologii: anglické terminy collagen fibril — fibre — bundle jsou v textu prekladdny jako
mikrovidkno (mikrofibrila) — vidgkno (fibrila) — svazek.
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mikroskopu, kde na pficném fezu jevi pruhovani o periodicité¢ 64 nm — molekuly tropokolagenu
jsou v mikrofibrile uspotfddané v paralelnich fadach a ptesahuji se o 1/4 své délky (misto piesahu
je tmavsi). S kovalentnimi vazbami vznikaji z mikrofibril kolagenni vldkna, (fibrily).

Kolagenni vlakno je nejtenci struktura rozliSitelna svételnym mikroskopem, je tlusta
0,5-3 pwm. Kolagenni vldkna jsou eozinofilni, v tzv. modrych trichromovych barvenich (AZAN,
Malloryho barveni) se barvi modie, Massonovym trichromem zelen¢. VIdkna kolagenu I jsou
mékka, ohebnd, nepruznd a vysoce pevna v tahu. Sdruzuji se do svazki, které ve svém centru
Casto obsahuji rtizné mnozstvi kolagenu III a V, a jejichz velikost ovlivituji na povrchu vazané
FACIT kolageny spolu s malymi proteoglykany jako decorin nebo biglykan.

Kolagen typu III je homotrimer (a1(Il)); v téle je také Siroce zastoupen - Casto ve spojeni
s kolagenem typu I, mize ale polymerovat i sjinymi typy kolagent. Tvoifi hlavni slozku
retikularnich vldken, lamina reticularis bazélni laminy, je prvnim kolagenem secernovanym pfi
posttraumatické fibroprodukci. Kolagen typu III je tvofen builtkami hladké svaloviny nebo
fibroblasty. Retikularni vldkna jsou pfi¢n€ pruhovana a tenka (tloustky do 60 nm), jsou argyrofilni
(barvi se ¢erné pii impregnaci solemi stiibra - Gomoriho metoda) i PAS pozitivni (vlakna obsahuji
vysoké mnozstvi glykoproteinit).

Zasadni ulohu, kterou kolagen zejména typu III v cévni integrité hraje, mizeme vidét na
nékterych genetickych poruchach. Ehlerstiv-Danlostv syndrom (EDS) zahrnuje vice nez 10 forem
genetického defektu syntézy nebo organizace kolagennich fibril [De Paepe a Malfait 2004]
spojeného s hyperelasticitou ktze a  hypermobilitou kloubl. Nejzavaznéjsi, EDS typ
IV — vaskularni forma, je zptsobena mutaci genu COL3Al a abnormdlni tvorbou kolagenu
typu III. Onemocnéni je provazeno zvySenou cévni fragilitou, rupturami dutych orgéand, vznikem
arterioveno6znich pistéli nebo zZilnimi varikozitami.

Metabolicky obrat kolagenu III 1ze sledovat méfenim prokolagenovych propeptidt. Satta et
al. [1997] prokéazal zvySenou hladinu prokolagen III N-termindlniho propeptidu (PIIINP) v séru
pacientd s AAA, jeho hladina se s ristem aneuryzmatu zvySovala. Obdobného vysledku dosahl
1 Treska et al. [1999] pii vySetfovani vzorka plazmy.

Kolagen typu IV je heteropolymer, jeho triplety vznikaji kombinaci Sesti riznych fetézcu.
Netvori vlakna. Je soucasti lamina basalis, kde se vaze na vazebna mista molekul lamininu a tvori
prostorovou sit’.

Kolagen typu V je heterotrimer (al(V) a2(V) a3(V)). Byl prokdzan v placenté
a plodovych obalech, ale také v cévni sténé. Je pokladan za jadrovy (,,core”) kolagen vldken
kolagenu typu I. Ackoli patii do skupiny vlaknitych kolagend, jeho fibrily nejevi pfi¢né pruhovani.

3.2.2 Elastin a elastické mikrofibrily

Elastin je nerozpustny skleroprotein, jehoz nézev je odvozen od jeho elastickych vlastnosti.
V lidském téle se vyskytuje méné nez kolagen. Aminokyselinové slozeni elastinu je podobné
kolagenu, kromé bohaté zastoupené¢ho glycinu jsou zde i vzdcné aminokyseliny jako desmosin
a isodesmosin, které se podileji na vzniku pficnych kovalentnich vazeb a podminuji pryzovité
vlastnosti tohoto proteinu. Na rozdil od kolagenu je elastin kodovan jedinym genem na
7. chromosomu (7q1.23), tropoelastin je transkribovan diky alternativnimu sestiihu v nékolika
izoforméch. Obdobné¢ jako kolagen je i elastin posttranslaéné upravovan v cisternach granularniho
endoplazmatického retikula (GER), kde je molekula tropoelastinu hydroxylovana (chybi ale
hydroxyprolin i hydroxylysin, neprobiha glykosylace). Intracelularné je vazan na galaktonektin,
ktery brani jeho polymeraci. T¢ se extracelularn€ ti€astni enzym lysyl-oxidaza, ktery se podili i na
tvorbé kolagennich fibril.
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Vlédkna elastinu jsou obvykle ten¢i nez kolagenova (10-20 nm), jejich syntéza probiha
nékolikastupniové (obrazek 3.4). 1. Oxytalanova vlikna se skladaji z mikrofibril tvofenych
fibriliny [Smith et al. 2011], neobsahuji elastin 2. Nasledn¢ se do oxytalanové sité ukladaji
molekuly elastinu, ¢imz vznikaji vldkna elauninova. Ta jsou vyrazné ten¢i nez vldkna zralého
elastinu. 3. Agregaci a splyvanim elastinu vznika centralni amorfni substance, kolem které se na
zpusob pochvy fadi mikrofibrily a vznikaji elasticka vlakna. Elastickd vlakna nevykazuji Zadny
strukturalni vzorec, na piicném fezu je v elektronovém mikroskopu patrné denzni jadro tvotrené
elastinem, které obklopuji mikrofibrily. Elastickd vldkna jsou vyrazné autoflorescentni a opticky
izotropni (nejsou dvojlomna). Pomér elastinu a mikrofibril ve vldknech se tkanové rizni, také
struktura mikrofibril je tkanove specifickd [Kielty 2006]. Ve sténé tepen se elastin vyskytuje
v nefibrilarni formé, tvoii zde koncentrické lamely (fenestrované membrany), jeho zdrojem jsou
hladkosvalové buiiky nebo fibroblasty.

fibroblast
VSMC

_-desmosin

. tropoelastin

fibrilin 1,2

fibulin

el A B amarfnl elastin

'.‘ mikrofibrily

oeytalan

Fibrifin
" I a=10 nim

' elasticke viakno

7

Obrazek 3.4 — Schéma syntézy elastinu, upraveno podle Kierszenbaum
et Tres 2012, Witter (nepublikované sdéleni). Stavba nezralého (A) a zralého
(B) elastického vlakna.

Elastin je vysoce rezistentni vii¢i chemickym i fyzikalnim noxdm. Mtze byt hydrolyzovan
elastazou pankreatického nebo bakteridlniho ptvodu — infize prase¢i elastdzou se pouziva
k indukci aneuryzmatu u experimentalnich modeli AAA [Molacek et al. 2009]. Pankreatické
elastazy jsou za fyziologickych podminek neaktivni, jsou inhibovany rtiznymi faktory (napf.
aj-antitrypsinem nebo ar-makroglobulinem). Ke §tépeni elastinu dochézi teprve pfi jejich defektu
[Pelouch a Matous 2010]. Metabolicky obrat zralého elastinu je za norméalnich okolnosti velmi
pomaly. Barvi orceinem hnéd¢, pro jeho detekci v cévni sténé s vyhodou pouzivame modifikovany
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zeleny trichrom [Kocova 1970], ve kterém se elastin zndzorni Cerné¢ vlivem Verhoeffova
hematoxylinu (obrazek 2.3, 2.4, 3.1).

Slozky elastickych vldken nemaji jen strukturdlni, nybrz i regula¢ni funkci. Disrupce
elastinu indukuje subendotelidlni migraci, proliferaci [Li et al. 1998] a fentotypovou
transdiferenciaci VSMC [Karnik et al. 2003], fragmenty elastinu piisobi i chemotakticky [Uemura
et al. 1997]. A naopak, periadventicidlni aplikace elastin stabilizujiciho polyfenolu u animalnich
modeli signifikantné snizila expanzi AAA [Isenburg et al. 2007].

Elasticka vladkna sestavaji nejen z elastinu, ale i z mikrofibril (obrazek 3.4). Ty jsou tvotfeny
zejména fibriliny, déale fibuliny a pfidruzenymi glykoproteiny (microfibril associated
glycoproteins). Fibriliny jsou relativn¢ velké (~350kDa) glykoproteiny. Lidsky genom koduje
3 fibriliny, z nich jsou nejcetnéji zastoupeny fibriliny typu 1 a 2. Podileji se nejen na mechanické
stabilité¢ pojiv, ovliviiuji ale také aktivitu rastovych faktort skupiny TGF-B [Hubmacher et al.
2006]. Fibriliny obsahuji Arg-Gly-Asp (RGD) sekvence, které interaguji s integriny a heparan
sulfatem a mohou ovlivilovat bunécnou migraci a adhezi [Bax et al. 2007]. Monomér fibrilinu
polymerizuje do mikrofibril, vnich jsou molekuly uspofdddny systémem ,hlava—ocas®.
Fibrilinové mikrofibrily jsou 10—12 nm silné shluky fibrilinovych polymert, jsou viskoelastické
0 pevnosti vys§i nez elastin. Vykazuji anizotropii (pficné pruhovani), rozsah periodicity je mezi
50-200 nm podle typu tkan¢.

V souvislosti s fibriliny a aneuryzmaty nelze nezminit Marfaniiv syndrom, kdy bodova
mutace v genu pro fibrilin-1 zptisobuje poruchu jeho terciarni i kvartérni struktury. Fibrilin-1, jak
bylo zminéno, je soucasti mikrofibril, které tvofi kostru pro stavbu elastickych vldken. Marfantiv
syndrom je autozomalné¢ dominantni onemocnéni (OMIM 154700) se zna¢nou fenotypovou
variabilitou postihujici kardiovaskuldrni systém a lokomo¢ni aparat, ptidruzené mohou byt i ocni
aorty. Pacienti se vyznacuji §tihlou, vysoku postavou s dlouhymi koncetinami a Stihlymi prsty
(arachnodaktylie). Projevy onemocnéni lze vysvétlit pfimo alteraci syntézy fibrilinu-1, nékteré
vyvojové poruchy jsou spojovany s poruchami regulace TGF- signalizace [Neptune et al. 2003].

Dalsi skupinou glykoproteinti spojenych s mikrofibrilami elastickych vladken jsou fibuliny.
V soucasnosti je jich zndmo 7 typil (izoforem). Fibuliny 1-5 se vazi k molekuldm tropoelastinu
[Kobayashi et al. 2007], fibulin-5 i k fibrilinu-1 [Freeman et al. 2005] a je povazovan za klicovy
v organizaci elastickych vldken [Yanagisawa et al. 2002].

3.23 Proteoglykany

Proteoglykany jsou hlavni strukturou ECM (obrazek 3.5). Jsou tvofeny riznymi typy
glykosaminoglykani (GAG) kovalentn¢ vazanymi na osovy protein. Glykosaminoglykany
(mukopolysacharidy) sestdvaji z nevétvenych fetézcl repetitivnich disacharidovych jednotek
tvofenych kyselinou wuronovou a vétSinou sulfatovanym aminosacharidem. GAG jsou
pojmenovany podle tkanég, ve které byly nejdiive objeveny (koncovka -an odpovidd nomenklatute
glykant): hyaluronan (kyselina hyaluronovd) ve sklivci, chondroitin ve chrupavce, dermatan
v ktzi, keratan v rohovce a heparan v jatrech. Jejich rozSifeni je ale mnohem extenzivngjsi.
Proteinova slozka urcuje tkanovou specificitu pfislusného proteoglykanu, viz nize. Prostorové
usporddani zakladnich struktur v molekule proteoglykanu ptfipomind Stétku na zkumavky —
proteinové jadro tvoii rukojet’, radidlné usporadané fetézce disacharidii (GAG) ptipominaji stétiny.
Molekuly proteoglykanti jsou pak pies spojovaci protein nekovalentné navazany na molekulu
kyseliny hyaluronové (mohou se ale vyskytovat i samostatn€¢) a mohou tak vytvafet obrovské
proteoglykanové agregaty.
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Obrazek 3.5 — Schéma stavby extracelularni matrix, ptekresleno a upraveno
podle Kumar et al. 2005

Hyaluronan (kyselina hyaluronova, HA) se nachazi v extracelularni matrix vétSiny tkani,
je dualezitou strukturou i embryonalni a vyvijejici se tkdné, v cévni sténé je produkovan VSMC
nebo endoteliemi. Navzdory své pomérné jednoduché struktuie (je tvofen dlouhym fetézcem
nesulfatovanych disacharidll), reaguje s mnoha typy bunéénych receptort, z nichz nejvyznamnéjsi
je CD44. CD44 (lymphocyte homing receptor) je adhezivni receptor patfici do skupiny
povrchovych glykoproteind, byl prok4dzan ve stéen¢ VSMC, bunék imunitnich nebo endotelovych
[Aruffo et al. 1990]. U lymfocyti jeho interakce s endoteliemi exprimujicimi hyaluronan
umoziuje primarni adhezi, tzv. rolling. Biologické vlastnosti CD44 zaviseji na jeho velikosti.
Hyaluronan je zékladnim kamenem proteoglykanti, miize ale slouzit také jako signalni molekula
vyvolavajici proliferacni a/nebo sekrecni odpovéd’. Malé fragmenty HA vznikajici Stépenim
hyaluroniddzou maji angiogenni a prozanétlivy ucinek [West et al. 1985]. Pro celkovy ptehled
pleiotropnich funkci i receptort HA odkazuji na pfehledovy ¢lanek Jiang et al. 2011. K syntéze
HA dochazi na vnitini strané¢ bunény membrany (nikoli v GER) aktivitou hyaluronan syntazy
(HAS 1-3).

