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Abstrakt

Hlavni komplikaci koronarnich rekonstrukci pomoci zilnich §t€pti je v prabéhu
Casu restenoza. Cilem prace bylo posoudit vliv perivaskularniho polyesterového systému,
dlouhodob¢ uvolnujici sirolimus na intimalni hyperplasie autologni §t€pti. Systém s fizenym
uvoliiovanim tvofi polyesterova sitka potazena kopolymerem kyseliny L-mlécné a e-
kaprolaktonu uvolnujici sirolimus, ktera je ur¢ena na ovinuti kolem autologniho Zilniho stépu
soucasn¢ pii jeho implantovani. Hodnotili jsme uvoliiovani sirolimu a jeho uc¢inky na hladkeé
svalové a endotelialni bunky in vitro. Polyesterova sitka potazena kopolymerem uvoliiovala
in vitro sirolimus 6 tydnd. Sirolimus uvoliiovany ze sitky inhiboval rast hladkych svalovych
bunék i endotelovych bunék v 7-dennich in vitro experimentech. Pocet hladkych svalovych
bun¢k klesl o 29% a pocet endotelovych bunék o 75% po 7 dnech uvoliiovani sirolimu ze
sitky pfi zachovani vysoké viability bunék. Implantovali jsme v. jugularis ext. do a. carotis
communis u kralikd. Zilni $t&p byl bud’ samotny, nebo byl obalen &istou polyesterovou
sitkou a nebo byl obalen sitkou uvoliiujici sirolimus. Zilni $tépy byly standartnd
histologicky vySetfeny na tloustku intimy, medie a komplexu intimy a medie za 3 a 6 tydnli
po implantaci. Zilni grafty obalené sitkou uvolitujici sirolimus nebo &istou sitkou snizovaly
tloustku intimy ve srovnani se samotnym Zilnim Stépem o 73£11% a 73+8% po 3
tydnech a o 73£9% nebo 59+£12% za 6 tydni. Si’tky uvoliujici sirolimus redukovaly
tloustku medie o 65+9% a 20+12% za 3 a 6 tydnd. Zilni §t&py se sitkou uvoliujici
sirolimus snizily tloustku komplexu medie a intimy o 60+6% a 30+£13% za 3 a 6 tydna
ve srovnani s Cistou polyesterovou sitkou. Systém fizen¢ho uvolfiovani sirolimu uréeny na
periadventicidlni aplikaci u autolognich Zilnich $tépli inhiboval rist hladkych svalovych

bungk in vitro a zabranil rozvoji neointimalni hyperplasie in vivo u kralik. Periadventicialné



aplikovana polyesterova sitka uvolfujici sirolimus ma potencial se stat efektivnim

prostifedkem pro prevenci vzniku sten6z a uzavéra autolognich cévnich §tépt.

Kli¢ova slova: Sirolimus, Perivaskuldrni obal, Kontrolované uvoliiovani 1éciva, Autologni

zila, Intimalni hyperplasie, Hladké svalové bunky cév, Restenosa



Abstract

The main complication of aortocoronary reconstruction with vein grafts is
restenosis in the course of time. The aim was to assess the effect of a periadventitial polyester
system releasing sirolimus on intimal hyperplasia of autologous grafts. The controlled-release
system comprises a polyester mesh coated with a sirolimus-eluting copolymer of L lactic acid
and e-caprolactone system designed to be wrapped around an autologous venous graft during
its implantation. In vitro sirolimus release and its effects on smooth muscle and endothelial
cells were assessed. In vitro, the copolymer-coated polyester mesh released sirolimus over a
period of 6 weeks. Mesh-eluted sirolimus inhibited the growth of smooth muscle and
endothelial cells in seven-day in vitro experiments. After seven days of sirolimus release from
the mesh, smooth muscle and endothelial cell counts decreased by 29% and 75%,
respectively, with the cells maintaining high viability. We implanted v. jugularis ext. into a.
carotis communis in rabbits. The vein graft was either intact, or was wrapped with a pure
polyester mesh, or with a sirolimus-releasing mesh. Three and six weeks after surgery, the
veins were subjected to standard histological staining and the thicknesses of the tunica intima,
the media and the intima-media complex were measured. Wrapping the vein with a mesh
releasing sirolimus or with a pure mesh decreased the thickness of the intima in comparison
with a vein graft by 73+11% or 73+8% after 3 weeks, and by 73+9% or 59+12% after 6
weeks, respectively. Sirolimus-releasing meshes reduced the thickness of the media by
65+9% and 20+12% after 3 and 6 weeks. The thickness of the intima-media complex in grafts
with sirolimus-releasing meshes decreased by 60+6% and 30+13% in comparison with pure
PES meshes, after 3 and 6 weeks, respectively. A sirolimus controlled-release system
intended for periadventitial use in autologous venous grafts inhibited the growth of smooth

muscle cells in vitro and precluded the development of neointimal hyperplasia in vivo in



rabbits. A periadventitial polyester mesh releasing sirolimus has the potential to become an

effective device in preventing vein grafts restenosis and occlusions.

Keywords: Sirolimus, Perivascular wrap, Controlled drug release, Autologus vein, Intimal

hyperplasia, Vascular smooth muscle cells, Restenosis
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1 Uvod

1.1 Uvod do problematiky

Aortokoronarni bypassy jsou standartni indikovanou lé¢bou ischemické choroby
srdecni (ICHS) a do klinické praxe byly zavedeny koncem 70. let minulého stoleti. ICHS
je od roku 2010 hlavni pfi¢inou umrti ve svété, kdy zemielo vice nez 7 miliona lidi ve
srovnani s rokem 1990, kdy to bylo 5,2 milionu. ICHS muze postihnout jedince v kazdém
veku, ale jeji vyskyt je castéjsi u starSich vékovych skupin obyvatel. Jeji Cetnost nartsta
s kazdou néaslednou dekadou Zivota pfiblizné 3x. Cast&ji jsou postizeni muzi neZ Zeny.

Aortokoronarni rekonstrukce je nejCastéjSi kardiochirurgickou operaci po celém
svété. Provadi se pomoci zilnich nebo arteridlnich §tépt. Princip metody je velmi
jednoduchy, stenosu ¢i uzavér koronarni tepny, nebo jeji vétvé prekleneme distalné nasitym
bypassem. Zpocatku se k aortokoronarnim rekonstrukcim pouzivaly hlavné zilni Stépy,
postupné se hlavné u mladsich pacientti zaCaly pro celkovou revaskularizaci srde¢niho svalu
uzivat jen Stépy arteridlni. V souCasné dobé se v pfipad¢ tzv. ,konvencniho* bypassu
rutinné pouziva pro vytvoreni premosténi na RIA( ramus interventricularis anterior ) leva
vnitini prsni tepna ( a. thoracica interna- mammaria , LIMA) a na ostatni vétve véncitych
tepen se pouzivaji zilni Stépy tak, aby bylo dosazeno uplné revaskularizace. Tento typ
revaskularizace je nejvice rozSifenou aortokoronarni rekonstrukei.

Ideélni konduit pro vytvoteni aortokoronarniho bypassu by mél mit tyto parametry
— nizkou frekvenci selhani prichodnosti v dlouhodobém pribéhu, snadno ziskatelny, bez
komplikaci souvisejicich s jeho odbérem, mél by mit dodstate¢nou délku k vytvofeni
rekonstrukce. Do dne$niho dne mame jako nejlepsi pouzitelny konduit in situ vnitini prsni
tepnu (IMA) s 95,8% prachodnosti v pétiletém sledovani ve srovnani s volnymi arterialnimi

(89,1%) nebo zilnimi (82,4%) $tépy (1) a 88% 15 ti letou pruchodnost u levé vnitini prsni
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tepny (LIMA).(2) Dalsi limitaci uziti autolognich $t€pid miize byt Casova naro¢nost odbéra a
samotné §t€py mohou byt Spatné kvality a také poskoteny béhem odbéru. Vyssi Cetnost
rekonstrukci sternotomickych ran je Castéjsi u oboustraného odbéru IMA (1,9% vs. 0,6% u
jednostraného).(3) Délka §tépt je zejména limitujici u arterialnich rekonstrukci, kdy byl
nedostatek délky Stépid  divodem u 9,1% pacienti pro zménu 1écebné techniky
z chirurgického feseni - operace na PCIl vregistru studie Syntax.(4) Zavérem lze
konstatovat, ze klinické pouziti umélé cévy schopné nahradit malé arterie neni v soucasné
dobé¢ jesté stale mozné a jeho vytvoreni je stile povazovano za tzv. Svaty Gral cévnich

respektive kardiochirurgickych rekonstrukci.

