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1 Seznam pouzitych zkratek

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

AAA — aneuryzma abdominalni aorty

a-SM aktin — izoforma aktinu typicka pro myofibrily bunék hladké svaloviny
cP — Centipoise, jednotka dynamické viskozity

EGF — epidermalni rastovy faktor (epidermal growth factor)

ELISA — imunologickd metoda vyuZzivajici vazby enzymu na specifickou protilatku (enzyme-
-linked immunosorbent assay

f — relativni vzdalenost cévy od adventicie

ICAM-1 — mezibunécna adhezivni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)

IL — interleukin

IMT - tloustka intimy a medie

INF-y — interferon gama

IT — tloustka intimy

LA — délkova hustota

KOH - hydroxid draselny

mikro-CT — vysokorozliSovaci vypocetni tomografie (micro-computed tomography)
mikro-PET — vysokorozliSovaci pozitronova emisni tomografie (micro-perfusion tomography)
MMP — matrix metaloproteindza (matrix metalloproteinase)

PAI-1 — inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 (plasminogen activator inhibitor-1)
QA — mikrovazalni hustota (quantity per area, microvessel density)

TIMP — tkanovy inhibitor metaloproteinaz (tissue inhibitor of metalloproteinases)
tPA — tkanovy aktivator plazminogenu (tissue plasminogen activator)

uPA — urokinazovy aktivator plazminogenu (urinary plasminogen activator)
VCAM-1 — vaskularni adhezivni molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1)
VEGF - vaskularni endotelilni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)

xMAP technologie — technologie pro multiplexni molekulérni analyzy



2 Uvod do problematiky

Aneuryzma (vydut’) je ohrani¢ené rozsifeni tepny zpusobené strukturdlnimi zménami jeji
stény. Tepennd aneuryzmata se vyskytuji v celém arteridlnim stromu, extrakranialni vyduté
postihuji predilekéné infrarendlni aortu a jsou Casto spojena s pokrocilou aterosklerotickou
degeneraci. RozliSujeme pravé aneuryzma, které je definované jako permanentni,
lokalizovana dilatace vSech vrstev cévni stény se zvétSenim primeéru na alespon 1,5
nasobek normy. U bfi$ni aorty diagnéze aneuryzmatu odpovidéd pramér vétsi nez 3 cm.
Etiologie je u vétSiny piipadl nejasnd, roli zde hraje pravdépodobné i autoimunni
a geneticka dispozice [1].

Aneuryzma biisni aorty (AAA) je velmi zavazné onemocnéni. VEtSinou totiz
probiha asymptomaticky a jeho prvnim pfiznakem byvé neziidka ruptura. Tou kon¢i asi
¢tvrtina nelécenych AAA [2], celkova mortalita ruptur se pohybuje kolem 70 % [3]. Rust
AAA vsak neni linedrni [4], vyvoj onemocnéni proto nelze s jistotou predvidat. Protoze se
riziko ruptury zvySuje s velikosti aneuryzmatu [5], je snahou klinikli diagnostikovat
onemocnéni v co nejCasnéjSim stddiu. Operacni zakrok je bézn¢ indikovan
u asymptomatickych aneuryzmat od velikosti 5,5 cm, kdy riziko ruptury pievySuje riziko
periopera¢ni mortality [6]. Vznikd proto znacny prostor pro farmakologické ovlivnéni
Casné zachycenych AAA.

Vyzkumu etiopatogeneze [7] a cilené farmakologické intervenci byla v poslednich
letech vénovana veliké pozornost [8, 9]. Studium kroki patogeneze AAA vychazi bud’ ze
zkoumani tkani pacientli operovanych s pokrocilou aneuryzmatickou degeneraci nebo
experimentalnich animalnich modeld. Specifickd etiologie AAA zistava ale nejasna.
Obecné je akceptovano, Zze se na vzniku a ristu AAA podileji rizikové faktory spolu
s genovym polymorfismem imunoregulacnich genti, metaloproteinaz a cytokind. Jako
k dilataci aorty jsou zanétlivd reakce spolu s navazujici imunitni odpovédi, degradace
proteind extracelularni matrix, biomechanicky stres a genetické vlivy. Pravé AAA vznika
nejcastéji jako komplikace dilata¢ni formy aterosklerozy. Néktefi autofi na né nahlizeji
jako na specificky typ aterotrombdzy [7], u které progresivni degenerace vede k dilataci
a ruptuie. Aneuryzmaticka degenerace zahrnuje nékolik vzajemné propojenych procesu:
chronicky zanét spojeny s neovaskularizaci, fragmentaci elastinu ajeho ndhradou
kolagenem, dale s ibytkem a fenotypovou modulaci bun¢k hladké svaloviny v medii. Ve
vétSiné AAA je pfitomen nasténny trombus [10], jeho vliv na progresi AAA byl také
intenzivné zkouman [7]. Zevrubny histologicky popis AAA byl uveden jiz v piedchozich
publikacich z naSich pracovist’ [11, 12]. Aplikace stereologickych metod vSak umoznila
prinést do této problematiky novy vhled [13-16].