Proteoglykany ECM pfedstavuji masu hydratovanych polyaniontl, které maji zasadni
vztah k formovani a orientaci kolagennich vlaken. Podle proteinové slozky je Ize dale délit dveé
podskupiny. Jedna je pfiznacnd malou velikosti proteinu a doménou bohatou na leucin — SLRP
(small leucin-rich proteoglycans). Proteoglykany bohaté na leucin jsou tvoieny proteinovym
jadrem, ke kterému je ptfipojeno 1-5 GAG fetézcii. SLRP mohou vazat rizné molekuly ECM jako
kolageny, fibronektin nebo fibriliny, ale nevazi se s hyaluronanem. Skupina SLRP je tvofena
deviti proteoglykany, z nich exprese biglykanu a decorinu byla ve sténé aneuryzmantické aorty
zménéna [Theocharis et Karamanos 2002].

Druhé skupina, nékdy nazyvana jako hyalektany (hyaluronan- and lectin-binding modular
proteoglycans), obsahuje multidoménové proteiny vysoce homologni s imunoglobuliny,
lamininem a selektinem. Hyalektany jsou proteoglykany s tfidoménovou strukturou: N-koncova
doména vaze hyaluronan, centralni ¢ast je tvofend GAG fetézcem, C-termindlni konec pak vaze
lektiny [lozzo et Murdoch 1996]. Patfi sem versican, aggrecan, neurocan a brevican. Hlavnim
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zastupcem hyalektanti v cévni sténé je versican, ktery byl prokazan také v endotelu i medii
lidskych aort [Yao et al. 1994]. Pleiotropni funkci versicanu Ize ¢aste¢né vysvétlit existenci jeho
Ctyt izoforem (versican 0-3). Kromé funkce strukturalni byla prokazana také fada jeho regulacnich
funkci [Theocharis et al. 2010]. Vazbou na CD-44 receptor (receptor pro hyaluronan) a vznikem
komplexu versican-hyaluronan dava pericelularni matrix viskoelastické vlastnosti, které mohou
ovlivilovat tvar, proliferaci i bunéénou migraci. Z jinych molekul ECM je znama interakce
versicanu s fibuliny a fibrilinem-1 [Wu et al. 2005], coz naznacuje jeho roli ve shlukovani
elastickych vlaken. Bylo prokazano, ze i1 degradacni produkty versicanu, které se vyskytuji ve
sténé aterosklerotické i aneuryzmatické cévy, maji biologickou aktivitu [Kenagy et al. 2006].

Dalsi samostatnou skupinou proteoglykanti jsou membranové proteoglykany. Bilkovinna
¢ast membranovych proteoglykant je bud’ zakotvena v zevni vrstvé plazmalemy, nebo prochazi
celou plazmatickou membranou. Skupinou transmembranovych proteoglykanit jsou adheziny,
CAM (cells adhesion molecules), mezi které patii adhezivni imunoglobuliny, kadheriny,
selektiny a integriny. Jejich interakce mtize byt homotypicka (zprostiedkovéavajici kontakt mezi
buiikami stejného typu) nebo heterotypicka.

Skupina kadherinu (calcium dependent adherence protein) ¢itd asi 90 typl, které se
ucastni homotypickych interakei pfi tvorbé mezibunéénych spojii typu zonula nebo macula
adherens (desmosom). Kadheriny se pomoci a- nebo B-kateninli vazi na cytoskelet a reguluji
bunécnou motilitu, proliferaci nebo diferenciaci. -katenin je protein dudlni funkce. Je znam jako
soucast mezibunéénych spojovacich komplexi, kde v klidovém stavu spolu s kadheriny vaze
aktinova mikrofilamenta, volny v cytoplazmé pak podléha lyzosomalni degradaci. V ptritomnosti
Wnt signalnich molekul je ale transportovan do jadra, kde ovliviiuje transkripci fady gent. Jejich
proteiny pak moduluji bunéénou proliferaci [Zhou et al. 2011], ale i zanétlivou reakci a slozeni
extracelularni matrix [Cheng et al. 2010].

Integriny citaji asi 30 strukturdlné homolognich proteinti, jsou tvofeny heterodiméry
nekovalentn¢ vazaného a a P fetézce. Jejich funkci je podobné jako u selektinli koordinace,
»integrace* ligandu s cytoskeletem. Vazba je ale heterotypickd a ovliviluje bunéénou motilitu,
zménu tvaru nebo fagocytdzu. ay integriny hraji roli v pribéhu angiogeneze [Eliceiri et Cheresh
1999]. Jsou exprimovany aktivovanymi endoteliemi (obrazek 3.5) a maji zasadni roli v adhezivni
interakci s proteiny ECM (napi. denaturovanym kolagenem, kolagenem 1 a IV, lamininem,
fibrinogenem nebo fibronektinem). Exprese integrinu ovf; byla prokdzana ve sténé vasa vasorum
pokrocilych AAA [Paik et al. 2004], coz ukazuje na pokracujici angiogenezi ve sténé velkych
aneuryzmat.

V soucasnost jsou znamy 3 druhy selektini: L, E a P. E- a L-selektin byl prokdzan na
povrchu endotelu. P-selelektin byl nejprve identifikovan na povrchu sekrecnich granul desticek
(odtud P — platelet) a hraje vyznamnou roli pii vzniku trombu [Wakefield et al. 2009]. VSechny
selektiny usnadiiuji adhezi bilych krvinek. V nasi studii [Eberlova et al. 2013] jsme stanovovali
hladinu ICAM-1, VCAM-1 a E-selektinu ve stén¢ AAA a trombu, prokazali jsme signifikantné
vyssi expresi VCAM-1 v trombu pacientll s asymptomatickym AAA a dale ve stén¢ pacientl
s malym aneuryzmatem (< 5 cm).

Dal§imi vazebnymi proteiny jsou laminin a fibronektin. Fibronektin (FN) je dimerni,
adhezivni glykoprotein. Je produktem jediného genu, existuje v mnoha sestfihovych variantach.
Zakladn¢ je homodimer, ktery je znam ve dvou formach: plazmaticky (solubilni) fibronektin je
syntetizovan hepatocyty, nerozpustny (bunéény) FN je pfitomen v tkanich ve formé vlaken, jeho
zdrojem jsou bunky mezenchymového pivodu. Molekula FN nese RGD sekvenci podminujici
nespecifickou adhezivitu k bunéénym povrchiim. FN tak miize byt ligandem celé fady receptori a
molekul, véetné kolagenti, heparinu, integrini nebo fibrinu a zda se byt zasadni molekulou pro
pteziti nebo diferenciaci nékterych bunék.
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Laminin (obrazek 3.5) je heterotrimerni glykoprotein tvaru nepravidelného kiize. Kazdy
ze tii proteinovych fetézcil existuje v né€kolika izoforméach — v soucasnosti je jich zndmo vice nez
patnact, u nékterych znich existuji jesté¢ i sestfihové varianty. Tato variabilita je podminkou
tkanové specificity lamininu. Je totiZ soucasti lamina lucida bazalni laminy, kde tvoii kotvici
vlakna spojujici integriny epitelii s lamina densa.

3.2 Buiky normalni aorty

Zékladnimi bunikami pojiva jsou fibroblasty (fibrocyty), makrofagy, buniky Zzirné (mastocyty)
a plazmatické. Nejvétsi zastoupeni v cévni sténé vSak maji buiiky hladkosvalové, zadsadni vyznam
ma 1 endotel.

3.2.1 Fibroblasty, fibrocyty

Fibroblasty jsou nejuniverzalnéjSimi a zarovenl zdkladnimi bunkami pojiv. Jsou schopny
nepietrzité syntézy proteoglykant, glykoproteint, stejné jako prekurzort elastinu a vsSech typi
kolagenii s vyjimkou kolagenu typu II. Fibroblasty se podileji také na sekreci rastovych faktorii
(fibroblast growth factors) a zasadné tak ovliviiuji kvalitu ECM a stavbu celé tkangé. Ve svételném
mikroskopu se fibroblast jevi jako bunika vietenovitého tvaru s protdhlym jadrem a svétlou
cytoplazmou. Ta vybihd do velmi jemnych vybézku, které vytvaieji spolu s vybézky sousednich
fibroblasti prostorovou sit’ [Langevin et al. 2004]. Elektronovym mikroskopem lze prokazat rysy
intenzivni proteosyntézy: dobfe vyvinuté granularni endoplazmatické retikulum (GER) a Golgiho
komplex. V GER probihd syntéza proteinll, je zde zapocata i jejich posttranslacni modifikace
(hydroxylace a glykosylace). Produkt je nasledné¢ kondenzovan do transportnich vacka
vznikajicich vypuc¢enim z GER a ptfesouvan do Golgiho aparatu, kde se posttransla¢ni modifikace
dokoncuje a produkt je uvoliiovan z builky exocytdzou sekre¢nich granul (obrazek 3.3).

osteocyt fibroblast chondrocyt

Obrazek 3.6 — Vyvoj bun€k pojiva, upraveno podle Alberts et al. 1994
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Univerzalita fibroblastl spociva vjejich funkéni plasticité. Fibroblasty se vyvijeji
z pluripotentnich mezenchymovych bun¢k a mohou se diferencovat v rizné, specializované;jsi
bunécné typy (obrazek 3.6): osteocyty, chondrocyty [Choi et al. 2010] nebo i myofibroblasty
[Junker et al. 2008]. Role myofibroblasti je zndma zejména u reparacnich procest, ale
1 patogeneze fibr6z. Myofibroblast (obrazek 3.7) je definovan jako buiika majici:

o vietenovity nebo hvézdicovity tvar
o slabé eozinofilni cytoplazmu
o objemnou pericelularni matrix
o imunofenotyp:
o] a-SM aktin pozitivni
o vimentin pozitivni
o] fibronektin pozitivni
o SM myosin negativni
o] desmin negativni
o mikrostrukturu:
o vyrazné GER
o Golgiho aparat uvolnujici sekre¢ni granula kolagenu
o periferni myofilamenta
(o] spoje typu fibronexus a nexus
Myofibroblast VSMC
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Obrazek 3.7 — Schéma zakladnich morfologickych znakii myofibroblastu a bunky
hladké svaloviny. Fibronexus je oznafeni pro transmembranové spojeni aktinovych
a fibronektinovych mikrofilament. Upraveno podle Eyden [2008].

Z vyse uvedeného vyplyvé, ze diagnostiku myofibroblasti umoziiuje z histologickych
metod elektronova nebo konfokalni mikroskopie, pifipadné¢ imunohistochemie. A také, ze
myofibroblasty maji imunofenotyp nédpadné podobny sekre¢nimu typu hladkosvalovych bunék, viz

kapitola 3.2.5.
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Fibrocyt je oznaceni pro klidovou formu fibroblastu. Tomu odpovidé i jeho morfologie —
buitkka je vfetenovit¢ho tvaru s minimem cytoplazmatickych vybézkd, ma redukované
endoplazmatické retikulum a eozinofilni cytoplazmu.

3.2.2 Makrofagy

Makrofagy (MF) vznikaji z monocyti. Po vyplaveni z kostni dfené koluji monocyty v krvi asi
8 hodin, poté vstupuji do tkani a méni se na makrofagy. Tkanové makrofagy ziji v fadech mésicti
az let. Aby se monocyt pfeménil na makrofag, musi projit nékolika zménami: zvétSuje svou
velikost, zvySuje pocet lyzosomt, receptorti pro IgG a schopnost fagocytdzy. V zavislosti na
rezidentni tkdni pak MF vykazuji Cetnou tvarovou i strukturalni heterogenitu. Aktivace makrofagi
je stimulana fadou cytokint (napf. INF-y), fibronektinem nebo chemickymi mediatory.
Aktivovany makrofag produkuje fadu biologicky aktivnich plisobkii podporujicich fibroprodukei
a chronicky zang¢t.

Makrotfagy jsou zékladni buiikou vrozené imunity, prezentaci antigenu zprostfedkovavaji
i ziskanou imunitni reakci. Fagocytovany antigen je skladovan ve fagozomu, jehoz fuzi
s lyzosomem vznika fagolyzosom. Cast proteinti vzniklych hydrolyzou je nasledné navazana na
MHC II molekuly a prezentovana CD4+ T-lymfocytim (helpery). Ty secernuji interleukiny, které
mimo jiné potencuji fagocytézu a stimuluji B-lymfocyty k pfeméné na builky plazmatické.
Makrofagy exprimuji CD68. V cévni sténé hraji MF klicovou roli v patogenezi ateroskler6zy, kde
se fagocytdzou LDL pfeméiuji v pénové bunky (viz kapitola 2.3.2).