111 Zily

Uzavér zilnich $tépt je pti aortokoronarni rekonstrukci jednou z hlavnich komplikaci
vV dlouhodobém sledovani, ktery se objevuje v 25% béhem 12 — 18 mésici.(5) Z
prachodnych zilnich §tépi jich 7 % jevi znamky degenerace jiz béhem prvniho roku a 77% za
10 let.(6) Casné selhani §tépu je nejéastéji spojeno s akutni trombodzou a objevuje se v 18%
pripada (7-9) Stiednédobé selhani zilnich $tépt ( 30 dni az 2 roky po rekostrukei ) a pozdni
selhani $tépt ( 2 a vice let po rekostrukei) se objevuje v 20 -50 % za rok a po 10 ti letech je 40
% Stépu zavienych a dalSich 30% rekostrukci ma omezené flow.(7-9) Hlavni pficinou
sttednédobého az pozdniho selhdni $té€pi je neointimalni a medialni hyperplazie, kterd se
nejdiive objevuje  zejména v proximdlnich a distdlnich anastomoézach, kde dochdzi
k akceleraci atherosklerozy. Kromé terapie snizovani hladin lipida v téle a no-touch techniky
Zilnich rekonstrukci neni soucasnosti Zadna, klinicky efektivni technika v prevenci pozdniho

selhani Zilnich $tépt.
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1.1.2 Tepny

Dalsi moznosti jak revaskularizovat myokard je pouziti tepennych §tépii misto
zilnich. Pii tzv. ,,TAR® ( totalni arterialni revaskularizaci) jsou na revaskularizaci vSech tii
povodi véncitych tepen pouzity tepenné Sté€py. Pfednostné jsou vyuzivany ob¢ a. mammariae
(IMA) a a. radialis z nedominantni konéetiny, d4 se také pouzit prava a. gastroepiploica
nebo a. epigastrica inferior. 'V praxi se rozhodnuti o typu revaskularizace opird o osobni
zkusSenosti chirurga a také o vysledky studii. V roce 1999 byla publikovana studie
retrospektivni studie databaze pacientd Cleveland Clinic,kde bylo zjisténo v pribéhu az
12leteho sledovani u pacientll pacientil s bypassy pomoci obou IMA statisticky niz$i riziko
smrti a men$i pocet reintervenci.(10) Taggart v metaanalyze sedmi studii dokumentuje
vyznamné lep$i pfizivani ve skupin€ pacientil s bypassy pomoci dvou IMA.(11) Jde vSak o
retrospektivni, nerandomizovane studie.

Dosud nebyly publikovany vysledky prospektivni randomizované studie, ktera by
porovnala vysledky uplné tepenne revaskularizace (TAR) a tzv.,.konvencniho“koronarniho
bypassu. V praxi tedy chybéli teoreticke podklady pro rozhodovani o TAR na arovni tzv.
evidence based medicine. Proto byla v roce 1999 zahajena studie s akronymem
CARACCASS (Complete Arterial Revascularization versus Conventional Coronary Artery
Surgery Study). V nasi vétvi studie, kterou jsme provadéli v IKEM jsme dosli k témto
zavérum. Jiz v ¢asném poopera¢nim obdobi byla angiograficky ovétena pruchodnost bypasst
pomoci LIMA vyznamné lepsi nez u Zilnich $tépa. Casna priichodnost ostatnich tepennych
konduitd ( RIMA, RA, RGEA) se v8ak od pruchodnosti VSM nelisila. Po péti letech byl
rozdil v priichodnosti tepennych a zilnich $tépl vétsi,ukazuje to na horSi dlouhodobou

prichodnost Zilnich §téph.(12)
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1.1.3 Protézy a jiné materialy

Jako idedlni stép bychom mohli povazovat umé¢lé cévy vytvoiené z zivé tkané.
Poddajnost a roztaznost, mala  thrombogenicita, odolnost vic¢i infekcim, stejné jako
schopnost hojeni, remodelace , kontraktility a sekrece ptirozenych produktii cévni stény jsou
teoretické vyhody - ptednosti takto ziskanych §tépt. Tti zakladni prvky jsou obecné nutné pro
vystavbu umélé cévy: strukturdlni skelet, vyrobeny bud’ z kolagenu nebo biologicky
odbouratelného polymeru; cévni bunky a vhodné okolni prostfedi. Mechanické vlastnosti
umélych cév jsou upraveny pomoci bioreaktorti, které napodobuji in vivo prostfedi cévnich
bunck s pulzatilnim krevnim proudem. Alternativni postupy zahrnuji vyrobu fibrokolagennich
vldken z vlastni tkan€ pfijemce (podkozni nebo peritoneum) a nebo vytvoieni umélych cév z
acelularni nativni tkanég, jako je decelulizovana submukoza tenkého stfeva, mocovodu a
allogennich nebo xenogennich tepen. (12) Dnes jsme schopni aplikovat techniky tkdnového
inzenyrstvi a postavit autologni cévni protézu pro chirurgické rekonstrukce.(13,14) (obr.1)
K plnému komerénimu nasazeni jako alternativa klinického pouziti pro aortokoronarni
rekonstrukce maji tyto materialy jest€ hodn€ daleko. Jako tzv. "chybégjici ¢lanek", ktery by
napodobil extracelularni prostfedi jakoZ i poskytl pruznost nové vytvoiené cévé€, se jevi
elastin. Pfi vytvafeni cévniho konduitu je rekonbinantni lidsky tromboelastin velkym
pfislibem jako biokompatibilni povlak vnitfniho povrchu a také jako pruzna soucést stény

konduitu.
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Obr. 1 Tkanové inZzenyrstvi pti vytvaieni umélych cév pro klinickou praxi (14)

1.2 Patofyziologie selhani Zilniho stépu

Faktory selhani zilntho S$tépu jsou znaéné nesourodé¢ , ale vzijemné tzce
propojené. Mechanické namahani zilniho §t€pu v arteridlni cirkulaci vede ke zménam Zilni
thned po provedeni bypassu je neointimalni hyperplasie. Fatalni sklerotické zmény jsou
pri¢inou selhani §tépu a kone¢nym dusledkem tohoto procesu.(15) Remodelace autolognich
zil po jejich uZiti jako bypassu je charakterizovdna poSkozenim vrstvy endotelialnich bunék a
expozici hladkych svalovych bunék (VSMC) na luminalnim povrchu cévy, coz zptisobuje
adhezi desticek, makrofaghi a regenerujicich endotelidlnich bunék (EC) jakoz i agregaci
desticek. Desticky, EC a VSMC uvolnuji rastové faktory a faktory podporujici migraci, jako
je thrombin, PDGF, IL-1, IGF-1, FGF-2 a VEGF. Tyto bioaktivni substance stimuluji
migraci VSMC do intimy, jejich nadmérnou proliferacni aktivitu a produkci extracelularni
matrix, zejména kolagenu. Tyto jevy pak zptlisobi ztluSténi stény bypassu a stendzu Stépu.

Aby se predeslo remodelaci autologniho §té€pu, je nutné podpofit proces jeho endotelizace a
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snizit proliferaci VSMC. Stép byva uplné endotelizovan béhem nékolika tydni po

operaci.(16)

1.2.1 Faktory podilejici se na procesu zmén Zilniho $tépu

1.2.1.1 Chirurgicka preparace — odbér Zilniho $tépu

Chirurgicka tecnika odbéru zilniho $tépu vede k poskozeni a odstranéni endotelu a
okamzité¢ adhezi krevnich desticek a leukocytl , které nejenom urychluji akutni trombozu,
ale také spousti proces vzniku neointimalni hyperplazie.(18,19) Ztraci se protektivni
endotelialni faktory — zejména oxid dusnaty (NO ) a prostacyklin (PGI, ), které inhibuji
adhezi krevnich bunék , proliferaci a migraci hladkych svalovych bun¢k , expresi MMP
synthézu proteoglykanii , uvoliovani tkanovy aktivator plazminogenu a cholesterolovy
metabolismus. Endotelidlni buiikky ( mozna i vzdaleného pivodu ) proliferuji a migruji do
Zilnich graftd, aby pokryly intraluminarni povrch §t&pu.(20) Zilni grafty jsou okamzité
vystaveny arteridlnimu tlaku, zvySené tenzi stény, shear stress a pulzatilnimu krevnimu
proudu.(21) Tento stav je spojen se zvySenou expresi rustovych faktord , uvolnénim
adheznich molekul a bunécnou proliferaci.(18) Proces remodelace zilniho graftu skutecné
ovlivituje hemodynamiku uvniti graftu. Asymetrickd hyperplazie mize vyvolat chaoticky
krevni proud , ktery sméfuje krevni desticky a leukocyty k adhezi, tromboze a hyparplazii.
Adheze leukocytli k cévnim buiikdm a krevnich desticek navzdjem je zprostfedkovan
zejména selektiny , intraceluldrnimi adhesnimi molekulami (ICAM) a cévni endotelidlni
adhesni molekulou (VECAM). Spojitost mezi uvolnénim adhesnich molekul a neointimalni
hyperplazii byla demonstrovdna. Adheze monocytl je dal$i casna zména  vedouci
k monocytarni infiltraci do neointimalni formace . Monocyty ale i hladké svalové buriky se

mohou transformovat na makrofagy a které fagocytuji tuky. Makrofagy se méni a stdvaji se
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Znich tzv. pénové builky. Pénové buiky stélesnuji prvotni aterosklerotické zmény vedouci
k vytvofeni atherosklerotickym plakti. Tento postupny proces vede k zuzeni az obliteraci -

selhani zilniho $tépu. (Obr.2)
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external elastic lamina
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Current Opinion in Pharmacology