Epidemiologicky profil AAA dozndva v poslednich letech zmén. Vysledky
nejnovejsich epidemiologickych studii ukazuji nejvyssi vyskyt malych AAA (pramér
< 4.cm). Vystupy ukazuji, Ze v zemich se zavedenym skriningem doSlo ke sniZeni
prevalence i mortality tohoto onemocnéni [17]. Nové vyvstala potfeba standardizace
métfeni aneuryzmatu [18], jako 1 opakovaného sonografického vySetfeni u pacienti
s prumérem aorty mezi 25-29 mm [19]. Vysledky studii dale ukazuji, ze prevalence
iincidence AAA jsou populacné specifické a dynamické nejen v dusledku ménicich se
demografickych parametri, ale i miry expozice rizikovym faktorm [17].



3 Cile dizertaéni prace

I ptes usilovny vyzkum neni doposud jednoznacné prokazano, které procesy a zmény
nejvice ovliviiuji progresi a tim i prognéozu 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 mize pomoci pii hleddni Gcfinné
farmakoterapie. Cilem naSich studii i této dizertacni prace bylo pfispét k osvétleni
patogeneze AAA sledovanim histopatologickych rozdili mezi aortou normalni
a aneuryzmatickou (I, II), jako i sledovanim zmén stavby stény v zavislosti na
symptomatologii a velikosti AAA (I) a Ucincich statinu (II). Dale jsme se pokusili
optimalizovat protokol pro ziskani korozivnich preparatii mikrocév (III). Jejich vizualizace
v mikro-CT nabizi rozliseni odpovidajici béZnym histologickym metodam v¢. kvantifikace
nebo 3D rekonstrukce. Analyza mikro-CT skenti by mohla byt velmi pfinosnou pro dalsi
vyzkum vasa vasorum aorty, jejichz vyznam v progresi AAA byl opakované prokazan
a potvrdily ho i1 nase vysledky.

I. Kvantitativni histopatologie vzorkii lidskych AAA

V nasi prospektivni nerandomizované studii Eberlova et al. 2013 [15] jsme navazali na
studii z roku 2002 [11]. Ve vzorcich AAA stén (n = 65), trombti (n = 55) a kontrolnich aort
(n = 6) odebranych z infrarendlni aorty pacientii operovanych na Chirurgické klinice FN
v Plzni jsme s pouzitim stereologickych metod a imunoanalyzy zjiStovali rozdily mezi
kvantitativnimi  histopatologickymi parametry normalni a aneuryzmatické aorty,
porovnavali jsme zanétlivy infiltrat stény a naléhajicitho trombu, dale jsme sledovali
histopatologické zmény v zavislosti na velikosti a symptomatologii AAA.

Ve statistické analyze ziskanych dat jsme testovali nasledujici nulové hypotézy:

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

*  Zanétlivy infiltrat stény a naléhajiciho trombu se nelisi.

«  Kuvantitativni histopatologické parametry AAA se s velikosti aneuryzmatu neméni.

» Kvantitativni histopatologické parametry AAA se neméni se symptomatologii tohoto
onemocnéni.

*  Histopatologicka a imunoanalyticka data spolu nekoreluji.

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

V kvantitativni histopatologické studii Houdek et al. [16] jsme sledovali vliv atorvastatinu
na experimentalné vyvolané AAA, které bylo indukované u prasete kombinaci G¢inku
praseci elastazy a stenozujici manzety [20]. Ziskand data ndAm 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.

Testované nulové hypotézy:

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



»  Histopatologické data spolu nekoreluji.

II. Optimalizace protokolu pro ziskani korozivniho preparatu cévniho mikrorecisté,
vyuZziti mikro-CT zobrazeni

Nizsi vaskularita bfiSni aorty byva uvadéna jako jeden z moznych divodi predilekce
aneuryzmat v této cCasti srdeCnice [21]. Nam se podafilo najit jen jedinou studii
srovnavajici vasa vasorum hrudni a bfiSni aorty [22]. Autofi pro jejich zobrazeni pouzili
nastiik rentgen-kontrastni latkou po pfedchozim podvazu odstupujicich tepen a nasledném
vynéti aorty z retroperitonea. Pti hledani metodiky pro morfologickou studii vasa vasorum
aorty jsme vyuzili moznosti mikro-CT vySetieni na Zapadoceské univerzité¢ v Plzni [23].
Po vzoru jinych [24, 25, 26] jsme se pokusili pouZit mikro-CT zobrazeni u korozivniho
preparatu. V dizertaéni praci uvadime optimalizovany protokol pfipravy korozivniho
preparatu plicnich cév mysi a portdlniho feciSte¢ jater prasete, srovnani testovanych
pryskyfic a pilotni vysledky mikro-CT vysetfeni.