3.2.3 Zirné buiiky (mastocyty)

Zirné buiiky jsou velmi podobné bazofilnim granulocytim, vznikaji z mezenchymovych bunék
kostni diené. Jejich cytoplazmu vypliuji Cetna granula, kterd obsahuji heparin (pfip. chondroitin
sulfat) a histamin a vykazuji metachromazii. Heparin je sulfatovany glykosaminoglykan
s antikoagula¢nim ucinkem, funkce histaminu je spojena s typem receptoru (H1-4), na ktery se
vaze. Vazba histaminu na H2 receptor zptisobuje relaxaci bunék hladké svaloviny, H4 histaminovy
receptor byl nalezen na bazofilnich neutrofilech a Gcastni se chemotaxe. Povrch mastocytl spolu
s bazofily nese receptory pro IgE, bunky se ucastni hypersenzitivni reakce 1. typu (anafylaxe).
Vyznam mastocytli v progresi AAA byl opakované zkouman a prokazan na animélnich modelech
[Tsuruda et al. 2008, Sun et al. 2009].

3.24 B-lymfocyty a plazmatické bunky

B-lymfocyty se vyvijeji z mezenchymovych prekurzorii kostni diené. Zral¢ B-lymfocyty tvofi
v periferni krvi asi 20 % zcelkového poctu lymfocytd, dalsi se nachazeji vcestovalé
v lymfatickych foliklech a B zonach lymfatickych organii. Na svém povrchu nesou IgM a IgD
tvofici soucast antigen specifickych receptor. K rozpoznani antigenu potiebuji CD4+
T-lymfocyty. Po vazbé antigenu na receptor CD40 se B-lymfocyt méni v buiikku plazmatickou,
ktera je schopna syntézy a sekrece vSech typll imunoglobulint a zprostfedkovava tak humoralni
imunitu.

3.2.5 Buiiky hladké svaloviny

Buiiky hladké svaloviny jsou v normalni arteridlni stén¢ bunkami nejcetnéjSimi. Maji vietenovity
tvar s centraln¢ uloZzenym jadrem, ve zralych cévach vykazuji jen minimalni mitotickou
1 metabolickou aktivitu [Owens 1995]. Jejich fenotyp je ale nadan znacnou plasticitou a miize se
ménit pod vlivem mechanickych nebo biochemickych stimulli z kontraktilniho na tzv. synteticky
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(d¢j je v anglosaské literatufe nazyvan VSMC shift, ¢esky posun, vymeéna), pficemz kritéria
fenotypové modulace se vztahuji jak na tvarové zmény builky, tak i na zmény genové exprese,
signalnich cest nebo kontraktility [Owens et al. 2004]. Také zanétlivé cytokiny indukuji VSMC
shift [Badier-Commander et al. 2001] nebo apoptézu [Henderson et al. 1999].

VSMC syntetického fenotypu mohou migrovat, proliferovat, syntetizuji slozky ECM
[Owens 1995, Chan-Park et al. 2009]. V soucasnosti ale neni znam zadny fenotypové specificky
marker [Owens et al. 2004, Boccardi et al. 2007]. V naSich studiich [Witter et al. 2010, Tonar et al.
2010, Eberlova et al. 2013, Houdek et al., pfijato k tisku] jsme pro diferenciaci sekre¢niho
fenotypu pouzili vimentin-, kontraktilniho pak desmin- pozitivitu. Jak bylo zminéno, VSMC
produkuji struktury ECM, maji ale 1 auto- a parakrinni funkci [Sprague a Khalil, 2009], ve sténé
AAA jsou zdrojem metaloproteinaz [Patel et al. 1996] i jejich inhibitora [Allaire et al. 2002].

VSMC shift a pivod bun€k ucastnicich se tvorby neointimy byl detailné zkoumén
v souvislosti s ateroskler6ozou. Jsou pluvodcem ztluSténi neointimy vcestovalé VSMC medie
[Merrilees et al. 1990], nebo se jedna o fibroblasty adventicidlniho ptivodu [Shi et al. 1996]?
Zvazovéana byla 1 Ucast cirkulujicich stromalnich bunék kostni dfené (viz kapitola 3.2.8), ze
kterych se VSMC a myofibroblasty posléze diferencuji [Han et al. 2001]. VySe zminéné otazky lze
rozSifit: Neni myofibroblast, syntetickd hladkosvalova, nezrald mesenchymova bunka ¢i
transdiferencovana endotelova bunka vlastné totéz? K odpovédi bychom museli znat markery
specifické pro danou bunécnou subpopuplaci.

VSMC shift i apoptdza hraji v patogenezi i progresi AAA zéasadni roli, coZ naznacuji i naSe
vysledky. Ubytek kontraktilnich VSMC elementii jsme pozorovali ve sténé aneuryzmat praseéich
modell [Houdek et al., pfijato k tisku, Houdek et al. 2012] i vzorki pacienti s AAA [Eberlova et
al. 2013]. Plosny podil aktinu a vimentinu v tunica intima a media byl nejvyssi u pacientii se
sttedné velkym AAA (5-7 cm), jejich pokles u velkych aneuryzmat lze nejspi$ pficist apoptdze,
kterd je pro patogenezi AAA ptiznacna [Lopez-Candales et al. 1997].

3.2.6 Apoptoza, anoikis

Apoptoza (programovand bunéénd smrt) je bunkou aktivovana sebedestrukce prostiednictvim
vlastnich enzyma destruujicich zejména DNA. Béhem apoptdzy zistava plazmalema intaktni,
a tak na rozdil od nekrézy nedochézi k zanétlivé reakci. Apoptoza provazi fadu fyziologickych
cytochromu C [Guaragnella et al. 2012]. Apoptotické buiiky jsou mensi velikosti, vykazuji
poruchu adherence a zvySenou propustnost mitochondridlni i bunééné membrany, kterd se
svrastuje rozpadem cytoskeletu (tzv. blebbing). Kondenzovany a rozstépeny chromatin se hromadi
pod jadernou membranou, dochazi ke svrasténi jadra a jeho rozpadu (karyorrhexis). Aktivaci
kaspdz nésledné dochazi k rozpadu buniky na apoptoticka téliska. Ta jsou fagocytovana makrofagy

-----

Anoikis je zvlastni druh apoptézy indukované ztratou mezibunéénych interakci. Pro fixni
bunky tkani je ukotveni v ECM nezbytnou podminkou pteziti. Je zprostiekovano adhezivnimi
proteiny jako jsou fibronektin a laminin. Ty mohou byt Stépény tfadou proteaz (plazminem,
trombinem, elastazou, chymazou), odstépené RGD domény pak mohou interagovat s molekulami
fibronektinu a aktivovat buné€nou apoptdzu [Hadden et Henke 2000]. Obdobny ucinek ma i vazba
inhibitoru aktivatoru plazminogenu PAI-1 na vitronektin. Anoikis se ziejm¢ podili i v progresi
AAA [Michel 2003]. Ztrata endotelovych bunék je spojovéana s aterosklerotickou 1€ézi, dilatace
aortalni stény pak s destrukci ECM a tibytkem svalovych bun¢k [Ortiz-Mufioz et al. 2009].
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3.2.7 Buiiky endotelu

Endotelové buniky (EC) tvofi jednovrstevnou vystelku kardiovaskularniho systému. Jejich
strukturdlni 1 funk¢ni integrita je pro udrzeni homeostdzy zcela zdsadni. Intaktni endotelie jsou
schopny reakci na rizné stimuly (tzv. endotelidlni aktivace), zdkladni ptehled induktort
a moznych reakci ukazuje nésledujici schéma podle Schoena [2005]:

Endotelové buriky

Ve N

Aktivatory Indukované geny

. kterie, vi Lo
bakterie, viry e adhezivni molekuly

* cytokiny » cytokiny/chemokiny

e komplement . .
P e rustové faktory

* lipidové produkty * vazoaktivni mediatory

¢ glykosylované metabolity « koagula&ni proteiny

* hemodynamické sily « MHC molekuly

¢ hypoxie

Obrazek 3.8 — Mechanismy endotelidlni aktivace

EC obvykle obsahuji Wiebel-Paladeho téliska s von Willebrandovym faktorem (vWF)
a P-selektinem. Detekce endotelovych bun€k je moznd imunohistochemicky vazbou protilatek
proti CD31, CD34 nebo vWF. V naSich studiich jsme pro kvantifikaci mikrocév ve stén¢ aorty
vyuzivali CD31 pozitivity endotelii [Witter et al. 2010, Eberlova et al. 2013, Houdek et al., pfijato
k tiskul].

V zavéru piehledu bunék cévni stény zatfazuji zdkladni informace o kmenovych bunkach,
jejichz genetickd modifikace je zakladem knockoutovani a jejichz terapeuticky potencial se
zvazuje i pro terapii AAA.

3.2.8 Kmenové buriky ve vyzkumu AAA

Kmenové buiiky (KB) jsou nediferencované buiiky, které maji schopnost d€leni a pfemény na

jiny bunéény typ [Filip et al. 2006]. Totipotentni kmenové¢ buniky jsou buniky zygoty nebo buiky

vzniknuvsi po jejim prvnim déleni, schopné premény v jakykoli typ bunck. Pluripotentni, tzv.

embryonalni KB, se ziskavaji izolaci z embryoblastu blastocysty 4.—6. den po oplodnéni a mohou
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dat vznik bunkam vsech zarode¢nych listti. Studie ukazuji, Ze pluripotence je u ¢lovéka podminéna
mimo jiné Wnt-f-katenin signalni drahou [Sato et al. 2004]. Embryonalni kmenové buiiky mohou
byt udrzovany v kultiva¢nich médiich v nediferencovaném stavu nebo u nich mize byt indukovana
diferenciace. Knockoutovanim je mozné inaktivovat expresi ur€it¢ho genu a takto upravené,
geneticky modifikované buniky néasledné¢ injikovat zpét do blastocysty. Ta mlize byt implantovana
do uteru ndhradni matky. Vyviji se pak geneticky modifikované embryo. Knockoutované mysi se
staly Siroce pouzivanymi animalnimi modely pro studium funkce genti in vivo.

Terapeutické klonovani znamena produkci geneticky modifikovanych embryi nikoliv za
ucelem reprodukce, tedy implantace do uteru, ale scilem produkce kmenovych bunck pro
terapeutické pouziti. Takové bunky skytaji moznost dokonalé ndhrady poskozené tkané pro fadu
postizenych tkani.

Multipotentni kmenové builky davaji vznik buikdm piibuzného nebo stejné¢ho druhu,
jejich zdrojem mutze byt kostni dieni, ale 1 fada dalSich tkani jako je tuk, sliznice ¢i podslizni¢ni
vazivo. Kostni dfeil obsahuje rizné druhy kmenovych bunék, tzv. dospélych, adultnich, jako jsou
hematopoetické kmenové bunky, z nichz se mohou diferencovat vSechny linie krevnich elementt.
Dalsim ptikladem multipotentnich kmenovych bunc¢k jsou mezenchymailni kmenové buriky,
z nichz se mohou diferencovat i bunky hladké svaloviny. Pfi jejich aplikaci u animalnich AAA
modell byl opakované prokézan piiznivy vliv na progresi tohoto onemocnéni [Hashizume et al.
2011, Sharma et al. 2012].
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4 Farmakologické ovlivnéni AAA

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2, vétSina nové diagnostikovanych AAA je malych, tedy
menSich nez 5 cm. Hledaji se proto cesty pro oddaleni chirurgického vykonu, ktery je
u asymptomatickych AAA bézn¢ indikovan od velikosti AAA >5,5 cm. Jelikoz je AAA
degenerativni onemocnéni postihujici vétSinou polymorbidni pacienty lécené pro pridruzend
kardiovaskularni onemocnéni, jsou prospektivni kohortové studie sledujici vliv vybraného farmaka
pii nemoznosti vysazeni ostatnich 1€Civ jen obtizn€ hodnotitelné. Spektrum 1€kt vytipovanych pro
terapii  AAA vychazi ze znalosti patogeneze tohoto onemocnéni, jednd se zejména
modelech (tabulka 4.1). Uginky téchto skupin 16¢iv na pacienty s AAA ukazuje tabulka 4.2,
rozdilné vysledky studii stejnych 1é¢iv jsou nejspiS ovlivnény poctem probandli. Metaanalyza

ucinki farmakoterapie na AAA [Guessous et al. 2008] ukazuje ptiznivy efekt statint

rrrrr

Tabulka 4.1 — Piiklady 1€k testovanych v terapii AAA na malych animalnich modelech

. . . . zpusob . rxe .
generikum Iékova skupina indukce AAA Pozorovany ucinek citace
sniZzeni exprese
atorvastatin statin elastaza MM?_ 1,2’ IC%‘M’ Shiraya et al.
zvyseni syntézy 2009
kolagenu i elastinu
snizeni exprese
MMP-9, zvySeni .
simvastatin statin elastaza TIMP-1; brani SUEMIECIEL
, 2005
elastolyze
a apoptdéze VSMC
snizeni krevniho
, . tlaku, stimulace Boucek et al.
propanolol -blokator elastaza 7] @iekesy, 1983
stabilizace elastinu
doxycyklin antibiotikum elastaza redukp LI Bartoli et al. 2006
dilatace
pusobi
. o ’ protizanétlive, Lawrence et al.
rapamycin antibiotikum elastaza o .
sniZuje expresi 2004
MMP-9
captopril
lisinopril ACE inhibitor elastaza redukce elastolyzy Liao et al. 2001
enalapril
losartan ACE inhibitor elastaza ucinek na progtest Liao et al. 2001
AAA neprokazan
indometacin nesteroidni clastéza sniZzena exprese Holmes et al.
antiflogistikum MMP-9 1996
inhibitor ROCK inhibice proteolyz
fasudil (Rho-associated)  angiotenzin II Proteotyzy Wang et al. 2005
. a apoptozy
kinazy
modulator snizuje infiltraci .
. . . . ‘- Grigoryants et al.
tamoxifen estrogenového elastaza neutrofild, zvySuje 2005
receptoru expresi kataldzy
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Tabulka 4.2 — Piiklady uc¢inku farmakoterapie u prospektivnich studii lidskych AAA

lékova skupina studie po.cet . vliv na AAA
pacientu
statiny Schouten et al. 2006 59 zpomaleni ristu AAA
statiny Schlosser et al. 2008 147 zpomaleni ristu AAA
statiny Mosorin et al. 2008 121 zpomaleni ristu AAA
statiny Ferguson et al.2010 652 gent rust’u ,AAA O
prokazano
ACE inhibitory ~ Sweeting et al. 2010 1701 zpomaleni ristu AAA nebylo
prokazano
Soucasna lé¢ba AAA je nespecificka a zahrnuje [Karetova 2012]:
o kufackou abstinenci
o 1é¢bu vysokého krevniho tlaku a dyslipidémie
. piipadné specifickou (antiproteolytickou nebo protizanétlivou) terapii statiny, ACE

inhibitory, antibiotiky nebo nesteroidnimi antiflogistiky.