Obr. 2 Ptirozeny pribéh selhani zilniho $t€pu. Obdobi den 0 az 1 tyden: odbér zilniho $tépu
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vede K endotelidlnimu poskozeni, které umoznuje adhezy desticek a formovani trombu.
Neutrofily a monocyty, které uvoliuji mnozstvi faktord , které stimuluji proliferaci a
stimulaci hladkych svalovych buné¢k (VSMC) (viz také obr.3). Obdobi 1 tyden az 1 mésic :
Ztlusténi medie ma na svédomi proliferace hladkych svalovych bun¢k VSMC a ukladani
matrixovych metaloproteindz (MMP). Migrace hladkych svalovych bun€k pies vnitini
elagstikou membranu vede kK ttvofeni neointimy. V neointimé pozorujeme ojedinéle se
vyskytujici maktrofdgy. Obdobi mésic az 3 roky: Charakteristickou znamkou ¢asnych zmén
V neointimé jsou ateromatozni 1éze bohaté na pénové buiiky (foam cells). Obdobi po 3 letech:
Signifikantni ztzeni cévniho lumen je vysledkem progresivniho ztlusténi intimy a
ateromovych plath. Jejich ruptura je obecné termindlni stadium vedouci k ztluSténi intimy a
ateromovych plat. Jejich ruptura je obecné termindlni stadium vedouci k trombotickému
uvavéru uzavieni S$tépu. ztluSténi intimy a ateromovych platd. Jejich ruptura je obecné

terminalni stidium vedouci k trombotickému uvavéru $tépu.(17)

1.2.1.2 Peptidové ristové faktory a metaloproteinazy

PGFs jsou rychle uvoliovany v zilnich graftech a mezi né patii - endotelin 1, PDGF , FGF a
insulin like growth factor , které v§echny podporuji proliferaci a migraci hladkych svalovych
bun¢k. (18) In situ jsou VSMC obklopeny a soucasné jsou zakotveny V extracelularnich
proteinech (zahrnuji kolageny a elastin). Proteiny extracelularni matrix jsou takovou kostrou
pro bunécnou a tkanovou architekturu a maji také inhibi¢ni vliv na proliferaci cévnich
hladkych svalovych bunék. V zilnich graftech je extracelularni matrix rozpusténa
metalloproteinazami (MMP) a jinymi protedzami, které dovoli hladkym svalovym bunikdm
cév migrovat do intimy a formovat neointiméalni komplex. Upregulace a aktivace urcitych

metalloproteinaz je zodpovédna za negativni remodelaci stény Zilniho graftu.

24



1.2.1.3 Oxidaéni stres - reaktivni kyslik

Nadprodukce reaktivnich forem kysliku je také okamzita a dlouhotrvajici odpovéd
na implantaci Zilniho stépu. (22,23,24) Superoxid (O, ) podporuje migraci a proliferaci
VSMCs a upreguluje MMPs. Superoxid také reaguje s NO a redukuje jeho plisobeni coz je
také spojeno s poskozenim Zilni stény graftu.(24) Superoxid indukuje hlavné NADPH
oxidazu, kterd se vyskytuje ve zvySeném mnozstvi v Zilnich graftech a jeji mnozstvi je
regulovano latkami uvolnénymi z desticek a leukocyt.(25,27) Chirurgicka preparace zilniho
Stépu vede ke zruseni kontinuity vasa vasorum, které infiltruji a zasobuji kyslikem sténu
velkych cév. (27) Jestlize se rychle zvétsi sténa Zilniho graftu, dochazi k hypoxii vzhledem ke
zvySené potiebé kysliku. Hypoxie podporuje vznik Superoxidu (O, °) aktivaci NADPH

oxidazy, xantin oxydazy a mitochondrialniho respira¢niho fetézce.(23) (obr.3)
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Obr. 3 Hlavni dgje, které vedou k formovéni neointimy a pozdnimu selhani §tépu. (a) Casné
déje pro vytvoreni neointimy probihaji ihned. Poskozeni endotelu mé za nasledek adhezi
krevnich buné€k, které uvoliuji mnozstvi faktort, které vyvolavaji proliferaci a migraci
hladkych svalovych bunék (VSMC) a formuji neointimu. Mezi né¢ patii endogenni
peptidové  rastové faktory, aktivace metaloproteinaz (MMP) a oxidacni stres.
Hemodynamické sily pilisobi synergicky stimto procesem. (b) Jakmile je vytvofena
neointima, monocyty do ni infiltruji a stavaji se rezidentni makrofagy, progenitory
pénovych bunck. Toto se stavad epicentrem aterosklerotickych plath, které nakonec vedou

K pozdnimu selhani Zilniho $tépu.(17)
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1.2.1.4 Rizikové faktory

Rizikové faktory, které zvysSuji selhani Zilniho §tépu jsou vpodstaté identické jako ty , které
podporuji  vznik aterosklerozy. Zahrnuji DM , dyslipidémii , hypertenzi a
hyperhomocysteinaemii, obezitu.(28,29) DM je spiojena s daleko t&éz8im pribéhem

ischemické choroby srde¢ni s vice postizenim koronarnich arterii a také je spojena s vyssi

perioperacni morbiditou a niz§im piezivanim po operaci.

1.2.2 Strategie proti selhani Zilniho $t&pu

1.2.2.1 Chirurgické techniky

Chirurgickd odbornost ¢i kvalifikace je hlavni determinanta vysledku pro pacienta u ACB.
No-touch technika zlepSuje prichodnost graftu. (30,31) V podstaté¢ tika , ze kdyz ponechame
kolem zily i tuk a okoli a dale se zila nedilatuje po odbéru tak pii srovnani s klasickym
odbérem ma lepsi dlouhodobou prichodnost.(31) Operaéni technika off pump neni pii
srovnani s klasickou technikou na pumpé€ vyhodnéjsi v jednoro¢ni prichodnosti Zilnich

graftl.(32)

1.2.2.2 Vnitini stenty a externi obaly

KdyZ srovname PCI Zilnich grafti s PCI nativnich tepen je vysledek intervence
pro Zilni grafty horsi. Pfi¢iny jsou v periferni embolizaci , tzv. no reflow fenoménu a dale
abychom co nejvice snizili rizika komplikaci a pacienta naS§im vykonem spiSe neposkodili.
Nekolik studii na prase¢im modelu pfi pouziti externi podpory (sheatu) zajistilo dirazny a
dlouhodobé¢ trvajici efekt na inhibici neointimalni a medialni hyperplazie,(34-36) efekt
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zprostfedkovany angiogenezi a chemotaktickym gradientem. Naproti tomu pilotni klinicka
studie ukézala Casnou trombdézu u pacientl s aortokorondrni rekonstrukci zilou obalenou
polyesterovou sitkou. (37) Byla to rigidni dakronova protéza a jest¢ k tomu s pruzinovym

stentem ve vrapech jako na podkozni bypassy. Sem mizeme dat nase studie.

1.2.2.3 Genovy prenos a cytostatické 1éky

Pro genovou terapii nebo-1i zasah na zilnim $tépu je idealni kdyz muzeme Zilu ponechat napft.
hodinu mimo télo v néjakém roztoku a tam na ni plsobit pomoci genového transferu, (38)
nebo pomoci Iékti , které mohou inhibovat c¢asné udalosti vedouci k neointimalni
hyperplazii.(39) Na zvifecim modelu genovy ptenos riznych faktorti redukuje neointimalni
hyperplazii plsobenim na eNOS a TIMPS. U clovéka byla VSM pied pouzitim
k aortokoronarnimu bypasu vlozena do roztoku s oligodeoxynukleotidem pro piisobeni na
E2F faktor. Tento transkrip¢ni faktor je zodpovédny za regulaci buné¢ného cyklu. Studie
PREVENT IV ( zahrnovala 3014 pacient s ex vivo lé¢bou VSM pomoci navnady pro E2F)
ukdzala za 12 — 18 mésicli po operaci, Ze zde nebyl Zadny signifikantni rozdil v uzavéru
Zilnich $téph. Nekolik studii naopak prokazalo, Ze inkubace VSM s cytostatickymi léky
prokazatelné redukovalo neointimalni hyperplazii.(40- 43) Tyto léky zahrnovaly paclitaxel a

rapamycin (sirolimus).

1.2.2.4 Konvenéni farmakotherapie

Dnes je tu nadbytek 1éka , které mohou byt efektivni v 1écbé selhani §tépu.(38-40)
Idedlni 1€k by mél by inhibovat aktivitu desti¢ek a leukocytd a redukovat trombodzu ,
inhibovat replikaci a migraci hladkych svalovych bunék cév a tvorbu neointimalni

hyperplazie, zanét a atherogenesu. Statiny pusobi na progresy atherosklerosy v zilnim Stépu,
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redukuji  vyskyt pooperacni kaqrdiovaskularnich komplikaci a zlepSuji celkovou
mortalitu.(41) Léky proti pisobeni krevnich desticek — aspirin, ibustrin a clopidogrel redukuji
casné selhdni $tépu ovlivnénim vzniku trombozy a zlepSuji prichodnost Zilnich §tépti béhem
prvniho roku po operaci. Tyto 1éky maji ale velmi maly efekt na neointimdlni proliferaci a
pozdni selhani zilniho Stépu.(44) Dalsi léky , které inhibuji nointimalni proliferaci na
zvitecich modelech a nebyly zatim pouzity u lidi. Jsou to naptiklad angiotensin II converting
enzyme (ACE) inhibitor, antioxidanty, alpha adrenoceptor antagonista, inhibitory rastového

faktoru, thromboxane A2 synthase inhibitory, iloprost, inhibitory fosfodiesterazy.(45,46)
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2 Hypoteézy a cile

2.1 Hypotéza

Dnes zname uc¢inky pusobeni zevniho obalu a také plisobeni antiproliferativnich
latek na zilni Stép v tepenném fecisti, kterym muiizeme potlacit neointimalni hyperplazii.
Vytvotfeni zevniho obalu autotranplantované cévy , ktery by obsahoval a uvoliloval
antiproliferativni latky bychom chtéli dlouhodobé ovlivnit prichodnost Zilnich graftt

pouzivanych v kardiovaskularni chirugii.