4 Metodiky

4.1 Metodika histopatologické kvantifikace a biochemického zpracovani
lidskych AAA

Ve studii Eberlova et al. 2013 [15] jsme hodnotili vzorky infrarendlnich aort od 65
pacientl (z toho bylo 51 muZzQ, 14 Zen) a 55 naléhajicich tromba. Tkané jsme ziskali od
pacientli operovanych pro aterosklerotické AAA na Chirurgické klinice Fakultni
nemocnice Plzen, vzorky byly odebirdny z piedni casti aneuryzmatického vaku.
6 normalnich abdominalnich aort pochazelo od organovych dérct. Primérny vék pacienta
byl 73 let, primérny veék darct 47 let. Podle symptolatologie byli pacienti rozdéleni do
skupin AAA asymptomatickych (n = 44), symptmatickych (n = 7) a ruptur (n = 14). Za
symptomatické byli povazovani pacienti s lumbalgii, bolesti bficha, palpacni bolestivosti
nebo periferni embolizaci. Podle velikosti byli pacienti rozdéleni do skupiny malych
(< 5cm), stfednich (5-7 cm) a velkych AAA (> 7 cm). Velikost vaku byla métena

-----

Histopatologii ziskanych vzorki jsme hodnotili podle pfedem zvoleného postupového
schématu. Vybér tkané, roviny krajeni, histologického barveni, nasledné foceni
1 interaktivni hodnoceni byly provadény tak, aby byla ve vSech krocich zajisténa nahodnost
vybéru a zaroven dostatek dat pro nevychylené odhady. Pro detekci hodnocenych struktur
byly pouzity histo- nebo imunohistochemické metody (tabulka 4.1). Pro kvantifikaci
jednotlivych parametri jsme pouzili interaktivni znaceni prisecikiit hodnocenych struktur
s ndhodné pfiloZenou miizkou, data byla zpracovéana v softwaru Ellipse (ViDiTo, KoSice,
Slovensko). Ziskané spojité proménné jsme pouzili pro ndslednou statistickou analyzu.

Piehled proteinit hodnocenych ve sténé a plazmé pacienti s AAA ukazuje tabulka 4.2.
Pro méfeni bylo pouzito multiplexni imunoanalyzy (XMAP technologie) zalozené na
principu pritokové fluorometrie a sekundarni protilatce znacené fluorescencni molekulou.
TIMP-1 a TIMP-2 byly méfeny metodou ELISA.



Tabulka 4.1 — Pfehled hodnocenych veliCin, referencnich ploch a pouzitych markert

mérena veli¢ina
(objekt)
ploSny podil elastinu
Ax(elastin)
délkova hustota
elastinu
La(elastin)
plo$ny podil kolagenu
Ax(kolagen)
plosny podil
granulocyti
Aa(granulocyty)
plosSny podil
makrofagi
Aa(makrofagy)
plosny podil aktinu
Aa(aktin)
plo$ny podil desminu
Ax(desmin)
plo$ny podil vimentinu
Aa(vimentin)
plosny podil PAI-1
AA(PAI-1)
plosny podil uPA
AA(uPA)
plosny podil tPA
AA(tPA)
mikrovazalni hustota

Qa

ve studii lidskych AAA [15]

referencni plocha

intima + media

intima + media

intima + media

intima + media + adventicie,
trombus

intima + media + adventicie,
trombus

intima + media

intima + media

intima + media
intima + media + adventicie
intima + media + adventicie
intima + media + adventicie

intima+media+adventicie

pouzité barveni
nebo imunogen

modifikovany zeleny
trichrom

modifikovany zeleny
trichrom

modifikovany zeleny
trichrom

myeloperoxidaza granulocytl

makrofagovy kalprotektin

a-SM aktin
desmin
vimentin
C-9
C-20
C-16

CD-31

Tabulka 4.2 — Piehled proteinli méfenych ve tkani a plazm€ metodou multiplexové

imunoanalyzy [15]:

IL-6, -8, -10, -12
MMP-1, -2, -7, -9

ICAM, VCAM, E-selektin

VEGF, EGF
TIMP-1, -2

Osteoprotegerin, adiponektin



4.2 Histopatologicka  kvantifikace  praseCich AAA  ovlivnénych
atorvastatinem

Ve studii Houdek et al. [16] bylo experimentélni aneuryzma u prasat doméacich (primérna
hmotnost 25 kg, stafi 70-75 dni) vytvofeno kombinaci U€inku praseci elastazy
a stenozujici manzety [20]. Pfezivsi zvifata (n = 27) byla nésledné rozdélena do dvou
skupin. Statinové skupiné (n = 14) byl po nasledujici Ctyfi tydny podavan atorvastatin
vdavce 1 mg/kg/den (Atorvastatin Ratiopharm 20 mg, KRKA, d.d., Novo Mesto,
Slovenia). Druha skupina (n = 13) byla ponechana bez medikace. Na konci druhého
a ctvrtého tydne byl zvifatim obou skupin ultrasonograficky méfen maximalni rozmér
aneuryzmatu. Na konci ¢tvrtého tydne byla zvifata utracena a byly odebrany vzorky
subrenalni aorty k histopatologickému hodnoceni. Pfehled kvantifikovanych parametra
ukazuje tabulka 4.3:

Tabulka 4.3 — Pichled hodnocenych veli¢in, referenc¢nich ploch a pouzitych markert ve
studii prasecich AAA [16]

pouzité barveni nebo

mérena veli¢ina (objekt) referencni plocha .
imunogen

plosny podil elastinu modifikovany zeleny

intima + media

An(elastin) trichrom
délkova hustota elastinu I . modifikovany zeleny

La(elastin) intima + media trichrom

plosn[{ I}igizlgjgrllz)lgenu intima + media modlﬁtl;iocxlzlarr(l)i/n zeleny
A
plosn podil granulocytl i, + media + advemicie  MYCIoperoxidina
A
plos$ny podil makrofagi intima + media + adventicie makrofagovy
Aa(makrofagy) kalprotektin
plosnl{ p((;ﬂgr?)ktmu intima + media a-SM aktin
A
plos$ny podil desminu L . .
e intima + media desmin
ploSny po@ﬂ vupentlnu intima + media vimentin
A(vimentin)
m‘k‘"’vazglm hustota intima + media + adventicie CD-31
A
tloust’ka intimy a medie
IMT
tloust’ka intimy
IT

relativni vzdalenost cévy od
adventicie (f)



4.3 Metodika piipravy a hodnoceni mikrokorozivnich preparati

Obecnym pricincipen korozivniho prepardtu je naplnéni dutiny polymerizujicim
materidlem a nasledné odleptani okolnich tkani. Korozivni preparat je tedy odlitkem
lumina. Mikrovaskularni preparat cili na uroven kapilarniho fecist¢ a mikrocév, tedy cév
priméru pod cca 70 pm. Postup ptipravy korozivniho preparatu ukazuje tabulka 4.4.

Tabulka 4.4 — Piehled krokt ptipravy korozivniho preparatu u zvitete

krok upresnéni
premedikace heparinizace zvifete

anestézie (usmrcent)

vplach Fedists heparinizovanym 10nt9vym roztokem fyziologické
osmolality, teploty, pH

injikace pryskyrice

T TETCE ve vodni 1azni 12-24 hodin pii teploté 40—60 °C

macerace 24-48 hod v 10% roztoku KOH

vymyti preparatu
a suSeni preparatu

velikost vzorku by méla byt 500-1000krat vétsi nez

S o velikost pozadovaného detailu

5 Vysledky

5.1 Morfologie aneuryzmatu lidské aorty

Vysledky nasi studie Eberlova et al. 2013 [15] nas vedou k zamitnuti v§ech vychozich
nulovych hypotéz, obrazek 5.1:

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

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

Plosny podil aktinu a vimentinu je nejvyssi u stiedné velkych aneuryzmat (5—7 cm),
pocet profilli mikrocév se s velikosti AAA zvySuje, nejvice vaskularizovana jsou velka
aneuryzmata (> 7 cm). Ve stén¢ aneuryzmatu této skupiny pacientli jsme prokazali
1 zvySenou expresi VEGF a IL-8, v trombu pak zvySenou expresi VCAM-1 a ICAM-1.
Mnozstvi VCAM-1 bylo vyssi ve sténé pacientii s malym AAA (<5 cm).
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* Plosny podil granulocyti a makrofdgh byl piekvapivé vyS§i u pacientl
s asymptomatickym AAA. Tato skupina pacientd vykazovala i zvySenou fibrinolyzu —
ve sténé asymptomatickych pacientil jsme prokézali nizsi plosny podil PAI-1 a naopak

vysSi pozitivitu tPA. V trombu asymptomatickych pacienti byla vyS$i exprese
VCAM-1 a MMP-2, hladina MMP-9 byla vyssi v trombu pacientli s rupturou.

Tabulka 5.1 — Pfehled Spearmanovych koeficientt korelace R > 0,4 pti p < 0,05
u kvantitativnich parametri hodnocenych ve sténé (trombu) lidskych AAA ve studii
Eberlova et al. 2013 [15]

B .
. 2 - = 9y
g@ E g =~ g% g”c E y - o
2 = = B= (=] ] -2 T [ h
<3 £ S5 <3 <45 43 48 2% 2§ 58 E:& EX
La(elastin), 094 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
Aj(kolagen), - n.s. n.s. -0,30 n.s. n.s. n.s. -0,36 n.s. n.s. n.s. n.s
inttmed
A(makrofagy), - 043 0,39 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s
stena
Ax(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(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
A (granulocyty), - - - - - - - n.s. 0,42 n.s. n.s. n.s.
trombus
1L6, - - - - - - - - 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

Obrazek 5.1 » Kvantitativni histopatologie aortilni stény a trombu [15]. Oznafen median
a interkvartilové rozpéti (25.—75. percentil). Za statisticky signifikantni byly povazovany rozdily *
p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. A, B: plosny podil elastinu, kolagenu, aktinu a desminu
v intimé a medii (L = leva osa); plosny podil PAI-1 a pocet profild mikrocév na jednotku plochy ve
stén¢ (R = prava osa). C: Porovnani plosného podilu makrofagl a granulocytd 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
granulocytt, makrofagl, 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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5.2 Morfologie modelu praseciho AAA

Také vysledky studie Houdek et al. [16, 26] zkoumajici vliv atorvastatinu na experimentalné
vytvoifené AAA u prasete nas vedou k zamitnuti obou nulovych hypotéz (obrazek 5.2). Intima
a medie normalni aorty obsahuje nejen vice elastinu, ale 1 kolagenu, aktinu a desminu.
Atorvastatinem neovlinénad aneuryzmata vykazuji ve stejné referencni ploSe vy$si vimentin
pozitivitu. Ve sténé stejné skupiny vzorkii jsme prokdzali vétsi zanétlivy infiltrat, ztlustélou
intimu i medii. Hustota vasa vasorum byla vétsi ve sténé normalnich aort, jejich distribuce
blize adventicii. Aorta statinem ovlivnénych prasat obsahovala vice elastinu, vice
kontraktilnich elementli, méné vimentinu. Také hustota cévnich profilli byla vyssi u statiny
ovlivnéné skupiny, jejich distribuce pievazovala v zevni vrstvé aorty. Atorvastatin zabranil
vzniku neointimy, zmirnil zbytnéni médie 1 rast aneuryzmatu. Zanétlivy infiltrat se statinovou
1é¢bou prekvapiveé nezménil.