Na objeveni ,,zdzraéného* 1€ku, ktery by podobné jako ndhodné objeveny propanolol u détského
hemangiomu zpusobil radikalni regresi onemocnéni [Léauté-Labréze et al. 2008], aneuryzma
bfisni aorty teprve ceka.
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5 Cile dizertacni prace

I ptes usilovny vyzkum neni doposud jednozna¢né prokdzano, které procesy a zmény nejvice
ovliviuji progresi a tim i prognézu AAA. Jejich identifikace by mohla pomoci nalézt markery
progrese a moznych komplikaci tohoto onemocnéni, a piispét tak k indikaci vhodné terapie.
Znalost patogeneze AAA pak mlze pomoci pii hledani u¢inné farmakoterapie. Cilem nasSich studii
1 této dizertacni prace bylo pfispét k osvétleni patogeneze AAA sledovanim histopatologickych
rozdilti jednak mezi aortou normalni a aneuryzmatickou (I, II), jako i sledovanim zmén stavby
aortalni stény v zavislosti na symptomatologii a velikosti (I) a Gcincich statinu (IT). Dale jsme se
pokusili optimalizovat protokol pro ziskani korozivnich preparati mikrocév (III). Jejich
vizualizace v mikro-CT nabizi rozliSeni odpovidajici béZnym histologickym metoddm. Analyza
mikro-CT snimkli by proto mohla byt vhodnou pro dal§i vyzkum vasa vasorum aorty, jejichz
vyznam pro progresi AAA byl opakovan¢ prokdzéan a potvrdily ho 1 naSe vysledky.

I. Kvantitativni histopatologie vzorki lidskych AAA

V nasi prospektivni nerandomizované studii [Eberlova et al. 2013] jsme navazali na studii
zroku 2002 [Tteska et al. 2002]. Ve vzorcich AAA stén (n = 65), trombi (n = 55)
a kontrolnich aort (n = 6) odebranych z infrarendlni aorty pacientli operovanych na
Chirurgické klinice FN v Plzni jsme s pouzitim stereologickych metod nebo imunoanalyzy
zjiStovali rozdily mezi kvantitativnimi  histopatologickymi  parametry normalni
dale jsme sledovali histopatologické zmény v zavislosti na velikosti a symptomatologii
AAA.

Ve statistické analyze ziskanych dat jsme testovali nasledujici nulové hypotézy:

e Mezi kvantitativnimi histopatologickymi parametry normalni a aneuryzmatické aorty neni
rozdil.

e Zanétlivy infiltrat stény a naléhajiciho trombu se nelisi.
e Kvantitativni histopatologické parametry AAA se s velikosti aneuryzmatu neméni.

e Kvantitativni histopatologické¢ parametry AAA se neméni se symptomatologii tohoto
onemocnéni.

e Histopatologicka a imunoanalyticka data spolu nekoreluji.

II. Kvantitativni histopatologie experimentilniho modelu AAA u prasete, jeho ovlivnéni
atorvastatinem

V kvantitativni histopatologické studii [Houdek et al., pfijato k tisku, Houdek et al. 2012]
jsme sledovali vliv atorvastatinu na experimentaln¢ vyvolané AAA, které bylo indukované
u prasete kombinaci u€inku praseci elastazy a stenozujici manzety [Molacek et al. 2009].
Ziskana data nam umoznila porovnat odliSnost stavby stény tohoto animalniho modelu od
normalnich prasecich aort (n = 6) a sledovat zmény struktury aneuryzmatické stény po 28
dennim podavani atorvastatinu u statiny ovlivnéné (n = 14) a kontrolni skupiny (n = 13)
prasat.
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I11.

Testované nulové hypotézy:

Mezi strukturou normdlni praseci aorty, sténou praseci aorty s indukovanym AAA bez
a s podanim atorvastatinu neni rozdil.

Histopatologicka data spolu nekoreluji.

Optimalizace protokolu pro ziskini korozivniho preparitu cévniho mikrorecisté,
vyuziti mikro-CT zobrazeni

Nizs8i vaskularita bfisni aorty byva uvadéna jako jeden z moznych divodi predilekce
aneuryzmat v této Casti srdeCnice [Tfeska 1999, Baxter et Worth 2009]. Nam se podafilo
najit jen jedinou studii srovnavajici vasa vasorum hrudni a btisni aorty [Wolinsky et Glagov
1969]. Autofi pro jejich zobrazeni pouzili nastiik rentgen-kontrastni latkou po ptedchozim
podvazu odstupujicich tepen a nasledném vynéti aorty zretroperitonea. Pii hledani
metodiky pro morfologickou studii vasa vasorum aorty jsme vyuZili moznosti mikro-CT
vySetfeni na Zapadoceské univerzité v Plzni [Gregor et al. 2012]. Po vzoru jinych [Gossl et
al. 2003, Lametschwandtner et al. 2004, Zagorchev et al. 2010] jsme se pokusili pouzit
mikro-CT zobrazeni u korozivniho preparatu. V dizertacni praci uvadime optimalizovany
protokol pfipravy korozivniho preparatu portdlniho feciSt¢ jater prasete, srovnani
testovanych pryskyfic a pilotni vysledky mikro-CT vysetfeni.
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6 Metodiky
6.1 Metodika histopatologické kvantifikace lidskych AAA

Ve studii [Eberlova et al. 2013] jsme hodnotili vzorky infrarendlnich aort od 65 pacientd (z toho
bylo 51 muzt, 14 Zen) a 55 naléhajicich trombii. Tkan¢ jsme ziskali od pacientli operovanych pro
aterosklerotické AAA na Chirurgické klinice Fakultni nemocnice Plzen, vzorky byly odebirany
z predni ¢asti aneuryzmatického vaku. 6 normalnich abdominalnich aort pochazelo od organovych
darct. Primérny veék pacientt byl 73 let, primérny v€k darct 47 let. Podle symptolatologie byli
pacienti rozdéleni do skupin AAA asymptomatickych (n = 44), symptmatickych (n = 7) a ruptur
(n = 14). Za symptomatické byli povaZzovani pacienti s lumbalgii, bolesti bficha, palpacni
bolestivosti nebo periferni embolizaci. Podle velikosti byli pacienti rozdéleni do skupiny malych

misté vyduté CT angiografii.

Histopatologii ziskanych vzorkii jsme hodnotili podle predem zvoleného postupového
schématu. Vybér tkdné, roviny krajeni, histologického barveni, néasledné foceni i interaktivni
hodnoceni byly provadény tak, aby byla ve vSech krocich zajisténa ndhodnost vybéru a zaroven
dostatek dat pro nevychylené odhady [Tonar 2007]. Pro detekci hodnocenych struktur byly
pouzity histo- nebo imunohistochemické metody (tabulka 6.1). Pro kvantifikaci jednotlivych
parametrll jsme pouzili interaktivni znaceni prisecikii hodnocenych struktur s nahodné piiloZzenou
miizkou (obrazek 6.1), data byla zpracovana v softwaru Ellipse (ViDiTo, Kosice, Slovensko).
Ziskané spojité proménné jsme pouzili pro naslednou statistickou analyzu.

Obrazek 6.1 — Mtizka k hodnoceni plosného podilu elastinu ve sténé¢ AAA. Kazdému
bodu miizky odpovida urcita plocha fezu, tzv. miizkova konstanta. PloSny podil je pak
nasobkem mfizkové konstanty a bodi miizky protinajicich hodnocenou strukturu
[Tonar et al. 2010]; mé&fitko 50 um.
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Odhad plosného podilu 44 v rovin¢ fezu pomoci bodové testovaci miizky vychazi
Z rovnice:

4 _a.P_P o
= n_ n b

kde a je parametr pouzité testovaci sité (plocha pftisluSejici jednomu testovacimu bodu),
P je pocet priseciki s hodnocenym objektem, N je celkovy pocet bodil prilozené miizky.

Odhad délkové hustoty L, v fezech hodnocenych struktur vychazi z rovnice:

kde L je namétena délka a 4 je referencni plocha.

Odhad mikrovazalni hustoty O, stanovujeme podle rovnice:

4= ;Q [m™],

kde Q je pocet profilli mikrocév zachycenych na fezu o referenc¢ni plosSe A.

Tabulka 6.1 — Pfehled hodnocenych veliCin, referencnich ploch a pouzitych markert
ve studii lidskych AAA [Eberlova et al. 2013]

mérena veli¢ina (objekt)

plosny podil elastinu

referencni plocha

intima + media

pouzité barveni
nebo imunogen

modifikovany zeleny trichrom

Ax(elastin)
délkovil:(l:asg;:?nslastinu intima + media modifikovany zeleny trichrom
ploénzf(tl)(((i)ﬁg:rllz)lgenu intima + media modifikovany zeleny trichrom
pl“'%:g;f;;ﬁ‘;?;‘;;mytﬁ Lililiny Htl:(()lli;l;u:dvenﬁde’ myeloperoxiddza granulocytl
ploélg’fA[()r(;l(;lzr lglle;;())fégﬁ intima + rrtl:(c)ilis l:ruasldventicie, el e lpraiita
plo§n§i)((;ig;l)ktinu intima + media a-SM aktin
plo§n[}';§)((()igilmdifls)minu intima + media desmin
plo§n§§3?g;';$1§ntinu intima + media vimentin
plﬁlg;?;g?_ BAI_I intima + media + adventicie C-9
PO D). intima + media + adventicie C-20
plo§1§7Az(}l(k1) tPA intima + media + adventicie C-16
mikrovazgl;i hustota intima+media+adventicie CD-31
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6.1.2 Metodika biochemického zpracovani

Piehled proteinii hodnocenych ve sténé a plazmé pacientll s AAA ukazuje tabulka 6.2 Pro méfeni
bylo pouzito multiplexni imunoanalyzy (XMAP technologie) zalozené na principu prutokové
fluorometrie a sekundarni protilatce znacené fluorescenéni molekulou. TIMP-1 a TIMP-2 byly

meieny metodou ELISA.

Tabulka 6.2 — Piehled proteinii méfenych ve tkani a plazmé metodou multiplexové imunoanalyzy
[Eberlova et al. 2013]. Jejich biologicky t¢inek odlisen barevné: aktivatory cerné,

inhibitory modie
prozanétlivy angiogenni
protizanétlivy antiangiogenni elastolyticky kolagenolyticky
IL-6, -8, -12 IL-8 MMP-2, -7, -9 MMP-1
MMP-1, -2, -7, -9 VEGF, EGF
ICAM, VCAM, IL-12
E selektin TIMP-2
VEGF
IL-10
TIMP-1, -2
Osteoprotegerin
Adiponektin
6.1.3 Statisticka analyza

Statistickd signifikance byla stanovena pro hodnotu p < 0,05 (pfi hladin€ vyznamnosti a = 0,05).
Protoze analyza ziskanych dat nepotvrdila jejich normalni rozlozeni (testovano Shapiro-
-Wilksovym W testem), pouzili jsme pro testovani hypotéz neparametrické testy: pro porovnani
zanétlivého infiltratu AAA stény a naléhajiciho trombu jsme pouzili Wilcoxoniiv parovy test, pro
porovnani aort normalnich a aneuryzmatickych, vzorkli fazenych podle velikosti nebo
symptomatologie jsme pouzili Manniav-Whitneyuv test. Pro zjiSténi zavislosti zkoumanych
parametrt byl pouzit Spearmantv koeficient korelace.
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6.2 Histopatologicka kvantifikace prasecich AAA ovlivnénych

atorvastatinem

Ve studii Houdek et al. [pfijato k tisku], Houdek et al. [2012] bylo experimentalni aneuryzma
u prasat domécich (primérnd hmotnost 25 kg, stafi 70—75 dni) vytvofeno kombinaci Gc¢inku
praseci pankreatické elastazy a stenozujici manzety [Moléacek et al. 2009]. Prezivsi zvitata (n = 27)
byla nasledné rozdélena do dvou skupin. Statinové skupin€ (n = 14) byl po nasledujici Ctyfi tydny
podavan atorvastatin v davce 1 mg/kg/den (Atorvastatin Ratiopharm 20 mg, KRKA, Novo Mesto,
Slovenia). Druha skupina (n = 13) byla ponechdna bez medikace. Na konci druhého a ¢tvrtého
tydne byl zvifatim obou skupin ultrasonograficky méfen maximalni rozmér aneuryzmatu. Na
konci ¢tvrtého tydne byla zvifata utracena a byly odebrdny vzorky subrendlni aorty
k histopatologickému hodnoceni. Piehled kvantifikovanych parametra ukazuje tabulka 6.3:

Tabulka 6.3 — Prehled hodnocenych velicin, referen¢nich ploch a pouzitych markert ve studii
prasecich AAA [Houdek et al., pfijato k tisku]

mérena veli¢ina (objekt) referencni plocha

plosSny podil elastinu
Ax(elastin)
délkova hustota elastinu
La(elastin)
plosny podil kolagenu
Aa(kolagen)
plosny podil granulocyti
Ax(granulocyty)
plosny podil makrofagi
Aa(makrofagy)
plosny podil aktinu
Aa(aktin)
plos$ny podil desminu
Ax(desmin)
plosny podil vimentinu
A(vimentin)
mikrovazalni hustota
Qa
tloust’ka intimy a medie
IMT
tloust’ka intimy
IT
relativni vzdalenost cévy od
adventicie (f)

intima + media

intima + media

intima + media

intima + media + adventicie

intima + media + adventicie

intima + media

intima + media

intima + media

intima + media + adventicie

pouZzité barveni nebo
imunogen

modifikovany zeleny trichrom
modifikovany zeleny trichrom
modifikovany zeleny trichrom
myeloperoxiddza granulocytl
makrofagovy kalprotektin
a-SM aktin
desmin
vimentin

CD-31

Zpusob odhadu ploSného podilu, délkové hustoty a hustoty mikrocév byl popsén jiz

v kapitole 6.1.
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Relativni vzdalenost cévy od adventicie f byla hodnocena podle vzorce:
f=dl/dl+d2),

kde d1 je radidlni vzdalenost profilu cévy od zevniho okraje adventicie, d2 pak od lumen.
Hodnota f* tedy roste s hloubkou priiniku vasa vasorum cévni st€énou smérem k intimé.

6.2.1 Statisticka analyza

Statistickd signifikance byla 1 v této studii stanovena pro hodnoty p < 0,05 (pfi hladiné
vyznamnosti o = 0,05). Z vySe uvedenych divodi byly i zde pouzity neparametrické testy. Pro
porovnani vzorkli aort normdlnich, aneuryzmatickych a aort ovlivnénych statiny byl pouzit
Manntv-Whitneytiv test. Pro zjisténi zavislosti zkoumanych parametrii byl pouzit Spearmantv
koeficient korelace.

6.3 Metodika pripravy mikrokorozivnich preparatu

Obecnym pricincipen korozivniho preparatu je naplnéni dutiny polymerizujicim materidlem
anasledné odleptani okolnich tkéni. Korozivni preparat je tedy odlitkem lumina. U cévnich
preparati rozliSujeme vaskularni a mikrovaskuldrni preparat — ten cili na Uroven kapilarniho
recisté a mikrocév, tedy cév o pruméru pod cca 70 um. Kapitola 6.3 a 6.4 je vénovana obecnym
principim ziskdni korozivniho prepardtu cév a mikro-CT zobrazeni. Protokoly z naSich
experimentl jsou uvedeny v kapitole 7.2.

Z naSich zkuSenosti 1 prabéznych konzultaci vyplyva, Ze protokol piipravy korozivnich
preparatli nelze unifikovat [Aharinejad a Lametschwandtner 1992a]. Na pocatku kazdé studie je
nutné metodiku peclivé zvazit. Obecné plati, Ze pii injikaci pryskyfice do cév musime predejit
vzniku koagul a zabranit vzniku turbulentniho proudéni i vzduchové embolie. Vhodnou pryskyfici
volime podle celkové velikosti 1 prasvitu zobrazovaného tecisté (jen nékteré nastfikové hmoty
prochazeji mikrotecistém, mezi sebou se lisi také rychlosti polymerace). Pryskyfici injikujeme do
reCisté v dostateném mnozstvi a co nejblize pozorovanym strukturam. Pii polymeraci i nasledném
odleptavani okolnich tkani musime dbat na prevenci vzniku artefakti. VysSe uvedené kroky
pripravy korozivniho preparatu shrnuje tabulka 6.4

Tabulka 6.4 — Prehled kroki ptipravy korozivniho preparatu u zvitete

krok upresnéni
1. premedikace antikoagulancia, ptipadné vazoaktivni latky
2. anestézie (usmrceni)
3. viplach Felists I;E;j ria;slzéljii ;eii)rli;lg;?;%nym iontovym roztokem fyziologické
4. perfuzni prefixace vhodna jen u elastickych tepen
5. injikace pryskyFice pozor na vybér typu pryskyfice, mista, tlaku a objemu injikace
6. e G ve vodni lazni 12—24 hodin pfi teploté 40—-60 °C
macerace muze byt Uplna nebo castecna
vymyti preparatu

a suSeni preparatu
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6.3.1 Predpriprava napousténého vzorku

Jsou dva hlavni faktory, které mohou kompletni naplnéni vaskularniho fecisté ovlivnit: pfitomnost
srazenin a vazospasmus. Kazdy postup napousténi by proto mél tato rizika zohlednovat
a minimalizovat. Nejbéznéji uzivanou 1ékovou skupinou pro ptipravu mikrokorozivnich preparati
jsou antikoagulancia, konkrétné¢ heparin. Ten se podava zviteti in vivo intravendézné nebo
intraperitonealné, vramci predpifipravy vétStho zvifete se post mortem {eCisté promyva
heparinizovanym solnym roztokem. Pied pouzitim jinych l1ékovych skupin je nutné zohlednit cil
studie. Napf. vazoaktivni latky jsou kontraidikované pro morfologické studie cévniho feciste,
nebot’ méni jeho kvalitu.

6.3.2 Pryskyftice

Pti ptipraveé korozivnich preparati mizeme vybirat ze dvou skupin pryskyfic: akrylatovych nebo
epoxidovych. Oboji jsou toxickd, a je proto pfi manipulaci s nimi nanejvy$ vhodné pouZivat
ochrannych pomticek. Pro vyplnéni celého cévniho fecisté je u daného média nezbytné sledovat
nasledujici parametry:

vhodna, dostate¢né nizka viskozita

rychlost polymerace

rezistence vi¢i macera¢nim ¢inidlim

elektrokonduktivita, piipadné radioopacita (dle metody nésledné vizualizace)

Viskozita je hydrodynamickou vlastnosti kapaliny. Je ovlivnéna strukturou a interakcemi
mezi molekulami, tedy také teplotou. Dulezitost viskozity pro reologické vlastnosti kapaliny
ukazuje Poiseulletiv zakon,

_ Apnra
- 8lp

kde pritok kapaliny Q je ptimo imérny tlakovému gradientu uvniti trubice 4dp a Ctvrté
mocning jejiho poloméru r, nepiimo umérny pak viskozit¢ p a délce trubice /. Vidime,
ze s rostouci viskozitou 1 délkou trubice klesa prutok injikovaného média, coz zabraniuje plnéni
malych cév. Naptiklad zvétSeni poloméru kanyly z 1 na 1,2 priitok zdvojnasobi. Proto se snazime
ovlivnit vybérem mista injikace 1 slozenim injekéniho setu). Viskozita odlitkovych médii se
pohybuje v fadech desitek cP (tabulka 6.5), pro srovnani voda ma ve 20 °C viskozitu 1 cP, krev
2-3 cP.

Viskozitu pryskyfice ovliviiuje cela fada faktord, véetné délky a zplisobu skladovani. Proto
je velmi vhodné testovat rychlost polymerace v malém objemu pied kazdym experimentem. Vyssi
viskozita vede k rychlej$i polymeraci, v extrémnim piipad€ ztuhnuti latky jesté pted jeji tplnou
injikaci. Na preparatu pak pozorujeme prstovity tvar konci odlitki v mistech, kde pryskyfice
neprosla celym fecistém. Naopak pftili§ nizkéd viskozita dosazena malym mnozstvim katalyzatoru
muze byt pfi¢inou neuplné polymerace, na preparatu pak pozorujeme prosakovani pryskytice do
intersticia (obrazek 7.4, 7.5). Manipulacni Cas lze prodlouzit nizkou teplotou vstupnich latek
a mens$im mnozstvim pfidaného katalyzatoru.
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Tabulka 6.5 — Priklady odlitkovych médii a jejich vlastnosti

druh . . . oz
- . , ..., viskozita ~manipulacni v .
nazev, vyrobce nastrikové v dalsi vlastnosti
, (cP) cas
latky
Mercox II je dvouslozkova
pryskyfice, jeji hlavni vyhodou
je snadna manipulace. Zasadni
-~
Ladd 'R.esearch, akrylatgva 10-15 Varvl,abﬂm’ Maximalni objem vhodny
Williston, pryskyfice v fadech r v v
. k nasttiku je 20 ml, u vyssiho
Vermont, USA minut . o, S
objemu vznika extrémni
exotermicka reakce. Pro
mikro-CT jevi dostate¢nou
radioopacitu.
Vyhodou Bioduru E20 je
Biodur E20 ohebnost zpolymerované
Biodur products, epoxidova vyrobce . pryskyfice, dlouhy
. o 1 40 minut . MY oy
Heidelberg, pryskyfice neuvadi manipulaéni cas a relativné
Germany nizka cena. Pro mikro-CT ma
vybornou radioopacitu.
Microfil MV-120
Flow Tech, Inc., olovem Neni vhodny pro korozivni
Carver, obohaceny 25 20 minut zpracovani. Vyhodou je velmi
Massachusetts, silikon vysoka radioopacita.
USA
6.3.3 Priprava mista pro injikaci

Rovnéz i vybér mista vstupu do fecisté musi zohlednovat cil prace. Chceme-li ziskat korozivni
preparat celého cévniho systému, je u malych zvifat nejvhodnéjSim mistem vstupu leva (ptipadné
spolecnd) komora. Zamyslime-li ale vyplnéni cév konkrétniho organu, pak vybirdme logicky
organové specifickou nutritivni nebo funkéni cévu. Obecnym pravidlem je zavadét kanylu co
nejbliz cilovému objektu (viz Poisselietiv zdkon — zvySujeme tim prutok, také minimalizujeme
riziko nezadouciho odtoku média cestou kolateral). Jak jiz bylo zminéno, m¢la by Sitka kanyly
kopirovat prusvit kanylované cévy. Konec kanyly by nemél byt ostry ani kdnicky, jeho tvar by mél
maximalné¢ snizovat riziko vzniku turbulentniho proudéni i1zhmozdéni cévy (v naSich
experimentech jsme u mysi pouzivali zabrouSenou injekéni jehlu, pro kanylaci v. portae prasete
zastfizeny Nelatonv katetr). Kanylaci malych cév je nutno provadét pod mikroskopickou
kontrolou za pouziti mikroinstrumentéria véetné mikrokanyly a mikromanipulatoru.

Injikace levou srde¢ni komorou pii soucasném otevieni pravé sin€ pro zajisténi odtoku
vytla¢ovaného obsahu je metodou volby pro naplnéni celého vaskuldrniho systému u malych
zvirat, avSak sohledem na pfitomnost chlopni, ¢etné anastomdzy a zkraty je uplné napusténi
reCisté velmi obtizné. Injikace ascendentni aortou je pro celkové naplnéni vhodnéjsi, pfi
podvazu hrudni aorty plnime hlavu, krk, trup a horni koncetiny. Katetr se zavadi po jemné incizi
svalovinou levé komory nad aortalni chlopeni (obrazek 6.2). Pro naplnéni bfisniho fecisté a dolnich
koncetin je mistem vstupu bfiSni ¢ast aorty. Pro vytvofeni korozivniho preparatu cév plic u savci
zavadime kanylu do vena cava inferior, pro odtok vytvaiime otvor v levé sini. Pfi napousténi
jednotlivych organi je uz pfi jejich odbéru nutné dbat na prevenci vzduchové embolie, nebot’ ta
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znemoznuje prostup média cévnim stromem. V idealnim piipadé vypreparujeme cévu jesté in situ,
tedy pfed vyjmutim orgénu, pfedejdeme tim i nezddouci retrakci tepenné stény po jejim protéti.

Obrazek 6.2 — Nastiiku ascendentni aortou (A), schéma vedeni jehly (B)

6.3.4 Ziaklady perfuze a perfuzni techniky

At uz pro dalsi zobrazeni korozivniho preparatu vybereme jakoukoli metodiku, pro jeho kvalitu
a vypovédni hodnotu ma zasadni vyznam stupenl naplnéni a co nejmensi piitomnost artefakt. Ty
mohou vzniknout v jakékoli fazi ptipravy preparatu — vybérem perfuzatu, preparaci, prefixaci,
vlastni injikaci nebo pii polymeraci. Pfi samotné perfuzi hraji roli tyto faktory: perfuzni tlak
a rychlost pritoku, teplota, osmolalita (viskozita) a chemické slozeni perfuzatu.