2.2 Podklady pro experiment

V klinické kardiologické praxi se stendza autologniho $tépu obvykle fesi vloZzenim
stentu (po perkutanni transluminalni angioplastice) do lumina §t€pu nebo nutnosti pacienta
reoperovat a provést novy aortokoronarni bypass. Pro prevenci proliferace VSMC a restenozy
Stépu byly vyvinuty stenty uvoliiujici antiproliferativni 1é¢iva, jako je sirolimus (CypherTM,
Cordis J&J, NJ) nebo paclitaxel.(47) Pouziti stentli je vSak limitovano jejich relativné
komplikovanym zavadénim, nebezpecim jejich uvolnéni a pohybu uvnitf cévy,moznou
periferni embolizaci sklerotickych hmot stény $tépu, zvySenym mechanickym namahanim
cévni stény 1 lokdlnim poSkozenim endotelu a VSMC, vedoucim k reaktivaci ristu VSMC a
restenoze cévy. Podobné problémy by mohly byt spojeny s polymernimi filmy uvoliujicimi
1é¢ivo, které pokryvaji luminalni povrch cév, napf. hydrogelové filmy s obsahem
paclitaxelu.(48)

Z toho hlediska se externi, tj. mimocévni systém dodavky lé€iva, umistény na povrch
adventicie cévniho Stépu, zdd byt vyhodnéjsi. Periadventicidlni doddvka léCiva z matrice

umisténé tésné vedle karotickych arterii potkana byla Gspé$né pouzita u heparinu, o kterém je
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znamo, Ze snizuje proliferaci VSMC.(49) Jiz dfive byly objeveny jiné antiproliferativni latky
inhibujici neointimalni hyperplazii zilnich grafti na experimentalnich modelech u zvifat pio
jejich periadventicialni aplikaci napiiklad suramin , C-typ natriuretického peptidu , cilostazol ,
sirolimus.(50-52) Specialné sirolimus (Rapamycin), je znam svym silnym antiproliferativnim
ucinkem. (53) Déle se tento makrocyklicky lakton pouziva v drug eluting stentech (47) a pfi
organovych  transplantacich  jako  imunosupresivum.(53)  Mechanizmus  jeho
antiproliferativniho U¢inku je velice slozity a mnohostranny (54) a zahrnuje piedevsim
blokadu ptechodu bunék G1 do S- faze bunécného cyklu, interakci se specifickym cilovym

proteinem (MTOR, mammalian target of rapamyecin) a inhibici jeho aktivace. (obr. 4)
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Obr. 4 Schema pisobeni rapamycinu na mTOR (54)

Sitka urCend k potahovani vhodnym polymerem s rozpusStenym lé¢ivem musi mit
potiebné mechanické vlastnosti dovolujici jeho ovinuti kolem cévy, dilezitd je i pruznost
polymerni vrstvy. Polylaktidy 1 poly(e-kaproloakton) (PCL) degraduji velmi pomalu, v fadu
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let; PCL je pomérné pruzny a oba polymery jsou biokompatibilni. Kinetika uvolfiovani 1é¢iva
zavisi na fyzikalnich a chemickych vlastnostech 1é¢iva, volbé polymeru nebo kopolymeru a
jejich uspotadani do vrstev s 1é¢ivem nebo bez ného, jako i1 pfitomnost bariér regulujicich
difusi a velikost povrchu sitky. V nasi studii zaméfené na kinetiku uvolfiovani sirolimu
z polyesterovych siték bylo po uvoliiovani sirolimu detekovano nékolik tydnti. Proliferace
VSMC na budéénych kulturach byla inhibovana sitkami s navdzanym sirolimem.(55) Nasim
pfedpokladem bylo, ze tloustka cévni stény je dostatecné tenkd, aby umoznila difusi
uvolnéného sirolimu do tunica media a inhibici proliferace VSMC. Penetrace sirolimu je
podporovéna jeho hydrofobii. U¢inna koncentrace sirolimu potiebna k inhibici proliferace
VSMC je relativné nizké (IC 50 = 5 ng/ml) (56) a umoziiuje v polymeru dispergovat ptislusné
mnozstvi 1é¢iva nutné k dlouhodobému uvoliovani (v rozmezi 4-6 tydntl).

Zevni obaleni cévy polyesterovou sitkou uvolilyjici sirolimus zabezpeci, Ze
endotelialni vrstva bude touto latkou ovlivnéna méné nez v piipad¢ intravaskularniho stentu,
ktery se tésné dotykd endotelu. Rovnéz predpokladdme, Ze ovinuti pomérné pevné sitky
kolem cévy snizi mechanické namahani autologniho S§t€pu ve srovnani se stentem.
Dlouhodobé uvolilovani antiproliferativniho 1é¢iva sirolimu b&hem nékolika tydnt potlaci
rist VSMC na dobu potifebnou k reendotelizaci Stépu. To by mélo snizit remodelaci
autologniho $té€pu a nutnost nasledné 1écby.

Piedpoklada se, Zze ke ztluSténi intimy Zilnich $t€pi dochazi v dilatovanych
usecich, kde je nizky pritok.(57) Ovinuti pomérné pevné sitky kolem cévy snizi mechanické
namahani autologniho §tépu ve srovnani se stentem, ktery pusobi zevniti. Z tohoto hlediska
jsou vysledky z in vivo studie na ovcich velmi povzbudivé. Zilni stépy obalené sitkou z
tlaku- odolného polyesteru (torlen/dacron) méli signifikantné¢ mensi intimalni hyperplazii ve
srovnani s kontrolni skupinou zilnich S§tépi bez zevniho obalu po 12 tydnech po

implantaci.(58) Rovnéz predpokladame, ze ovinuti sitky kolem cévy slouzi jako mechanicka
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opora zilni stény, kterd zvySuje rezistenci St€pu proti vysokému tlaku, snizuje tangencialni

(te¢né) napéti a zpomali degeneraci $tépu.(35,58)

2.3 Cile experimentu:

1. Vyvinout modelovy systém Zzilnich graftti a déale je interponovat do tepenného fecisté¢ u
laboratorniho zvifete k hodnoceni neointimalni hyperplazii u téchto grafti na zakladé
morfologickych kritérii.

2. In vitro otestovat kinetiku uvolilovani sirolimu z nové vyvinutého systému stejné jako jeho
vliv na tkanové kultury cévniho endotelu a hladkych svalovych bun¢k.

3. Vyvinout novy dudlni a synergicky pusobici  periadventicidlni polymerni systém s
kontrolovanym uvoliiovanim antiproliferativni latky (sirolimu) jako prevenci neointimalni
hyperplazie.

4. In vivo v pokusu na laboratornim zvifeti otestovat nové vyvinuty systém a hodnotit

dynamiku zmén v intim¢ Zilnich §tépi ve sttednédobém sledovani.

2.4 Oé&ekavané vysledky

Vytvoteni zevniho resorbovatelného obalu autotranplantované cévy , ktery by
obsahoval a uvolnoval antiproliferativni latky a tim dlouhodobé ovlivnil prichodnost Zilnich
grafti pouzivanych v kardiovaskularni chirugii.

Pouziti modelu na laboratornim zvifeti k prechodu do preklinické a klinické praxe
vytvofenim nové metody k 1éCeni tzv. vein graft dissease u zilnich autolognich ¢i allogennich

graft.
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3 Material a metodika

3.1 Material

Polyesterova sitka (Duratexol) byla ziskana z VUP Brno, CR, Purasorb PLC 7015,
kopolymer kyseliny L-mlé¢né a e-kaprolaktonu (molarni pomér 70/30, Mw ~ 200.000 g/mol z
PURAC Biomaterials) a sirolimus (Rapamycin from Streptomyces, kat.¢. R0395) byl
zakoupen z firmy Sigma-Aldrich (Némecko). Polyesterova sitka (PE) byla vyrobena z ptize
o priméru 90 pm, kterd se sklada z vlaken o priméru 17,5 pm Purasorb pfi potahovani

pronikl mezi vlakna v pfizi.

3.1.1 Impregnace siték
Cista polyesterova sitka byla pouZita bez impregnace, nebo byla impregnovana
roztokem €. 1 s rozpusténym purasorbem, nebo roztokem ¢. 2 s rozpustenym purasorbem a
sirolimem, vysuSena, znovu impregnovana a vysuSena. Roztok 1 obsahoval 36,4 mg
purasorbu v 1 ml zmesi chlorbenzen - etanol (1,75:1 v/v); roztok 2, 5,2 mg sirolimu a 36,4 mg
purasorbu v 1 ml zmesi chlorbenzen - etanol (1,75:1 v/v). Sitka sirolimus obsahovala 0,14 mg
sirolimu homogenné nanesenych v 0,98 mg purasorbu na 1 cm?. Sitka byla susena 3 tydny

ve vakuové peci a potom nasledné sterilizovana v ethylen oxidu ( sitka uvoliiujici sirolimus).