Tabulka 5.2 ukazuje ptehled stfedné siln€ a siln€ korelujicich kvatitativnich parametrti
[16]. Mnozstvi elastinu v intim¢ a medii korelovalo pozitivné s plosSnym podilem aktinu ve
stejné referencni ploSe, plosny podil aktinu pak koreloval pozitivné s ploSnym podilem
desminu. Pocet mikrocév ve stén¢ praseciho AAA koreloval pozitivné s mnozstvim elastinu
a aktin-pozitivnich elementli v intim¢ a medii. Tloustka intimy a medie korelovala pozitivné
s plosnym podilem makrofagl ve sténé AAA a vimentin-pozitivnich bun¢k v intim¢ a medii.
Naopak, ¢im vice bylo ve stén¢ mikrocév, tim tenci byla intima a medie. Tloustka intimy
amedie negativné¢ korelovala s plosnym podilem elastinu a kolagenu, tloustka samotné
intimy pak s ploSnym podilem elastinu a aktinu v intim¢ a medii. Tloustka intimy pozitivné
korelovala s tloustkou intimy a medie.

Tabulka 5.2 — Pfehled Spearmanovych koeficientii korelace
R > 0,4 pti p < 0,05 u kvantitativnich parametrtt hodnocenych ve stén¢ elastazou
indukovanych prasec¢ich AAA [16]

L (elastin) A (aktin) A (desmin)

int+med int+med int+med Qs ] IMT I
A (elastin), int+med 0,83 0,58 n.s. 0,66 -0,33 -0,42 -0,54
A(kolagen), int+med n.s. n.s. n.s. ns. -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
A, (desmin), int+med - - - n.s n.s n.s n.s.
A (vimentin), int+med - - - n.s. n.s. 0,44 n.s.
A(granulocyty), sténa - - - n.s. n.s. n.s. n.s.
A (makrofagy), sténa - - - 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, La — 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)
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} A - area fraction within the intima and media

O A, - area fraction within the intima and media

Q, - microvessel profiles per area unit (mm™)
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Obrazek 5.2 [16] — Kvantitativni hodnoceni stény normdlni, 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. Plo$ny podil kolagenu a vimentinu (B), aktinu a desminu (C) v intim¢ a medii. D. Plo$ny
podil granulocytl a makrofagli 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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5.3 NaSe zkuSenosti s mikrokorozivnimi preparaty

V ramci optimalizace protokolu pfipravy korozivniho preparatu cévniho mikrotfecisté
vhodného pro nasledné mikro-CT zobrazeni jsme testovali tfi polymery: Mercox II, Biodur
E20 a Microfil MV-120. K testovani byla pouzita mys$ Wild, B6CBA a prase doméci. Biodur
E20 se ukézal nejvhodné;jsi pro velkoobjemové preparaty (tabulka 5.3). S nim se nam podafilo
vytvorit preparat jaterni mikrocirkulace, prokazali jsme u n¢ho 1 vybornou radioopacitu. Nase
vysledky ukézaly, Ze mikro-CT snimky mohou byt pouzity pro Ucely interaktivni kvantifikace
nebo 3D rekonstrukce.

Tabulka 5.3 — Ptiklady odlitkovych médii a jejich vlastnosti

druh . . . -
- o . v.r . viskozita ~manipulacni v .
nazev, vyrobce  nastrikové V dalsi vlastnosti
. (cP) cas
latky
Mercox II je dvouslozkova
pryskyfice, jeji hlavni
vyhodou je snadna
manipulace. Zasadni
Mercox 11 velmi nevyhodou je ale velmi
Ladd Research, akrylatova 10-15 variabilni, meénlivy manipulacni ¢as.
Williston, pryskyfice v fadech Maximalni objem vhodny
Vermont, USA minut k nastiiku je 20 ml, u vyssiho
objemu vznika extrémni
exotermicka reakce. Pro
mikro-CT jevi hrani¢ni
radioopacitu.
Vyhodou Bioduru E20 je
Biodur E20 ohebnost zpolymerované
Biodur products,  epoxidova  vyrobce . pryskyfice, dlouhy
. g 1 40 minut . MY o
Heidelberg, pryskyfice  neuvadi manipulacni ¢as 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
Massachusetts, silikon velmi vysoka radioopacita.
USA
6 Zavér