Abychom ziskali odlitky odpovidajici stavu in vivo, m¢l by se perfuzni tlak blizit tlaku
piirozenému. Ovsem s ohledem na Poisseuilletiv zdkon a relativné vysokou viskozitu pryskytic by
mél a mize byt aplikacni tlak vyznamné vyssi, aniz by doSlo k traumatizaci cév. Pro spolehlivé
vyplnéni mikrofecist€¢ by objem injikované pryskyfice mél byt alespon dvakrat vétSi nez
pfedpokladany objem feciSté. Po ukonceni injikace ponechdvame kanylu v misté vpichu
a ligujeme vystupni cévu, dokud nepozorujeme znamky tuhnuti. Poté prenddme preparat do vodni
lazné¢ o pokojové teploté, abychom zabranili vzniku artefaktli zplisobenych kompresi. Zde
nechavame napustény preparat polymerovat v fadu hodin. Pro urychleni polymerace je mozné
zvysit teplotu vodni 1azné az na 60 °C.
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6.3.5 Chemické roztoky pro maceraci

Chemické roztoky pro maceraci mohou byt alkalické, kyselé, ptipadné lze pro Setrnéjsi odstranéni
okolni tkan¢€ pouzit enzymy. Délka macerace pak zavisi na koncentraci roztoku, teploté a frekvenci
vymény maceracniho roztoku. V neposledni fad€ i na velikosti preparatu a typu tkané, coz ve
vysledku znamena ¢asovy rozptyl mezi nékolika hodinami az dny. Ohledné¢ macerac¢ni teploty lze
fici, ze by neméla prekrocit 40 °C — u vyssi teploty hrozi poSkozeni odlitku. Nizsi teploty
odleptavani zpomaluji. Koncentraci korozivniho agens musime pfizplsobit pozadovanému
vysledku, typu tkané i1 kvalité pouzité pryskyfice tak, aby odleptdvanim nedoSlo k jejimu
poskozeni. Dal§i proménnou je délka macerace. Obecné plati, Ze poskozeni vzorku hrozi
u macerace rychlé, ktera je potencovana agresivnéjsi roztokem nebo vyssi teplotou. Pomalejsi
macerace by vzorek neméla poskodit, ovsem kvalitu preparatu je nutné zkontrolovat, aby nebyl
kontaminovén zbytky tkdni. Macera¢ni roztok ménime denné.

6.4 Mikro-CT

Mikro-CT (Micro Computed Tomography) je zobrazovaci metoda, ktera pomoci rentgenového
zafeni umoznuje diferenciaci struktur s rozdilnou absorbci zafeni. Podobné jako u béZného CT je
zkoumany objekt prozaren v jedné roviné z nejriiznéjsich uhli, plosny fez je nasledné pocitacove
zrekonstruovan. Zatimco se maximalni rozliSeni u béZzného CT pohybuje kolem 0,4 mm, umoZiiuji
nejnovejsi in vivo mikro-CT pfistroje rozliSeni 100-30 pm, ex vivo pak az v tadech nanometra
[Zagorchev et Mulligan-Kehoe 2009]. In vivo mikro-CT (jinak také mini-CT) skenery jsou
konstruovany pro CT obvyklym zplisobem - skenovany objekt je fixni, rotuji detektor a rentgenka —
jejich vzdalenost je ddna vyrobcem a vétSinou je neménnd [Schambach et al. 2010]. NiZsi rozliSeni
u in vivo mikro-CT je ovlivnéno nutnosti omezeni délky skenovaciho Casu a radiacni zatéze.
Vysetfeni pro ziskani ptehledového skenu o rozliSeni (pixel size) 10 pm trva asi 1 hodinu,
skenovani s rozlisenim 1 um asi 24 hodin. Ex vive mikro-CT pfistroje jsou konstruovany odlisn¢ —
rotuje vySetifovany objekt (RTG paprsek svird s osou pohybu vzorku pravy uhel), rentgenka
1 detektor jsou staciondrni. S ohledem na pozadované rozliSeni a velikost vzorku je ale mozné jejich
vzdalenost ménit. Velikost vySetfovaného vzorku by meéla byt 500-1000x vétsi nez velikost
pozadovaného detailu. VySetteni mikro-CT je dvoustupiiové. V prvni fazi ziskavame 2D obrazy
objektu (s rozliSenim obdobnym histologickému preparatu v mikroskopickém obraze), ty mohou
byt nasledné upraveny odstranénim artefaktl, segmentaci nebo prahovanim, a pouzity pro 3D
rekonstrukci. NaSe vysledky ukézaly, ze mikro-CT snimky mohou byt pouzity i pro ulely
interaktivni kvantifikace. Technikami pouzivanymi v kvantitativni histologii jsme z CT skeni
urcovali délku, délkovou hustotu, tortuozitu, objemovy podil a povrchovou hustotu cév
[Tonar et al. 2012].

6.4.1 Kontrastni latky

Mikro-CT zobrazeni bylo testovano (aplikovdno) jiz na vétSin€ typi tkani [Schambach et al.
2010], pro studium cév nabizi jedinecnou moznost 3D zobrazeni struktur s rozlisenim pod 1 um
vcetné moznosti diferenciace novotvorby cév [Zagorchev et al. 2010]. Nativni cévy jsou pro
rentgenova vysetfeni malo kontrastni, pro jejich zobrazeni je nutnd aplikace rentgen-kontrastni
latky. Ta by kromé radioopacity u aplikace in vivo méla byt co nejméné toxicka, méla by
prostupovat cévnim stromem, avSak co nejméné do okolnich tkani. Bézn¢ uzivany, ve vodé
rozpustny iodidovy kontrast je proto malo vhodny. Pro potieby mikro-CT se pouZzivaji
makromolekularni kontrastni latky [Barrett et al. 2006], ve kterych jsou molekuly rentgen-
-kontrastniho agens navazany napt. na plazmatické proteiny [Montet et al. 2006] nebo liposomy
[Montet et al. 2007] tak, aby byla béhem vySetfeni zajisténa jejich dostatecnd koncentrace. Prehled
nami testovanych pryskyfic (polymeri) uvadi tabulka 6.5.
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7 Vysledky
7.1 Hlavni vysledky a nalezy

7.1.1 Morfologie aneuryzmatu lidské aorty

Vysledky nasi studie [Eberlova et al. 2013] nas vedou k zamitnuti vSech vychozich nulovych
hypotéz (viz kapitola 5), obrazek 7.1:

e Sténa normalni aorty obsahuje ve srovnani s aneuryzmatickymi vzorky vice kontraktilnich
elementll, vice elastinu a vy$s$i mnozstvi PAI-1. Podil kolagenu byl naopak vyssi ve vzorcich
aneuryzmatickych aort. Normalni aorta je vice vaskularizovana.

e Aneuryzmaticka sténa vykazovala ve srovnani s naléhajicim trombem vétsi zanétlivy infiltrat.

e Plosny podil aktinu a vimentinu je nejvyssi u stfedné velkych aneuryzmat (5-7 cm), pocet
profild mikrocév se s velikosti AAA zvySuje, nejvice vaskularizovand jsou velka aneuryzmata
(> 7 cm). Ve sténé aneuryzmatu této skupiny pacientl jsme prokézali i zvySenou expresi VEGF
a IL-8, v trombu pak zvySenou expresi VCAM-1 a ICAM-1. Mnozstvi VCAM-1 bylo vyssi ve
sténé pacient s malym AAA (<5 cm).

e PloSny podil granulocytli a makrofagh byl piekvapivé vySs$i u pacientl s asymptomatickym
AAA. Tato skupina pacientll vykazovala i zvySenou fibrinolyzu - ve stén¢ asymptomatickych
pacientll jsme prokdzali nizsi ploSny podil PAI-1 a naopak vys$si pozitivitu tPA. V trombu
asymptomatickych pacientl byla vyssi exprese VCAM-1 a MMP-2, hladina MMP-9 byla vyssi
v trombu pacientli s rupturou.

o Vysledky korelace histopatologickych a imunoanalytickych dat ukazuji stfedné silnou
(0,4 <R <0, 6) nebo silnou (R > 0, 6) korelaci u nésledujicich parametri (tabulka 7.1 a):
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Tabulka 7.1 a — Pfehled Spearmanovych koeficientii korelace R > 0,4 pfi p < 0,05 u kvantitativnich
parametrii hodnocenych ve sténé (trombu) lidskych AAA
ve studii Eberlova et al. 2013.

> .
. F -
CHE- S = £ 5 E : ) ]
L 025 3 3L %L i oz 8% %% 2% 2% 23
<5 4% O <45 <8 «F «&8 =28 2 =& EE EE
L(elastin), 0,94 ns. n.s. 0,35 n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. 0,37
int+med
A(elastin), - n.s. n.s. 0,32 0,35 n.s n.s. n.s n.s n.s n.s 0,35
int+med
A (kolagen), - n.s. n.s. -0,30 n.s. n.s. n.s. -0,36 n.s. n.s. n.s n.s
int+med
A(makrofagy), - 0,43 0,39 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
stena
A (g ranulocyty), - - 0,46 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,43 n.s. 0,47 n.s. —0,44
stény
Qa, - - - n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,32 n.s. n.s.
stena
A x(aktin), - - - - 0,37 0,33 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,44 n.s.
int+med
A(desmin), - - - - - n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,33 n.s.
int+med
A (makrofagy), - - - - - - 0,41 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
trombus
Aa(granulocyty), - - - - - - - n.s. 0,42 n.s. n.s. n.s.
trombus
IL6, - - - - - - - - n.s. n.s. n.s. —0,48
stena
ILS, - - - - - - - - - 0,31 n.s. n.s.
trombus
MMP-1, - - - - - - - - - - n.s. n.s.
trombus
MMP-2, - - - - - - - - - - 0,35 n.s.
stena

Aa — plosny podil, Ly — délkova hustota, Qs — mikrovazalni hustota, int+media — intima
a media, n.s. — nesignifikantni korelace (|R| < 0,3)

Obrazek 7.1 [Eberlova et al. 2013] — Kvantitativni histopatologie aortdlni stény a trombu.
Oznacen median a interkvartilové rozpéti (25.—75. percentil). Za statisticky signifikantni byly
povazovany rozdily * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. A, B: plo$ny podil elastinu, kolagenu,
aktinu a desminu v intimé¢ a medii (L = levé osa); plosny podil PAI-1 a pocet profili mikrocév na
jednotku plochy ve stén¢ (R = prava osa). C: Porovnani plo$ného podilu makrofagh
a granulocytl ve sténé a v naléhajicim trombu. D: Plosny podil aktinu a vimentinu ve stén¢ (leva
osa) a pocet profili mikrocév na jednotku plochy (prava osa) v malych, stiednich a velkych
AAA. E: Plosny podil granulocytl, makrofagi, PAI-1 a tPA ve sténé¢ symptomatickych
a asymptomatickych AAA. F, G, H: Koncentrace proteini IL-8, VEGF, MMP-2, MMP-9,
VCAM-1 a ICAM-1 v homogenatech AAA stény (F) a naléhajiciho trombu (G, H).
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Tabulka 7.1 b — Popis korelujicich parametra z tabulky 7.1 a — pozitivni korelace ¢erné, negativni
korelace ¢ervené, vpravo citace studie s podobnym vysledkem.

korelujici parametry drive publikované vysledky
plosny podil elastinu délkova hustota (}elk_oxl/ﬁ h}lll itOta i]e pro Qetevk'cvz} fragmentacev
ve sténd clastinu ve sténd elastickych lamel senzitivn€jsi parametr nez
plosny podil [Kochova et al. 2009]
plosny podil plosny podil
granulocytd ve sténé  makrofagi ve sténé vy$si zanétlivy infiltrat v medii AAA kryté
plosny podil plosny podil trombem [Kazi et al. 2003]
granulocytl v trombu  makrofagl v trombu
plosny podil pocet profil zanétlivy infiltrat pozitivné koreluje
granulocytil ve sténé mikrocév ve sténé s neovaskularizaci [Reeps et al. 2009]
plosny podil i ‘x -
sl e S IL-6 ve sténé podobny vysledek nenalezen
plosny podil IL-8 v trombu prokazéana kolokalizace IL-8 a neutrofila
granulocytd v trombu v lumindlni vrstvé trombu [Houard et al. 2009]
plosny podil i IL-8 zvysil chemotaxi zpisobenou MMP-1
granulocyti ve sténé MMP-1 v trombu [Estrada-Gutierrez et al. 2011]
plOSﬂi’/é):éﬁé&ktll’lu TIMP-1 v trombu TIMP-1 inhibuje apoptdézu [Chirco et al. 2006]
Plosny BOSI | IIMPL2 ve stene | | TIMPL2 inhibujc angiogenczi [Scolct alh 2003]
granulocytil ve sténé
IL-6 ve sténé TIMP-2 ve sténé podobny vysledek nenalezen
7.1.2 Morfologie modelu prasec¢iho AAA

Také vysledky studie [Houdek et al., pfijato k tisku, Houdek et al. 2012] zkoumajici vliv
atorvastatinu na experimentalné vytvorené AAA u prasete nas vedou k zamitnuti obou nulovych
hypotéz (kapitola 5, obrazek 7.2). Intima a medie normélni aorty obsahuje nejen vice elastinu, ale
i kolagenu, aktinu a desminu. Atorvastatinem neovlinéna aneuryzmata vykazuji ve stejné
referencni ploSe vyS$i vimentin pozitivitu. Ve sténé stejné skupiny vzorkl jsme prokazali véEtsi
zanétlivy infiltrat, ztluStélou intimu i medii. Hustota vasa vasorum byla vétsi ve stén€ normalnich
aort, jejich distribuce blize adventicii.