3.1.2 Méfeni uvoliiovani sirolimu ze sit’ky

Pripravené kousky sitky se sirolimem o velikosti 0,5 cm? nebo 1 cm? byly
inkubovany v 5 ml fosfatového pufru (PBS) na cm? sitky pti 37 °C na tiepacce. PBS bylo
denné¢ ménéno. Vzorky byly odebirany po 0, 1, 4, 7, 9, 11, 14, 17, 21, 28, 35, a 42 dnech

inkubace. Pro kazdy ¢asovy interval a kazdou skupinu jsme pouzili 3-4 vzorky.
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Po vysuseni sit€k byl polymer se sirolimem rozpustén v dichlormetanu, rozpoustédlo
bylo nasledn¢ odpateno do sucha. Sirolimus byl rozpustén v 1 ml metanolu, centrifugovan 5
min pii 13 000 rpm a supernatant byl ihned analyzovan pomoci Acquity UPLC systému
vybaveném detektorem 2996 PDA. Chromatogramy analyz sirolimu byli extrahovany a
nasledné kvantifikovany pti 278 nm. Namétené udaje byly zpracovany pomoci Empower 2
software (Waters). Vzorky byli injikovany na kolonu Waters BEH C18 column (50 x 2,1 mm
I.D., velikost ¢astic 1,7 um); mobilni faze: rozpoustédlo A, 10% acetonitrile a rozpoustédlo B,
acetonitrile; linearni gradientova eluce (min/%B): 0/60, 1,5/100, 2/100; rychlost pritoku 0,4
ml. min™; teplota kolony 50°C; objem injekce 5 pl. Po kazdé analyze nasledovala ekvilibrace
(0,5 min). Metoda kvantifikace sirolimu byla ¢aste¢né validovana; kalibra¢ni kiivka byla
sestrojena V linearnim rozmezi od 3,125 do 100 pg.ml™ pomoci metanolovych roztokd
sirolimu o koncentraci 100, 50, 25, 12,5, 6,3 a 3,1 pg.ml’l.

Mnozstvi zbytku neuvolnéného sirolimu v sitce X [pg/cm?] bylo pogitano podle
vzorce: X = Cypic * 3,97 / m, kde CypLc [ug.ml'l] ptredstavuje koncentraci sirolimu
extrahovanou z 1 kusu sitky a méfené pomoci UPLC, m pfedstavuje hmotnost analyzované
sitky po extrakci a bez vrstvy purasorbu se sirolimem, konstanta 3,97 pfedstavuje hmotnost

1 cm? &isté sitky bez purasorbu a sirolimu.

3.1.3 Kultivace bunék

Polyesterova sit’ka (sit), polyesterova sitka potazena purasorbem (purasorb) a sitka
potazena purasorbem se sirolimem (sirolimus) byli sterilizovany etylenoxidem a suseny ve
vakuu 4 tydny pii 35 °C. Do kultivacnich komlrek  ( 24-jamkové desticky, TPP,
Svycarsko) byli nasazeny EB nebo VSMC v hustotd 16 tis. bundk/jamku, tj. asi 9000 bb/cm?
v 1,5 ml kultivaéniho média. VSMC byly kultivoviny v DMEM  médiu (Dulbecco’s

modified Eagle medium, Sigma, St. Louis, MO, USA; kat. ¢. D5648), obohaceném 10%
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fetalniho bovinniho séra (FBS; Sebak GmbH, Aidenbach, Némecko) a 40ug/ml gentamicinu
(LEK, Ljubljana, Slovinsko), EB v mediu (Minimum essential Eagle medium) obohaceném
2mM L-glutaminu, Earle’s Balanced Salt Solution 1,5 g/l sodium bicarbonatu, 0,1 mM
neesencialnich aminokyselin, 1,0 mM sodium pyruvatu (vSechny chemikalie: Sigma, USA) a
20% FBS. VSMC byly ziskany explanta¢ni metodou z komplexu intima-media hrudni aorty
8-tydennich samcti Wistar SPF potkant (59) a pouzity v 5-10 pasazi. EB pochézely z hovézi
plicni artérie (linie CPAE ATCC CCL-209, Rockville, MA, USA). Dvacet ¢tyfi hodin po
nasazeni byly do media ptidany vzorky siték; polystyren (PS) slouzil jako kontrola. Buiky
byly kultivovany 1, 3 nebo 8 dni po nasazeni ve zvlh¢ené atmosféie s 5% CO,. Tti vzorky

byly pouzity pro kazdou skupinu a kazdy casovy interval.

3.1.4 Zivotaschopnost a pocet bunék

Na vizualizovani Zivotaschopnosti (angl. viability) bunék byl pouzit Live/dead
Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, Invitrogen). Vzorky byly inkubovany s
roztokem calceinu v PBS v inkubatoru s 5% CO; pii 37 °C po dobu 15 min (zivé buiky
calcein metabolizuji a sviti zelené, excitace 488 nm, emise 505-535 nm) a sroztokem
ethidium tetrametru (prochazi membranou poskozenych a mrtvych bunék a barvi je ¢erveng,
excitace 539 nm, emise 638-699 nm). Pozorovano pod fluorescen¢ni mikroskopem Olympus
IX 71, kamera DP 71. Pocet zivych a mrtvych bunék byl pocitan z 30-52 zornych poli a

zivotaschopnost (viabilitu) bun€k jako procento zivych bunék.(60)
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3.2 Chirurgicka technika

3.3.1 Metodika

Studie byla pted zahédjenim schvalena odbornou komisi podle zakona na ochranu
zvitat proti tyrani. Z operovanych kralikli jsme vytvofili 3 skupiny pro sledovani po 3
respektive 6 tydnech. V kazdé skuping jsme vytvotili soubor kontrolni tj. autologni zilu bez
sitky (zila_3 , Zila_6), soubor pro sledovani ptuisobeni Cisté polyesterové sitky bez sirolimu
(sit 3, sit’ 6) a posledni soubor pro sledovani ptsobeni sirolimu na nosici s polyesterovym
obalem (sirolimus_3, sirolimus_6). V kazdé skupiné jsme méli 6-10 zvifat randomizovanych

k jednotlivym pokusim. Dale jsme méli kontrolni skupinu Zilniho graftu ( Zila_0).

3.3.2 Chirurgicka technika anastomosy

9 234

K pokusu in vivo byl vybran model implantace jugularni zily do tepenného récisté
a. carotis communis u kralika. Jednak pro svoji jednoduchost a také pro odpovidajici velikost
cév k poméru ok na polyesterové sitce.

Kréalici byli uvedeni do anestezie intramuskuldrni injekci ketaminu (30 mg/kg). Poté
jsme pokracovali s inhala¢ni anestezii pomoci isofluranu (2,5-3%). Operac¢ni vykon jsme
provadeli za aseptickych podminek v chranéném koagulu (7 mg/kg cefalexim 1.m.). Nejprve
jsme z podélného tfezu na krku vypreparovali v. jugularis externa a po podani heparinu
v davce (300 j/kg ) jsme ji odebrali v délce cca 1,5 cm. Do odebrané cévy jsme postupné na
oba konce pomoci ligatury Surgilene 8/0 pfichytili stenty vyrobené z katetrizacnich cévek
vel. 4 French. (Terumo Medical Corp, Elkton, Md) (Obr. 5) (61) Poté jsme vypreparovali a.
carotis communis na stejné strané a po zasvorkovani jsme ji Castené natnuli a do
proximalniho a distalniho konce jsme reverzné umistili pfipravenou Zilu a opét pies stent

ligaturou fixovali. Po uvolnéni krevniho proudu jsme kontrolovali rozvinuti zilniho $tépu a
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dale dle urcené skupiny pokracovali s obalenim cévy sitkou a jeji fixaci (Obr. 6). Poté byla
rdna uzaviena po anatomickych vrstvach. Odbér vzorkli po 3 a 6 tydnech jsme provadéli
Vv celkové narkoze Ketamin 50 mg/kg + Xylazin 4 mg/kg s.c. Euthanasie byla provedena po

odbéru vzorki pied probranim z narkézy podanim piipravku k euthanasii T 61.

Obr. 6 Zilni graft v arterialni fecisti pfed uvolnénim krevniho proudu do rekonstrukce (A),

uvolnéni krevniho proudu a pocatecni dilatace Zilniho §t€pu — kontrolni skupina (B) a aplikace

periadventicialniho obalu — sitky na rozvinutou cévu (C)
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3.3 Histologie a immunohistochemie

Odebrané zilni Stepy byly rozd€leny na dvé ¢asti. Jedna Cast byla fixovana v 10%
formalinu a poté byla zalita do parafinu. Druh4 &st (nativni ) byla umisténa do Tissue Tek®
Cryomold holder (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) a zalita média Tissue Tek® OCT (Sakura
Finetek, Tokyo, Japan). Poté byla zmrazena 2-methylbutanem (Fluka Chemika, Buchs,
Switzerland), ponofenim v mrazuvzdorné nadobé do tekutého dusiku. Zmrazené vzorky byly

uchovavany pii teploté — 80 °C.