I. Kwvantitativni histopatologie vzorku lidskvch AAA [15]

Vysledky nasi studie nas vedou k zamitnuti vSech vyse uvedenych hypotéz. St€éna normalni
aorty obsahovala ve srovnani s aneuryzmatickymi vrozky vice kontraktilnich elementd,
vice elastinu a vy$§i mnozstvi inhibitoru aktivatoru plazminogenu PAI-1. Podil kolagenu
byl naopak vyssi ve vzorcich aneuryzmatickych aort. Normalni aorta byla vice
vaskularizovana nez sténa aneuryzmatickd. Aneuryzmatickd sténa vykazovala ve srovnani
nejvyssi u stiedné velkych aneuryzmat (5—7 cm), pocet profili mikrocév se s velikosti
AAA zvySoval, nejvice vaskularizovana byla velka aneuryzmata (> 7 cm). Ve sténé
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aneuryzmatu této skupiny pacientll jsme prokézali i zvySenou expresi VEGF a IL-§,
v trombu pak zvySenou expresi VCAM-1 a ICAM-1. VCAM-1 bylo nejvyssi ve sténé
pacientil s malym AAA (<5 cm).

Jako nejvyznamnégj$i hodnotime vysledky spojené s analyzou vzorkli aort
asymptomatickych pacienti. Ty vykazovaly ve srovndni se symptomatickymi pacienty
vyssi plosny podil granulocytti, makrofagii jako i tkanového aktivatoru plazminogenu,
exprese PAI-1 byla naopak niz$i. V trombu asymptomatickych pacientl jsme prokazali
vyss$i hladinu MMP-2 a VCAM-1, mnozstvi MMP-9 bylo zvySeno v trombu pacientil
s rupturou. Lze tedy shrnout, Ze asymptomatickd aneuryzmata vykazuji vétsi zanétlivy
infiltrat i zvySenou fibrinolyzu, ackoli vice nez 80 % téchto pacientll bylo v dob& operace
1éceno 1éky s protizanétlivym uéinkem.

II. Kvantitativni histopatologie experimentalniho modelu AAA u prasete, jeho ovlivnéni
atorvastatinem [16]

I v této studii nase vysledky umoznily zamitnuti vSech nulovych hypotéz. Kvantitativni
histopatologické vysetfeni ukdzalo, ze ve skupin¢ statiny ovlivnénych prasat byla
destrukce elastinu mensi, podil kontraktilnich VSMC byl naopak vy$§i neZ u prasat
nelécenych. Aplikace atorvastinu zmensSila zesileni aortalni stény a naopak zvysila hustotu
vasa vasorum, jejich distribuce v aortalni st€n¢ se ukéazala cetnéjsi v adventicii a médii.
Zanétlivy infiltrat byl v obou skupindch bez signifikantniho rozdilu. Lze shrnout, Ze nase
vysledky prokazuji pfevazné ptiznivé GCinky atorvastatinu na sténu AAA, aorta zvifat
ovlivnénych statiny vykazovala histologicky obraz cévni stény méné destruované,
stabiln€jsi a bliz§i normdlni aorté. Vysledky ukazuji také rozdil mezi stavbou lidskych
AAA a elastdzou indukovaného prase¢iho AAA. Zatimco ve vzorcich lidského AAA bylo
ve srovnani s normalni aortou vice kolagenu, u prasat s indukovanym aneuryzmatem byl
plo$ny podil kolagenu ve ztlustélé intimé a médii nizsi nez u zdravych zvitat. Dale byl ve
stén¢ experimentalniho aneuryzmatu vyssi plosny podil granulocytl a makrofagi.
V neposledni fadé jsme u prasecich aneuryzmat nezaznamenali pfitomnost trombu, ten ale
doprovazi vétSinu lidskych AAA. Naopak hustota vasa vasorum byla shodné vyssi
u normalnich aort lidskych i prasecich.

III. Optimalizace protokolu pro ziskdni korozivniho prepardtu cévniho mikrofedisté,
vyuziti mikro-CT zobrazeni [22, 27]

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 piipravu preparati o objemu vyS$im nez 20 ml. S vysSim
mnozstvim pfidaného katalyzdtoru se totiz dramaticky zkacuje manipulacni cas
a pryskyfice tuhne do né€kolika minut. Jeji vlastnosti se navic méni i v priabéhu skladovani.
Biodur E20 naopak umoziuje piipravu odlitkit kompletniho krevniho ftecisté celych
organtl, a to i diky dostatecnému manipula¢nimu casu (asi 40 minut). Ten se s objemem
pfipravované pryskyfice ani s délkou skladovani neménil. S ohledem na technické naroky
pfipravy povazujeme ziskani korozivniho prepardtu jaterniho mikrofecisté za znaény
uspéch. Pokud je nam znamo, podobny vysledek publikovalo zatim jen pracovisté
z Ghentu [28]. Mikro-CT zobrazeni nabizi rozliSeni obdobné histologickému preparatu
v mikroskopickém obraze. Nase vysledky ukazaly, ze mikro-CT snimky mohou byt
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pouzity nejen pro 3D rekonstrukce, pii dodrZeni stereologickych principli i pro ucely
interaktivni kvantifikace. Technikami pouzivanymi v kvantitativni histologii jsme z CT
skenli ur€ovali délku, délkovou hustotu, tortuozitu, objemovy podil a povrchovou hustotu
cév [27].