Aorta statinem ovlivnénych prasat obsahovala vice elastinu, vice kontraktilnich elementd,
méné¢ vimentinu. Také hustota cévnich profilti byla vyS$i u statiny ovlivnéné skupiny, jejich
distribuce ptfevazovala v zevni vrstvé aorty. Atorvastatin zabranil vzniku neointimy, zmirnil
zbytnéni médie 1 riist aneuryzmatu. Zanétlivy infiltrat se se statinovou 1é€bou nezménil.

Tabulka 7.2 ukazuje piehled stiedné siln€ a siln¢ korelujicich kvatitativnich parametra
[Houdek et al., pfijato k tisku]. Mnozstvi elastinu v intim¢ a medii korelovalo pozitivné s ploSnym
podilem aktinu ve stejné referencni plose, plosny podil aktinu pak koreloval pozitivné s ploSnym
podilem desminu. Pocet mikrocév ve sténé praseCtho AAA koreloval pozitivné s mnozstvim
elastinu a aktin-pozitivnich elementi v intimé¢ a medii. Tloustka intimy a medie korelovala
pozitivné s plosnym podilem makrofagh ve sténé AAA a vimentin-pozitivnich bunc€k v intimé
a medii. Naopak, ¢im vice bylo ve sténé¢ mikrocév, tim tenc¢i byla intima a medie. Tloustka intimy
a medie negativné korelovala s ploSnym podilem elastinu a kolagenu, tloustka samotné intimy pak
s plosSnym podilem elastinu a aktinu v intimé a medii. TlouStka intimy pozitivné¢ korelovala
s tloustkou intimy a medie.
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Obrazek 7.2 [Houdek et al., pfijato k tisku] — Kvantitativni hodnoceni stény normalni,
aneuryzmatické a atorvastatinem ovlivnéné praseCi aorty. Za statisticky signifikantni byly
povazovany rozdily * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. A. Plosny podil (leva osa) a délkova
hustota (prava osa) elastinu v intim¢ a medii. PloSny podil kolagenu a vimentinu (B), aktinu
a desminu (C) v intim¢ a medii. D. PloSny podil granulocyt a makrofagi ve sténé porovnavanych
skupin. E. Mikrovazalni hustota (leva osa) a relativni vzdalenost mikrocév vasa vasorum od
adventicie (prava osa). Tloustka intimy (prava osa) a intimy + medie (leva osa).
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Tabulka 7.2 [Houdek et al., pfijato k tisku] — Pfehled Spearmanovych koeficientl korelace R > 0,4
pii p < 0,05 u kvantitativnich parametriit hodnocenych ve stén¢ elastazou indukovanych prasecich

AAA

Uniemed __imimed __miomed @/ MT 1
A x(elastin), int+med 0,83 0,58 n.s. 0,66 -033 -0,42 -0,54
A (kolagen), int+med n.s. n.s. n.s. n.s. -0,31 -0,49 n.s.
L(elastin), int+med - 0,58 n.s. 0,43 n.s. n.s. -0,52
A(aktin), int+med - - 0,52 0,54 n.s. n.s. -0,46
Aa(desmin), int+med - - - n.s n.s n.s n.s.
Aa(vimentin), int+med - - - n.s. n.s. 0,44 n.s.
A (granulocyty), sténa - - - n.s. n.s. n.s. n.s.
A s(makrofagy), stena - - - n.s. n.s. 0,47 n.s.
Qa - - - - n.s. -0,57 n.s.
f - - - - - n.s. n.s.
IMT - - - - - - 0,59

A — plosny podil, Lo — délkova hustota, Qa — mikrovazalni hustota, f — relativni vzdalenost
mikrocév od adventicie, IMT — tloustka intimy a medie, IT — tloustka intimy, int+media — intima
a media, n.s. — nesignifikantni korelace (|R| < 0,3)

7.2 NaSe zkuSenosti s mikrokorozivnimi preparaty

Cilem naSeho usili bylo rozsifit spektrum metodik zkoumani aortalni stény, konkrétné aortalnich
vasa vasorum.

7.2.1 Nastrik mySi
Cil: Praktické osvojeni anatomie mysi, vytvoreni mikrokorozivniho preparatu.

Uvod: U mysi je vytvofena dlouha a substernalné dobie piistupnd vena cava inferior, zatimco
aorta se svym obloukem v hornim mediastinu rychle zanofuje a pokracuje sestupnou ¢asti
paravertebralné.

Metoda a material: Dospéla samice Wild, B6CBA, hmotnost 30 g, byla uspana Thiopentalem
(aplikovan intraperitonealn¢), nasledné bylo intraperitonedln¢ aplikovano 500 UI heparinu.
Odstizenim skeletu ptedni stény hrudniku byl zjednan Siroky pfistup (obrazek 7.3 A) a aplikovana
2. davka heparinu (500 UI intraperitonealng). I ptesto, ze jsme pracovali pod lupou, nebylo mozné
spolehlivé rozlisit struktury malého a velkého ob&hu. Abychom odlisili aortu, rozhodli jsme se pro
injikaci tuse do levého srdce [Kachlik a Hoch 2008]. Nasledn¢ jsme provedli podvaz hrudni ¢asti
sestupné aorty v zadnim mediastinu, bylo nasttizeno ousko pravé sin€. Do tusi oznacené cévy byla
zavedena pryskyfici pfedplnéna kanyla (pryskytice Mercox II: 10 ml pryskyfice smichano s 0,2 g
katalyzatoru), obsah byl vstiikovan do tecist¢ (aorty?) za pouziti mikromanipuldtoru (obrazek
7.3 B). Po ukonceni aplikace jsme jehlu odstanili a zvife bylo ponofeno na 12 hodin do vodni
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lazné o pokojové teploté. Poté bylo provedeno odleptani mékkych tkani 24 hodinovou lazni v 15%
roztoku KOH.

Obrizek 7.3 — Siroké otevieni hrudniku (A), pouZiti mikromanipularotu pro nastiik
pryskyfice (B)

Obrazek 7.4 — Piehledové skeny mikro-CT vysSetieni levé plice mysi, vyliti pryskyfice
do pleuralni dutiny oznaceno Sipkou (A, B). Cervend barva odpovid4d mistim o vyssi
hustoté cév (B). Métitko 5 mm (A, B).

65



Obrazek 7.5 — Mikro-CT vysSetieni korozivniho preparatu plicni cirkulace levé plice mysi,
horizontalni fez; mé&fitko 5 mm.

Vysledek: Prostym okem vidime odlitky cév obou plicnich lalokli, srdce a ¢astecné i mozku.
Mikro-CT vySetfeni ukdzalo plné naplnéni plicni mikrocirkulace, je patrny masivni prestup
pryskyfice do intersticia (obrazek 7.4, 7.5).

Diskuse: Pfi injikaci tuSe ziejmé& doSlo k propichnuti mezikomorové piepdzky a retrogradnimu
naplnéni dolni duté zily, kam byla injikovana i pryskytice. Vznikl tak preparat plicni cirkulace.

7.2.2 Korozivni preparat portalniho reciSté jater prasete

Cil: V ramci studie zamétené na zvySovani resekability malignich loZiskovych procest v jatrech
jsme optimalizovali protokol pro ziskani korozivniho preparatu jaternich cév. Data ziskana
z mikro-CT skenli maji byt pouZita pro vytvoieni modelu jaterni perfuze.

Metoda a material: Za soucinnosti anesteziologa a chirurgického tymu bylo prase o hmotnosti
25 kg uvedeno do celkové anestézie (pouzit azaperon 4 mg/kg, thiopental 5 mg/kg, ketamin
1 mg/kg, fentanyl 0,04 mg/kg).

Operacni protokol: Do dutiny byl bfisni zjednan pfistup z horni stfedni laparotomie rozsifené
pod pupek, poté protazena hadicka kolem ligamentum hepatoduodenale pro ptipadny Pringletv
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manévr. Jatra uvolnéna ze zavésu pii falx fibrosa hepatis, protato omentum minus, zpfistupnéna
vena cava inferior (VCI) nad jatry. Preparujeme v. portae tak, Ze provadime ¢aste¢ny Kochertiv
manévr a jsme schopni si piipadné portalni zilu zajistit nad soutokem vena mesenterica superior
avena lienalis. Obchazime ji a zajiStujeme hadickou. Preparujeme a. hepatica communis
s vétvemi. Zajistény na hadi¢ce. Preparujeme kmen VCI pod jatry az k renalnim zilam, nad nimi
VCI obchédzime a zajiStujeme hadiC¢kou. Poddvame Heparin 30 000 UI i.v. Poté provadime
nastfizeni branice véetné podvazu branicnich zil tak, aby byl vytvofen dostate¢ny prostor pro cévni
svorku nad jatry a nedoSlo ke kompresi jaternich Zzil. Nakldddme cévni svorku na VCI
v mediastinu a dal$i na VCI nad renalnimi zilami. Provadime venotomii VCI, ji zavadime dva
katetry pfipravené z infuzniho setu sestfizenim koncovky a fixujeme je ligaturou. Zahajujeme
proplach izotonickym roztokem (Hartmann 4 000 ml, chlazeny, zbaveny piipadnych bublinek)
s Heparinem (10 000 UI na kazdy litr). Na cévni svorce protiname ligamentum hepatoduodenale,
abychom zajistili drendz proplachového roztoku jak v. portae, tak a. hepatica — obé smérem
k jatrim ponechany bez svorky. Béhem asi dvou minut dochédzi k vyblednuti jater, pomaly
praplach ukoncéujeme az po vytékani Ciré tekutiny (obrazek 7.6).

Priprava korozivniho preparatu: Jatra jsme po pfedchozim podvazu hlavnich cév vyjmuli
z dutiny bii$ni. VSechny nasledujici kroky byly provadény z diivodu prevence vzduchové embolie
pod vodni hladinou. Do v. portae jsme zavedli Nelatoniiv katetr a uvolnili suturu z VCI. Namichali
jsme celkem 435 ml pryskyfice Biodur E20 (Biodur products, Heidelberg, Germany) v poméru
300 g E 20, 135 g E 2(0), ptidano 0,5 g zluté barvici pasty. Pryskyfice byla injikovana do
v. porate, nastfik byl ukon€en poté, co jsme pozorovali jeji vytékani z VCI. Doba tuhnuti byla asi
40 minut. Napustény preparat byl ve vod¢é ponechéan ptes noc (obrazek 7.6). Druhy den byla jatra
pfendana do 15% KOH a ponechdna 48 hod v termostatu pfi teploté¢ 40 °C. Roztok KOH byl
meénén po 24 hodinach.

Obrazek 7.6 — Priprava jater k hepatektomii (A), kanylace v. portae (B), preparat jater pred
zaCatkem koroze (C)

Vysledek: Po odleptani mékkych tkani je patrné vyplnéni cév vSech lalokl véetné a. hepatica
communis (obrazek 7.7 A).
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Obrazek 7.7 — Mikro-CT vySetfeni vzorku (B) z korozivniho preparatu
jaterniho fecisté¢ (A). Odlitek pryskyfice kopiruje cévni lumen, nejmensi
prisvit zachycenych cév (jaternich sinusoid) pfi plném naplnéni fecist¢ byl
asi 20 pum. Méfitko 5 cm (A), 1 mm (B).
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7.3 Diskuse

Jako nejvyznamnégj$i hodnotime vysledky spojené s analyzou vzorkd aneuryzmatickych aort
asymptomatickych pacientli. Ty vykazovaly ve srovnani se symptomatickymi pacienty vyssi
plosny podil granulocytti, makrofagt, jako i tkdnového aktivatoru plazminogenu. Exprese PAI-1
byla u této skupiny pacientli naopak niz$i. Asymptomaticka aneuryzmata tedy vykazovala véEtsi
zanétlivy infiltrat i zvySenou fibrinolyzu i pfesto, ze vice nez 80 % téchto pacientii bylo v dobé
operace léceno léky s protizanétlivym ucinkem. Tento jev pfi¢itdme skrytému, a tedy nejspis
i delsimu pribéhu onemocnéni.

Vysledky obou nasich kvantitativnich studii [Eberlova et al. 2013, Houdek et al., piijato
k tisku, Houdek et al. 2012] naznacuji morfologické rozdily mezi lidskym a modelovym AAA,
tedy 1 jistou omezenost interpretace vysledkl u experimentalniho modelu AAA prasete. Zatimco
ve vzorcich lidského AAA bylo ve srovnani s normalni aortou vice kolagenu, u prasat
s indukovanym aneuryzmatem byl plosny podil kolagenu ve ztlustélé intim¢ a medii nizsi nez
u zdravych zvitat. Déle byl ve stén¢ experimentalniho aneuryzmatu vyssi ploSny podil granulocytt
a makrofagl, lidskd AAA ve srovnani se zdravou aortou rozdil v zanétlivém infiltratu v intimé
a medii nevykazovala. V neposledni fad€ jsme u prasecich aneuryzmat nezaznamenali pfitomnost
trombu, ten ale doprovazi vétSinu lidskych AAA. Hustota vasa vasorum, mnozstvi elastinu
a kontraktilnich elementii byly ve srovndni s aneuryzmatickymi vzorky shodné vyssi u normalnich
aort lidskych i prase¢ich. Je velice zajimavé, Ze podavani statini neovlivnilo velikost zanétlivého
infiltratu, ackoli davka 1 mg/kg je vyssi nez obvykla.