3.4 Histologie

Vzorky zalit¢ do parafinu byly krdjeny na 3-4 um tenké ftezy a obarveny
nasledujicimi metodami: hematoxylin-eosin, Van Gieson s elastikou, von Kossa a Pearlsovou
reakci na prikaz Zeleza. Useky tkani vybrané pro analyzu byly odebrany ze stiedniho
segmentu vzorku, abychom se vyvarovali eventualni pfitomnosti reakce na Sici material.
Preparaty obarvené barvenim Van Gieson s elastikou byli pozorovany pod mikroskopem

Olympus 1X 51, fotografie byly potizeny digitalnim fotoaparatem DP 70.
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3.5 Immunohistochemie

Protilatky pro imunohistochemickou analyzu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.(Tab. 1)

Antigen Pivod | Firma Redéni | Klon
CD4 Mouse | Novus Biological, CO, USA 50x KEN-4
CD8 Mouse | LifeSpan Biosciences, WA, USA | 100x NA
Hladkosvalovy aktin | Mouse | Sigma, MO, USA 900x 1A4
Makrofagy Mouse | Abcam, UK 200x MAC387
CD31 Mouse | Abcam, UK 20x JC/70A
PCNA Mouse | Dako,Denmark 6000x |PC 10

Tab. 1. Seznam monoklonalnich protilatek pouzitych pro immunohistochemickou analyzu

3.5.1 Formolem fixované vzorky tkani zalité do parafinu

Imunohistochemickd vySetfeni byla provedena na 4 um tenkych parafinovych fezech s
vyuzZitim tfistupfiové nepiimé metody. Vzorky byly deparafinovany v xylenu a zavodnény
Vv sestupné alkoholové fadé. Demaskovani antigenti probéhlo podle protokolu v mikrovinné
troubé v 0,01 M citratovém pufru pH 6 (detekce aktinu hladkych svalovych bunék),
v EDTA pufru pH 8 (detekce PCNA) nebo byla aplikovana proteinaza K (detekce makrofagi
a CD31). Endogenni peroxidaza byla blokovana 0,3% H,0;, v 70% metanolu po dobu 30 ti
minut. Endogenni biotin byl blokovan pomoci biotin blokujiciho systému (Dako , Glostrup,
Dansko). Tkané byly poté inkubovany s 10% konskym sérem (Vector laboratories,
Burlingame, CA,USA), 20min, aby se zabranilo nespecifickym vazbam. Primérni protilatky
byly aplikovany na 30 min pii pokojové teploté, v ptipadé CD 31 probéhla inkubace pies noc
pii 4° C. Detekce monoklonalnich protilatek byla provedena pomoci biotinylovaného — anti

mysiho IgG ( Vector laboratories,Burlingame,CA,USA), fedéném 200x, po dobu 30 minut.
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Vzorky byly poté inkubovany s R.T.U. Vectastain Elite ABC reagentem po dobu 30 minut.
Nakonec byly vzorky inkubovany s roztokem s3,3” diaminobenzidine (Liquid DAB+
Substrate-Chromogen Systém; Dako, Glostrup,  Dénsko), 5 minut, a
dobarvovany Harrisovym  hematoxylinem  (Merck, SRN). Poté byly zamontovany

pomoci Entellanu (Merck, SRN).

3.5.2 Zmrazené vzorky tkani

Imunohistochemickéd vySetfeni byla provadéna na 8um tenkych fezech s vyuzitim
tiistuptiové nepiimé metody. Rezy byly fixovany po dobu 10 minut v ledovém acetonu.
Nasledné byly fezy byly promyty v 0,2% roztoku Tritonu X100 a pufrovaném fosfatovém
fyziologickém roztoku, endogenni biotin byl blokovdn pomoci biotin blokujiciho systému
(Dako,Glostrup, Dansko). Tkanové vzorky byly poté inkubovany s 10% konskym sérem,
nasledné byly aplikovany na 60 minut primarni protilatky (anti CD4/CDS). Endogenni
peroxiddza byla blokovéna 0,3%H,0, v 70% metanolu po dobu 30ti minut. Vzorek byl dale
inkubovan se sekundéarni biotinylovanou kofiskou anti mysi protildtkou (Vector laboratories,
Burlingame, CA, USA) nasledné byl inkubovan s R.T.U.Vectastain Elite ABC Reagentem
(Vector laboratories, Burlingame, CA,USA). Nakonec byly vzorky inkubovany po dobu 5ti
minut s 3,3 diaminobenzidine (Dako Liquid DAB+ Substrate-Chromogen Systémem; Dako,
Glostrup, Dansko) a byly dobarveny Harrisovym hematoxylinem a zality v Entellanu (oba od
Merck, Germany).

Absolutni pocet CD4+ bunék, CDS8+bun€k, neutrofilli, plasmocytl, eosinofili,
makrofagl, obrovskych mnohojadernych bunék typu cizich téles, Fe a Ca Castic byl pocitan
celém piicném fezu Zilnich $tépi v 10 mikroskopickych polich na jednoho kralika v 600X

zvétSeni.
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3.6 Tloustka intimy, medie, komplexu medie-intimy, pomér medie-intima

Byly méfeny nasledujici parametry: tloustka intimy od povrchu  endotelu
K vnitinimu okraji tunica media, tloustka médie od vnitini hranice tunica media k hranici
mezi tunica media a tunica adventicia a tlouStka komplexu intima-medie od povrchu
endotelu k hranici medie-adventicie. Data byla shromazdéna z 32-84 méfeni na jednoho
kralika ve 12-28 zornych poli pomoci dopliikkového modulu MeasureStackLines elipsa
software (ViDiTo systémy, Slovensko). Pomér média/intima byl vypocten z namétenych
hodnot. Stfedni hodnoty a standardni odchylka priméru (meant+ SEM ) byly vypocteny pro

kazdou Zilu a pro kazdou skupinu zvifat. Stépy s trombézou nebyly méteny.

3.7 Statisticka analyza

Pro hodnoceni histologie a histomorfometrie byla pouzita neparametricka
jednocestna metoda ANOVA podle Kruskal-Wallise. Dvoucestnda ANOVA a Tukey —
studenttiv rozptyl byl pouzit k analyze dat tloustky intimy, medie, komplexu medie-intimy a
poméru medie-intima. Proménné byly hodnoceny pomoci testu na normalni rozdéleni
pomoci Shapiro a Wilkovi statistiky. Vzhledem k tomu, Ze normalni rozdéleni bylo
zamitnuto, byla pouzita logaritmicka transformace. Piisobeni ¢asu, 1é€iva a interakce mezi

Casem a léCivem byly testovany a p < 0,05 byla povazovana za vyznamnou.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky pokusi in vitro

4.1.1 Uvoliovani sirolimu ze sitky

Sirolimus se uvolnoval ze sitky po dobu 6 tydni, s inicidlnim rychlym uvolnénim
asi 70% léciva v pribehu prvnich 7 dnd a pozvolnym uvolnovanim zbytku lé¢iva dalSich 5
tydnt (Obr. 55). Live/dead barveni ukazalo vybornou zivotaschopnost VSMC v ptitomnosti
uvolnéného sirolimu ze sitky v kultute, kterd byla 86,1% 2. den, respektive 97,6% 7. den po
pfidani sitek (Obr. 56); u EB byla viabilita bun¢k 92,3% 2. den a 65% 7.den po pfidani sitek.
U kontrolnich €istych polyesterovych siték (sit) a sitek potazenych kopolymerem (purasorb)

byla Zivotaschopnost obou typl bun¢k vyssi nez 93,8%.
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Obr. 7 Kumulované uvolfiovani sirolimu z polyesterové sitky ve fosfatovém pufru v prub&éhu

6-tydenni inkubace. Hodnoty jsou prezentovany jako aritmeticky primér = SEM.
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Obr. 8 Hladké svalové buiiky barveny pomoci Live/dead eseje, tj. zivé bunky zelené, mrtvé
cervené na polystyrenu pro tkanové kultury (A), na polystyrenu po pfidani polyesterové sitky
potazené purasorbem (B) a na polystyrenu po pfidani sitky uvoliujici sirolimus (C) 7. den po
pfidani sitek, tj. 8. den po nasazeni. M¢titko = 500 pm. Mikroskop Olympus, IX 71, kamera

DP 71.

4.1.2 Inhibice proliferace bunék
Uvolfiujici se sirolimus v in vitro experimentu inhiboval riast VSMC i EB bun¢k
Vv pribehu 7-denni kultivace. Pocet VSMC byl nizsi o 22% 2. den, respektive o 29% 7. den
kultivace se sirolimem v porovnani s polystyrenem (Obr.57A). Pocet EB klesl 0 7% 2. den a o
75% po 7 dnech po pridani siték (Obr 57B). U kontrolnich vzorku siték (sit’a purasorb) byl

pocet bun¢k stejny jako u polystyrenu. (Obr.9)

44



A. Pocet hladkych svalovych bunék B. Pocet endotelovych bunék
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Obr. 9 Pocet hladkych svalovych bunék (A) a endotelovych bunék (B) na polysterenu pro
tkanové kultury (PS), na PS po pfidani polyesterové sitky (sit’), na PS po ptidani polyesterové
sitky potazené purasorbem (purasorb), na PS po pfidani polyesterové sitky uvolnujici
sirolimus (sirolimus) 0., 2. a 7. den po pfidani sitek, tj. 1., 3. a 8. den po nasazeni. Pocty
buné¢k jsou uvadény jako aritmeticky priimér = SEM. Hodnota p< 0,05 je povazovana za

vyznamnou.