7 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 pribéh vasa vasorum normalni a aneuryzmatické aorty? Pro doplnéni
hypotéz o etiopatogenezi AAA by byla jisté¢ piinosem také studie zaloZena na principech
stereologie, srovnavajici stavbu raznych ¢asti lidské aorty. Nasttik vasa vasorum aorty je
pro nas vyzvou pro dalsi vyzkum. Jako inspirativni se jevi studie Lametschwandtner et al.
2004 [25], kde byla pod mikroskopem nastfikovana vasa vasorum vena saphena magna,
ato s pouzitim sklenéné mikropipety a mikromanipulatoru. Podobné piinosné 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 preparatii vasa vasorum aorty nebo mikro-PET s radiofarmakem
navazanym na protilatku proti markeru hypoxie, skytaji v tomto ohledu veliky potencial
a dosud neprobadanou kapitolu.
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11 Souhrn

Aneuryzma abdominalni aorty (AAA) je zdvazné onemocnéni postihujici v rozvinutych
zemich asi 3 % muZzl nad 65 let. Za aneuryzma je u bfiSni aorty povazovana dilatace vSech
vrstev stény nad 3 cm. VétsSina AAA je malych a asymptomatickych, a ackoli riziko jejich
ruptury roste s velikosti aneuryzmatického vaku, praskaji i mald aneuryzmata. Mortalita
ruptur se pohybuje kolem 70 %. Operace je u asymptomatickych pacientll indikovana
u priméru AAA nad 5,5 cm. Jelikoz je primérné rychlost ristu AAA 0,3 cm za rok, vzniké
u casn¢ diagnostikovanych pacientd nékolikalety interval pro farmakologické ovlivnéni
progrese tohoto onemocnéni. Znalost patogeneze je nezbytnd pro kazdou cilenou
farmakoterapii. Zakladem mnaSich prospektivnich nerandomizovanych studii je pouziti
stereologickych metod pro histopatologickd hodnoceni vzorki AAA. Ziskana data pak
umoziuji statistické hodnoceni vcetné testovani hypotéz.

V nasi prospektivni nerandomizované studii Eberlova et al. 2013 [15] jsme zkoumali
vzorky AAA stén (n = 65), trombl (n = 55) a kontrolnich aort (n = 6) odebranych z predni
stény infrarendlni aorty pacientli operovanych na Chirurgické klinice FN v Plzni. S pouzitim
stereologickych metod jsme zjistovali rozdily mezi kvantitativnimi histopatologickymi
parametry normalni a aneuryzmatické aorty, porovnavali jsme zanétlivy infiltrat stény
a naléhajiciho trombu, déale jsme sledovali histopatologické zmény v zavislosti na velikosti
a symptomatologii. Ve sténé a trombu AAA jsme hodnotili tyto parametry: délkovou hustotu
elastinu, plosny podil elastinu a kolagenu v intim¢ a medii, plosSny podil aktinu, desminu
a vimentinu ve stejné referencni plose. V celé sténé€ jsme odhadovali pocet cévnich profili na
jednotku plochy, plos$ny podil granulocytii a makrofagt, déale plosny podil uPA, tPA a PAI-1.
V trombu jsme hodnotili plo$ny podil granulocyti a makrofagh. S pomoci multiplexové
imunoanalyzy byly ve stejnych vzorcich i plazmé pacientii méfeny hladiny interleukint IL-6,
-8, -10, -12, matrix metaloproteinaz MMP-1, -2, -7, ligandi ICAM-1, VCAM-1, E-selektinu,
déle rustovych faktort VEGF, EGF a proteinti osteoprotegerinu a adiponektinu. Inhibitory
metaloproteinaz TIMP-1 a TIMP-2 byly méfeny metodou ELISA. Vysledky ukézaly, Ze
normalni aorta obsahuje vice elastinu, kontraktilnich elementd, mikrocév 1 PAI-1,
aneuryzmatické vzorky byly bohatsi na kolagen. Mikrovazélni hustota byla ve vzorcich AAA
niz8i nez u normalnich aort, s velikosti aneuryzmatického ale rostla, velkd aneuryzmata (> 7
cm) se ukazala jako nejvice vaskularizovand. V jejich sténé byla soucasné zvySena exprese
IL-8 a VEGF. Stfedné velka AAA (velikost 5—7 cm) obsahovala nejvice aktinu a vimentinu.
Asymptomatickd aneuryzmata nesla znamky vétSiho zanétu: méla vySs$i plosny podil
granulocyti 1 makrofagli, vykazovala znamky zvySené fibrinolyzy. V trombu
asymptomatickych pacientl byla zvySena exprese MMP-2 a VCAM-1. Trombus byl obecné
méné zanétliveé infiltrovan nez pfilehla sténa, v trombu velkych AAA (>7 cm) byla zvysena
hladina VCAM-1 a ICAM-1. Vysledky nasi studie nepotvrdily n¢které ze Siroce uznavanych
principti patogeneze AAA — mnozstvi kolagenu, elastinu ani zanétlivého infiltratu se
s velikosti AAA neménilo. Piekvapivé jsou také vysledky analyzy u asymptomatickych AAA
progrese a podporuji tak vyznam skriningového vySetfeni u rizikové skupiny populace.
Nejvice vaskularizovana byla sténa normalni aorty. Hustota vasa vasorum u vzorki AAA
rostla s velikosti, coz ukazuje na jejich vyznam v progresi tohoto cévniho onemocnéni.