Ackoli z vysledkl korelace hodnocenych parametri nelze odvozovat pricinnou souvislost,
a sténou nebo vztah mezi zanétem a angiogenezi AAA. Vysledky obou nasich studii ukazuji velmi
silnou korelaci mezi plosnym podilem a délkovou hustotou elastinu v intimé a medii. Také plosny
podil elastinu v obou studiich pozitivné koreloval s plosnym podilem aktinu a desminu, tedy
kontraktilnich elementi ve stejné referencni ploSe. Jak jiz bylo zminéno, ve sténé
experimentalniho AAA jsme ve srovnani s normalni aortou prokazali méné kolagenu. V této
souvislosti jsou zajimavé i vysledky korelaci. Ty naznacuji, Ze se plo$ny podil aktinu vyznamné
snizuje zejména v medii. S pfibyvajici tloustkou intimy a medie klesa také hustota vasa vasorum,
exprese vimentinu se naopak zvySuje. Vysledky tedy naznacuji, Ze tibytek vasa vasorum muize byt
relativni, zptisobeny zmnozenim intersticialni hmoty, napf. proteoglykanti ve ztlustélé intime
a medii.

V morfologii AAA existuje celd fada nepotvrzenych nebo spornych hypotéz. Fragmentace
elastinu a ubytek kolagenu jsou povazovany za zdkladni faktory vzniku a progrese AAA
[Sakalihasan et al. 1993, Dobrin et Mrkvicka 1994], v nasi studii [Eberlova et al. 2013] se obsah
téchto proteint s velikosti AAA neménil. Rozdil obsahu elastinu v hrudni a bfiSni Casti aorty byl
popsan ve studii Wolinsky et Glagov [1969] a je povazovan za zakladni pfi¢inu abdominalni
predilekce tohoto onemocnéni. AvSak pilotni morfometrickd studie autorti Tonar et al. [2005 a, b]
hodnotici rozdily hrudni a bfi$ni ¢asti aorty prasete neprokazala intra- ani interidividulani rozdily
v relativnim podilu elastinu obou casti aorty, jen mensi tlouStku elastickych lamel v bfiSnim
segmentu. Vysledky nasi posledni studie [Eberlova et al. 2013] nepotvrdily ani nékteré dalsi
vysledky znaSich pfedchozich studii: exprese PAI-1 byla niz8§i u asyptomatickych AAA |[cf.
Kiizkova et al. 2009], zanétlivy infiltrat byl vétSi u asymptomatickych pacientt [cf. TreSka et al.
2002]. Tyto rozdily mohou byt zplisobeny rozdilnym poctem probandt, ale i rozdilnosti spektra
sledovanych zanétlivych elementd.

Vysledky obou nasich studii ukazaly, Ze mikrovazalni hustota byla ve sténé¢ normalni aorty
signifikantn¢é vyssi nez ve stén¢ aorty aneuryzmatické (obrazek 7.1, 7.2). Podobny nalez popsal
Acoltzin et al. [2004] ve studii srovnavajici vaskularitu aorty normalni a aterosklerotické. NaSe
vysledky ukazuji, ze vaskularita aneuryzmatické stény rostla s velikosti AAA [Eberlova et al.
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2013], vyskularita malych AAA je tedy vyrazné niz8i nez u normalni aorty. Tento ndlez naznacuje
vyznam hypoxie pti vzniku AAA. Nami pocitany parametr mikrovazalni hustoty je definovan jako
pocet profili mikrocév na jednotku plochy [Tonar et al. 2010], jeho sniZeni ve stén¢ AAA muze
byt proto zplisobeno i zvétSenim plochy pii dilataci stény (nejpravdépodobnéjsi u malych AAA)
nebo zmnozenim mezibunééné hmoty (u stiednich AAA doprovazené zvysSenou vimentin-
pozitivitou). Tloustku stény jsme u pacientd s AAA neméfili, avSak zmnozeni kolagenu v medii
bylo patrné ve vSech hodnocenych vzorcich. Sténa intimy i medie byla vyznamné hypertroficka
u experimentalniho AAA prasete (obrazek 7.2). Dalsim faktorem, ktery mlize vysledek hustoty
mikrocév ovlivnit, je jejich prostorova orientace. V patologiich cévni stény ptibyvaji vasa vasorum
druhého tfadu [Kwon et al. 1998], kterd maji cirkularni pribéh a maji tedy nizs§i pravdépodobnost
zachytu pfi transverzalnim fezu cévni sténou [Tonar 2007]. ZvySovani mikrovazalni hustoty
s ristem aneuryzmatického vaku by tedy mohlo byt zpiisobeno i prostou zménou orientace vasa
vasorum a zvySenim poctu mikrocév s podélnym pribéhem. Trojrozmérny systém
mikroskopickych cév obecné muze, ale 1 nemusi byt izotropni. Mozné zkresleni vysledkd 2-D
odhadu mikrovazalni hustoty jsme minimalizovali ndhodnou orientaci tkané pted kréjenim
[Tonar 2008]. Vhodného 3D mikroskopického obrazu vasa vasorum bychom doséhli bud’ pouzitim
SEM [Lametschwandtner et al. 2004], konfokalniho mikroskopu [Kubinova a Janacek 2001] nebo
mikro-CT zobrazenim [Gossl et al. 2003]. Mikro-CT sice nabizi dostatecné rozliSeni pro zobrazeni
celého ftecisté, tato technologie je ale nevhodnd pro vySetfeni in vivo. Metodiku ptipravy
korozivniho preparétu vasa vasorum btis$ni aorty zatim hleddme. Vzhledem k tomu, Ze od pacientil
s AAA dostavame témét vyluéné resekaty piedni stény aneuryzmatického vaku, jevi se pouziti
animalniho modelu jako nezbytné. Epoxidova pryskyfice Biodur E20 prochéazi i mikrocévami, na
mikro-CT vySetfeni jsme u ni neprokdzali artefakty typu extravazaci. Zakladni protokol ptipravy
korozivniho preparatu cévniho mikrofeciste jsme si ovétili na prasecich jatrech.

7.4 Zavér

I.  Kvantitativni histopatologie vzorkii lidskych AAA [Eberlova et al. 2013]

Vysledky na$i studie nds vedou k zamitnuti vSech vySe uvedenych hypotéz (kapitola 5). Sténa
normalni aorty obsahovala ve srovnani s aneuryzmatickymi vrozky vice kontraktilnich element,
vice elastinu a vys$§i mnoZzstvi inhibitoru aktivatoru plazminogenu PAI-1. Podil kolagenu byl
naopak vysS§i ve vzorcich aneuryzmatickych aort. Normalni aorta byla obecné vice
vaskularizovand nez sténa aneuryzmatickd. Aneuryzmatickd sténa vykazovala ve srovnani
s naléhajicim trombem vétsi zanétlivy infiltrat. PloSny podil aktinu a vimentinu byl nejvyssi
u sttedn¢ velkych aneuryzmat (5—7 cm), pocet profilii mikrocév se s velikosti AAA zvySoval,
nejvice vaskularizovand byla velkd aneuryzmata (> 7 cm). Ve sténé aneuryzmatu této skupiny
pacientli jsme prokazali i zvySenou expresi VEGF a IL-8, vtrombu pak zvySenou expresi
VCAM-1 a ICAM-1. VCAM-1 bylo nejvyssi ve sténé pacientli s malym AAA (<5 cm).

Jako nejvyznamnéj§i  hodnotime vysledky spojené s analyzou vzorkd aort
asymptomatickych pacienti. Ty vykazovaly ve srovnani se symptomatickymi pacienty vyssi
plosny podil granulocytti, makrofagt jako 1 tkédnového aktivatoru plazminogenu, exprese PAI-1
byla naopak niz$i. V trombu asymptomatickych pacientd jsme prokéazali vyssi hladinu MMP-2
a VCAM-1, mnozstvi MMP-9 bylo zvySeno v trombu pacientll s rupturou. Lze tedy shrnout, ze
asymptomatickd aneuryzmata vykazuji vétsi zanétlivy infiltrat i zvySenou fibrinolyzu, ackoli vice
nez 80 % téchto pacientii bylo v dob& operace 1é€eno 1€ky s protizanétlivym ucinkem.
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II. Kvantitativni histopatologie experimentilniho modelu AAA u prasete, jeho ovlivnéni
atorvastatinem [Houdek et al., pfijato k tisku]

I v této studii nase vysledky umoznily zamitnuti vSech nulovych hypotéz (kapitola 5).
Kvantitativni histopatologické vysetfeni ukazalo, Zze ve skupin¢ statiny ovlivnénych prasat byla
destrukce elastinu mensi, podil kontraktilnich VSMC byl naopak vys$si nez u prasat nelécenych.
Aplikace atorvastinu zmenSila zesileni aortalni stény a naopak zvysila hustotu vasa vasorum,
jejich distribuce v aortdlni stén¢ se ukdzala ¢etnéjsi v adventicii a médii. Zanétlivy infiltrat byl
v obou skupinach bez signifikantniho rozdilu. Lze shrnout, Ze naSe vysledky prokazuji pfevazné
priznivé UCinky atorvastatinu na sténu AAA, aorta zvifat ovlivnénych statiny vykazovala
histologicky obraz cévni stény méné destruované, stabiln¢jsi a bliz§i normalni aorté. Vysledky
ukazuji také rozdil mezi stavbou lidskych AAA a elastazou indukovaného praseCitho AAA.
Zatimco ve vzorcich lidského AAA bylo ve srovnani s normélni aortou vice kolagenu, u prasat
s indukovanym aneuryzmatem byl ploSny podil kolagenu ve ztlustélé intimé a médii niz$i nez
u zdravych zvifat. Dale byl ve sténé experimentidlniho aneuryzmatu vys$i plosny podil
granulocytii a makrofagi. V neposledni fad¢ jsme u praseCich aneuryzmat nezaznamenali
ptfitomnost trombu, ten ale doprovazi vétSinu lidskych AAA. Naopak hustota vasa vasorum byla
shodné vyssi u normalnich aort lidskych i prasecich.

III. Optimalizace protokolu pro ziskiani korozivniho preparatu cévniho mikrorecisté,
vyuziti mikro-CT zobrazeni [Gregor et al. 2012, Tonar et al. 2012]

Ze dvou testovanych pryskyfic vychazi ve vSech sledovanych parametrech 1épe Biodur E20
(Biodur products, Heidelberg, Germany). Tato epoxidova pryskyfice je ve srovnani s akrylatovou
pryskyfici Mercox II (Ladd Research, Williston, Vermont, USA) asi pétkrat levnéjsi, testovany
zluty odstin se ukazal jako vice rentgenkontrastni. Mercox II se jevi jako zcela nevhodny pro
pifipravu preparatii o objemu vétSim nez 20 ml. S vys$§im mnoZstvim pfidané¢ho katalyzatoru se
totiz dramaticky zkacuje manipulacni Cas a pryskytice tuhne do n€kolika minut. Jeji vlastnosti se
navic méni i v priabéhu skladovani. Biodur E 20 naopak umoziuje piipravu odlitkii kompletniho
krevniho fecisté celych organt, a to i diky dostate¢nému manipulacnimu ¢asu (asi 40 minut). Ten
se s objemem piipravované pryskyfice ani s délkou skladovani neménil. S ohledem na technické
naroky pfipravy povazujeme ziskdni korozivniho preparatu jaterniho mikrofecist€¢ za znacny
uspéch. Pokud je ndm znamo, podobny vysledek publikovalo zatim jen pracovisté z Ghentu
[Debbaut et al. 2011]. Mikro-CT zobrazeni korozivnich preparati mikrocév nabizi rozliSeni
obdobné histologickému preparatu v mikroskopickém obraze. NaSe vysledky ukazaly, Ze mikro-
-CT snimky mohou byt pouzity pro 3D rekonstrukce, pti dodrzeni stereologickych principi
1 pro ucely interaktivni kvantifikace. Technikami pouzivanymi v kvantitativni histologii jsme z CT
skent urcovali délku, délkovou hustotu, tortuozitu, objemovy podil a povrchovou hustotu cév
[Tonar et al. 2012].

7.5 Mozné pokracovani vyzkumu

Nase studie prokazuji vyznam vasa vasorum v progresi AAA, avSak dosud nebyla publikovana
zadna kvantitativni morfologicka studie vasa vasorum lidské nebo praseci aorty. Lisi se pritbéh
vasa vasorum normalni a aneuryzmatické aorty? Pro doplnéni hypotéz o etiopatogenezi AAA by
byla jist¢ pfinosem také studie zaloZend na principech stereologie, srovnavajici stavbu riznych
Casti lidské aorty. Nastiik vasa vasorum aorty je pro nds vyzvou pro dalsi vyzkum. Jako
inspirativni se jevi studie Lametschwandtner et al. 2004, kde byla pod mikroskopem nastiikovana
vasa vasorum vena saphena magna, a to s pouzitim sklenéné mikropipety a mikromanipuléatoru.
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Podobné¢ ptinosné by nejspiS bylo diferencovat ve vzorcich AAA hypoxii indukovanou
angiogenezi. Nové metody pro zobrazeni mikrocév a angiogeneze, jakymi jsou mikro-CT
umoznujici 3D  analyzu  mikrokorozivnich  preparati vasa vasorum aorty nebo
mikro-PET s radiofarmakem navdzanym na protilatku proti markeru hypoxie, skytaji v tomto
ohledu veliky potencial a dosud neprobadanou kapitolu.
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