4.2 Vysledky pokusi in vivo

4.2.1 Histologie a immunohistochemie

4.2.1.1 Tunicaintima
Ve vSech experimentalnich skupindch zvifat byl vnitini povrch Zilniho §tépu pokryt
vrstvou endotelovych bunék (obr. 10,11). U nékterych §tépt byly pozorovany tromby na
vnitinim povrchu tunica intima (Tab. 2). N¢které tromby zcela obliterovaly lumen Stépu,
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zatimco zbylé byly jen nasténné nebo rekanalizované, ale nebyly nalezeny Zzadné signifikantni
rozdily mezi skupinami kralikd. Nicméné byl zjistén vyznamny rozdil v tloust’ce intimy mezi
vzorky (viz nize v c¢asti "Tloustka intimy, medie, komplexu intima-medie a pomér
medie/intima"). Loziskové byly pozorovany v neointimé hladké svalové bunky, zejména ve

vzorcich ze zvitat, kde nebyl aplikovan sirolimus.

1. 2. 3. 4, 5. 6.
zila 3 sit” 3 sirolimus_3 zila 6 sit’ 6 sirolimus_6
Pocet zvifat 7 4 9 11 8 10
CD4+ **vs. 3 **vs. 3 | **vs. 1,2
50.7 £ 203+ 0.6+04* | 10.7+1.1 | 128+4.5| 12.8+3.8
19.9 5.4
CD8+ *vs. 3 *vs. 2,5 *vs. 3
275+ 155+ 0.8+04 29+0.3 10+3.4 1.8+0.5
17.3 4.8
Plazmocyty **vs. 4 **vs. 3, *vs. 4
46+18 | 7.3+£2.6 0+0 *Vvs. 6 2.5+0.7 04+04
6.9+20
Makrofagy **vs. 6 **vs. 3
1.6+1.1 12.8 + 0+0 28+13 | 1.2+£0.6 13.2+9.6
8.0
Kralici s
tromby/ 3/7 2/4 5/9 5/10 5/8 3/8
Pocet zvirat
Kralici s
obliterujicim/ 0/1 0/1 0/1 3/0 1/2 0/0
rekanalizova
nym
trombem

Tab. 2 Pocet bun¢k CD4+, CD8+, plasmocytli, makrofagti z 10 mikroskopickych poli na
krélika vyjadfenych jako stfedni odchylka + SEM ze 4-10 zvifat, zvétSeni x600. Celkovy
pocet kralikii s jakymkoli typem trombu , s obliterujicim trombem nebo rekanalizujicim se
trombem ; pro statistickou analyzu neparametrického testu Kruskal-Wallis ANOVA byla
uzita jednocestna variacni analyza , * je pouzita pro p<0.05, a ** jsou uzity pro p<0.01 ve

srovnani se vzorky stejného poctu.
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4.2.1. 2 Tunica media

Ve vsech skupinach proces adaptace zilnich $t€pt na arteridlni tlak vede k vytvareni
vice vrstev hladké svaloviny, které mélo za nésledek zesileni medie (obr.11; Viz také nize v
casti "Tloustka intimy, medie, komplexu intima-medie a pomér medie-intima"). To bylo
doprovazeno zvysenim poctu PCNA+ bunék (obr. 10, viz také nize v sekci PCNA). V Zilnim
Stépu se sitkou uvolniujici sirolimus (sirolimus_3) pozoruhodné poklesla ptitomnost
infiltrujicich bunék CD4 + a CD8 + v cévni sténé (tj komplex intimy, medie a adventicie) ve
srovnani s zilnim S$tépem a Stépem obalenym prostou polyesterovou sitkou bez sirolimu
(sit 3) po 3 tydnech (Tab. 2, obr. 12). Pocet makrofagh a plasmocyti byl velmi maly ve
vSech skupindch. Bylo zde jen sporadické mnozstvi neutrofilnich a eozinofilnich leukocyta.
Po 6 tydnech byl nalezen nizs$i pocet plasmocyti v zilach obalenych sitkou uvolnujici
sirolimus (sirolimus_6) ve srovnani s autolognim transplantatem. Ackoli v zilach obalenych
sitkou uvolnujici sirolimus pocet makrofagii vyznamné vzrostl mezi 3 az 6 tydnem, piesto
bylo celkové mnozstvi makrofagti podobné v obou dalSich skupinach (Zila 6, sit 6 ) po 6

tydnech (Tab. 2). V zadné z téchto skupin nebyla zastizena pfitomnost kalciovych krystalt.
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Obr.10 Immunohistochemicky prikaz CD31 (A-C) a (PCNA, D-F) v autolognim $tépu
(Zila_3, A, D), autolognim Stepu S polyesterovou sitkou (siz’ 3, B, E), autolognim $tepu
s polyesterovou sitkou uvolnujici sirolimus (sirolimus_3, C, F) 3 tydny po implantaci do

kralika, zvétSeni 400x, pozitivné zbarvené bunky jsou hnédé.

Obr. 11 Autologni zilni $tep (Zila_3, A; Zila_6, D), autologni Zilni Step s polyesterovou
Sitkou (sit’_3, B; Sit’ 6, E) a autologni Zilni Step s polyesterovou sitkou uvolilujici sirolimus

(sirolimus_3, C; sirolimus_6, F) po tiech (A, B, C) a Sesti tydnech (D, E, F) u kraliku,
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barveni van Gieson s elastikou, objektiv x 4, méfitko = 500 pm, mikroskop Olympus IX51,

digitalni fotoaparat DP70.

4.2.1. 3 Tunica adventicia

Histologické barveni odhalilo pfitomnost polyesterové sitky a polyesterové sitky
uvolnujici sirolimus v adventicii zilnich S$tépi. Ve vsSech skupindch byla distribuce
imunokompetentnich bunék, tedy plasmocyti, CD4 + a CD8 + bunék, podobna jako jejich
rozlozeni v tunica media (obr. 12A), viz téz v Casti o Tunica media (Tab. 2 ). Jako
histologicky korelat resorpce hematomu byly obcas nalezeny mala loziska Zzelezitého
pigmentu (obr. 12B). Krom¢ toho ve skupindch se $t€py s polyesterovymi sitkami (sit’ 3,
sit_ 6) a spolyesterovymi sitkami uvolfiujici sirolimus (sirolimus_3,sirolimus_6) byly
pozorovany kolem vldken siték siték obrovské mnohojaderné buiiky typu cizich téles. (obr.

12 C, D).
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Obr. 12 Imunohistochemicky prikaz CD4+ bunék v autolognim $té€pu (Zila_3) po 3 tydnech

po implantaci do kralika (A) Pearlsova reakce k prikazu Zeleza (B) v autolognim Stépu
s polyesterovou sitkou uvoliujici sirolimus (sirolimus_3) po tfech tydnech od implantace do
kralika. Barveni hematoxylin-eosin u autolognich $tépu s polyesterovou sitkou uvolfiujici
sirolimus (sirolimus_3) po 3 tydnech po implantaci do kralika (C - D), zvétSeni 50x (A, C),
200x (B) a 100x (D); CD4+ bunky jsou hnédé (A), Fe se barvi modie (B), Sipky (D) oznacuji
vldkna polyesterovych sitek vriastajicich do Stépu; Obrovské mnohojaderné bunky typu z

cizich téles jsou lokalizovany v okoli vldken polyesterové sitky.
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4.2.2 PCNA

Vétsina bunck PCNA+ byla nalezena v médii a intimé& (obr. 10 a 13) a mén¢ v
adventicii. Nejvyssi po¢et PCNA+ bunék byl pozorovan ve skupiné ¢istych zilnich $tépt za 3
tydny po implantaci (Zila_3). Po 3 tydnech zilni §tépy s polyesterovou sitkou (siz 3) méli o
59+15 % méné PCNA+ bun¢k a skupina se sirolimem (sirolimus_3) dokonce o 84+13 %
méné¢ PCNA+ bunék. Po 6 tydnech se pocet bunék PCNA+  vyrazné snizil v kontrolni
skuping Cistych $tépu (Zila_6); Cisla se vSak nezmeénila ve skupiné $tépa s polyesterovou

sitkou (si’_6) a skupin¢ se sirolimem (sirolimus_6) .

1400 ~ #vs.1,4
1200 - **ys. 7
1000 |
800
600 -
400 |#vs.