V kvantitativni histopatologické studii Houdek et al. [16] jsme sledovali vliv
atorvastatinu na experimentalné vyvolané AAA, které bylo indukované u prasete kombinaci
ucinku prase¢i elastdzy a stenozujici manzety [20]. Ziskand data ndm umoznila porovnat
odli$nost stavby stény tohoto animéalniho modelu od normalnich prasecich aort (n = 6). Déle
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jsme sledovali zmény struktury aneuryzmatické stény po 28 dennim podavani atorvastatinu.
Aorta statinem ovlivnénych prasat obsahovala vice elastinu, vice kontraktilnich elementi,
méné vimentinu. Také hustota cévnich profila byla vyssi u statiny ovlivnéné skupiny, jejich
distribuce v zevni vrstvé aorty. Atorvastatin zabranil vzniku neointimy, zmirnil zbytnéni
médie i rist aneuryzmatu. Je zajimavé, Ze zanétlivy infiltrat nebyl statinovou l1écbou ovlivnén.
Lze shrnout, ze naSe vysledky prokazuji pfevazné piiznivé U¢inky atorvastatinu na sténu
AAA, aorta zvifat ovlivnénych statiny vykazovala histologicky obraz cévni stény méné
destruované, stabilngjsi a bliz§i normalni aorté. Studie ukazuje také na histopatologické
rozdily mezi prase¢im experimentdlnim modelem a lidskymi AAA. Na rozdil od vzorkl
lidskych AAA byl u prasat s elastdzou indukovanym aneuryzmatem plosny podil kolagenu
intimé a medii niz§i nez u zdravych zvifat. PloSny podil granulocyti, makrofagi
a hladkosvalovych bun¢k sekre¢niho fenotypu byl naopak vyssi. V neposledni fadé jsme
u prasecich aneuryzmat nezaznamenali pfitomnost trombu, ten ale doprovazi vétSinu lidskych
AAA. Ve shod¢ s lidskymi AAA byl v intim¢ a medii elastdzou indukovanych prasecnich
aneuryzmat niz§i plosny podil elastinu, aktinu a desminu, sténa lidskych 1 prasecich
aneuryzmat byla mén¢ vaskularizovana.

Vysledky obou naSich studii doklddaji vyznam vasa vasorum pro progresi AAA.
Nasttik vasa vasorum aorty a vytvofeni jejich korozivniho preparatu s jejich naslednou
kvantifikaci a 3D rekonstrukei je pro nas vyzvou pro dalsi vyzkum. V dizerta¢ni praci proto
prekladam optimalizovany protokol k pifipravé korozivnich preparati jaterniho mikrofeciste.
Ovéfili jsme, Ze mikro-CT skeny nabizeji moznost 3D rekonstrukce, jednotlivé skeny mohou
byt pfi dodrzeni stereologickych principl pouzity i pro potfeby kvantifikace.

12 Summary

Abdominalaortic aneurysm (AAA) is a serious disease. Its prevalenece is about 3% in the
developed countries. As an aneurysm is considered a dilatation of all layers of a vessel wall
over 3 cm. Majority of AAA are small and asymptomatic. 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.
there is a several years interval for a pharmacolocical influencing of the AAA progression in
the early diagnosed patients. 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 prospective non-randomised study [15] we analysed the histopathology of 65
AAA patients (65 walls and 55 thrombi) and 6 organ donors normal abdominal aortae.
Specimens were taken from the anterior part of infrarenal aorta of patients undergoing AAA
surgery in University Hospital in Pilsen. The following parameters were assessed: 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.
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Comparing with the aneurysmatic aorta, the normal aorta contained more elastin, more
contractile elements, more microvessels and more PAI-1-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 quantitative histopathological study focused on the influence of atorvastatin on
the experimental porcine AAA [16] we assessed samples of 14 AAA influenced by statin
(administered for 28 days in dose 1 mg/kg/d), non-statin AAA group (n = 3) and 6 normal
abdominal aortae. The model aneurysm was induced by the intraluminal infusion of porcine
pancreatic elastase into the abdominal aortic segment, and by application of plastic cuff [20].
Aortae of the statin group contained 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. Interestingly, the 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 higher in healthy animals (cf. human AAA samples), on the other hand area
fraction of granulocytes, macrophages and smooth muscle cells of the synthetic phenotype
was higher AAA samples. We did not notice any presence of thrombus in the porcine
experimental AAA, that is very featuring for the human AAAs. Both in the human and in the
porcine experimental AAA there was a lower content of contractile elements in intima and
media, the wall was less vasculated comparing with the healthy samples.

The results of both of our studies indicate the importance of vasa vasorum in AAA
progression. Creation of the aortic vasa vasorum corrosion cast is still a challenge for us, we
proved that micro-CT scans could be used for both quantification and 3D reconstruction. That
is why our pilot proceedings of the liver microvascular corrosion casts are also being
presented.
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