2,3,6
200 Trrys 5

Pocet PCNA* bunék

Material

Obr. 13 Pocet bunék s pozitivnim antigenem PCNA+ (Proliferating cell nuclear antigen)
Vv autolognim zilnim graftu (Zila), v autolognim zilnim $tepu s polyesterovou sitkou (sitka ),
a Vv autolognim Zilnim Stepu s polyesterovou sitkou uvolfiyjici sirolimus (sirolimus) po 3 a
6 tydnech u kraliki. Hodnoty jsou uvedeny se stfedni smérodatnou odchylkou + SEM
(Standard Error of Mean). Obousmérny parovy test ANOVA and Tukey jsme pouzili pro
statistickou analyzu ; * p< 0.01 a # p<0.05 jsou povazovany za signifikantni pro srovnani

stejného vzorku.
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4.2.3 Tloustka intimy, médie, komplexu intima-medie a pomér médie/intima

Mg¢feni intimy (obr. 14A) po tiech tydnech ukézalo nejvyssi hodnoty tloustky intimy
Vv kontrolni skupiné samotného zilniho S$tépu (Zila_3). U §tépt obalenych sitkou
s polyesterovou sitkou (siz_3) nebo sitkou s polyesterem a sirolimem (sirolimus_3) byla
tloustka intimy snizena o 7348 a 73£11 %, o proti kontrolni skupiné samotného Zilniho $tépu.
Mezi 3 a 6 tydnem ziistala tlouStka intimy u vSech sledovanych skupin konstantni. Po 6
tydnech bylo snizeni tloustky intimy u S$tépi S polyesterovou sitkou (siz 6) a Stépa
s polyesterovou sitkou a sirolimem (sirolimus_6) o 59+12% a 73+9 %, ve srovnani se
samotnym Stépem (zZila_6). Ve skupiné S$té€pld s polyesterovou sitkou a sirolimem
(sirolimus_6) jsme pozorovali silngjsi efekt na intimalni hyperplazii ve srovnani se skupinou
S$té€pu jen s polyesterovou sitkou (sit'’ 6) po 6 tydnech.

Narust tloustky médie (obr. 14B) se vyznamné snizil o 65+£9 % ve skupiné $tépt
polyesterovou sitkou se sirolimem (sirolimus_3) po tiech tydnech od implantace. Soucasné
ve skupiné graftd s polyesterovou sitkou (sit’_3,6) nedoslo k ovlivnéni hyperplazie medie, ve
srovnani s kontrolni skupinou samotnych zilnich stépy (Zila_3,6) a to v obou ¢asovych
intervalech. Po Sesti tydnech byla tunica média vyrazné tenc¢i o 20+12 % u S$tépt
s polyesterovou sitkou a sirolimem (sirolimus_6) , nez ve skupin¢ samotnych Zilnich graftd
(zila_6). Tloustka komplexu intima-medie (obr. 14C) byla markantn¢ snizena o 76+5 a 37+9
% ve skupimé polyesterovou sitkou se sirolimem (sirolimus_3,6) ve srovnani s kontrolnimi
Stépy (Zila_3,6) za tii a Sest tydnt po implantaci. V intervalu 3 tydna doslo ve skupiné graftd
s polyesterovou sitkou (sit” 3) ke sniZeni komplexu intima-medie o 41+6 % oproti kontrolni
skupin¢ samotného zilniho §tépu (Zila_3).

Kontrolni skupina samotného Zilniho $tépu (Zila_3) a skupina s polyesterovou sitkou
a sirolimem (sirolimus_3) méla po tiech tydnech pomér intima-médie podobny jako u zdravé

nativni Zily, tj. skupina (Zila_0). Po tfech tydnech se podafilo ve skupiné Stépa
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s polyesterovou sitkou a sirolimem (sirolimus_3) udrzet podobny pomér média-intimy jako
ve skupiné nativni zily — (Zila_0). Po Sesti tydnech doslo u §tépt s polyesterovou sitkou
(sit_6) a polyesterovou sitkou se sirolimem (sirolimus_6) k selektivnimu nardstu tloustky
medie, které zptsobilo zvySeni poméru média/intimy poméru, pravdépodobné v dusledku
miniméalni koncentrace sirolimu v polyesterovém obalu v tomto ¢asovém intervalu.(56)
Nejvyssi pomér médie-intima byl pozorovan ve skupiné¢ S$tépu s polyesterovou
sitkou (sit'_3,6) po 3 a 6 tydnech. V téchto skupinach byl pomér komplexu media-intima

vys$si nez tento pomér ve skupiné samotnych zilnich grafti ve stejnych casovych intervalech.
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Obr. 14 Tloustka intimy (A), medie (B), a komplexu intima-medie (C) autologniho Zilniho
Stépu (Zila), autologniho zilniho $tépu obaleného polyesterovou sitkou (sit), a autologniho
Zilniho $tépu obaleného polyesterovou sitkou uvolfujici sirolimus (sirolimus) po 3 a 6
tydnech u kraliki; pomér media/intima(D). Hodnoty jsou uvedeny se stfedni smérodatnou
odchylkou = SEM (Standard Error of Mean). Pro statistickou analyzu byla pouzita Scheffeho
metoda dvojité neshody; * p< 0.01 a # p<0.05 jsou povazovany za signifikantni pro srovnani

stejného vzorku
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5 Diskuze

5.1 Potvrzeni hypotézy

V naSem projektu jsme vytvorili jsme unikatni periadventicidlni systém s postupnym
uvoliiovanim antiproliferativni latky (sirolimus), ktery inhiboval neointimalni hyperplasii
Vv Zilnich S$tépech implantovanych do tepenného tecCisté, jak jsme si predpokladali Vv nasi
hypotéze. Tato studie také potvrdila synergické plsobeni mechanického obalu cévy a

uvoliiovani sirolimu na remodelaci zilni stény.

5.2 Mechanick4 opora — zevni obal cévy

Zevni obal cévy je vytvoteny polyesterovou sitkou, kterd plisobi preventivné proti
rozpinani Zzilniho Stépu. Sitka pisobi podobné jako zevni elastickd membrana nativnich
arterii, kterd jim pravdépodobné umoziuje snaset vyssi tlaky v tepenném fecisti. Remodelace
je homeostatickd odpovéd’ normalnich arterii na zmény charakteru pratoku krve pomoci
smrsténi jejich stény. To umozZiuje sniZit napéti a tlak na sténu cévy a vratit se na normalni
hodnoty tlakl piisobicich v lumen cévy. Mehta a spol (32) demonstroval ve své praci, Ze
zevni umisténi makroporézniho, nerestriktivniho polyesterového stentu redukuje
neointimalni hyperplasii na modelu prasecich zilnich grafti. V pfipad€ identického tlaku
uvniti Zily s a bez zevniho mechanického obalu, pii predpokladu, Ze polomér oka odpovida
1/10 poloméru zily, je napéti ve sténé v chranéném Zilnim $tépu 20x mensi néz napéti stény
Vv Zile bez ochrany.(58) V mechanismu tvorby neointimy hraje dileZitou roli i adventicie.(62)
Mechanické poskozeni cévy indukuje angiogenetickou odpovéd’ adventicie. Predpoklada se,
ze myofibroblasty z adventicie se podileji na posSkozeni cévy proliferaci, syntézou rastovych
faktori a migraci do neointimy.(63) K signifikantnimu snizeni tloustky intimy zilniho $tépu

s polyesterovou sit’kou oproti kontrolni skupiné doslo i v nasi sérii a to jak v intervalu 3 tak i
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6 tydnli od implantace. Je zajimavé, ze pii srovnani skupin po 3 a 6 tydnech jiz k dal§imu
ovlivnéni tloustky intimy nedoslo a proces neointimélni hyperplasie nepokracoval. Naopak u

kontrolni zily doslo k vyznamnému narustu tloustky intimy v Case.

5.3 Sirolimus

Druhym zpisobem, kterym jsme ovlivnili proces neointimalni hyperplasie bylo
dlouhodobé lokalni pisobeni sirolimu. Nasim cilem bylo vytvofit systém fizen¢ho uvoliiovani
sirolimu, ktery by zajistil uvoliiovani po dobu potiebnou na regeneraci endotelové vystelky
cév, tedy v rozmezi ptiblizn¢ 4 az 6 tydni. Studie kinetiky uvolnovani sirolimu ze sitky do
PBS ukazala, Ze sirolimus se uvolnoval po dobu az 6 tydnti, 70% léc¢iva se vSak uvolnilo do 7
dni. Perivaskuldrni manzeta z PCL uvoliiovala rapamycin anebo paclitaxel 3 tydny.(64) Po
obaleni zily sirolimus do ni difunduje a inhibuje riist hladkych svalovych bunék. Histologie
odhalila pfitomnost sitky v adventicii, coz bylo zplsobeno pravdépodobné nedostate¢né
hustou siti, ktera se vtlacila do adventicie pii dilataci autologni zily po implantaci. Tato
neocekavana pozice sitky v tésné blizkosti médie mohla paradoxné zvysit koncentraci 1é¢iva
v médii a snizit ztraty 1é¢iva jeho difusi do prostoru kolem cévy. Na druhou stranu sitka mize
vyvolat odpovéd tkédn€ na cizi materidl. V jiz vzpomenuté studii (21) perivaskularng
aplikovany e-polykaprolakton bez 1é€iva zpisobil tvorbu neointimy a granulac¢niho tkaniva,
naznacujici probihajici zanétlivy proces.

U krélika byla pozorovana redukce intimalni hyperplasie zavisla na davce sirolimu ve
stentech s obsahem 60 pg aZ 200 pg sirolimu.(65) Obsah sirolimu v stentech Cypher™ je
v rozmezi od 70 do 300 pg.(66) Obsah sirolimu v pfipravené sitce byl 140 pm/cm?. V in vitro
experimentu takto pfipravena sitka uvoliiovala sirolimus v koncentraci dostate¢né k snizeni
proliferace hladkych svalovych bunék bez negativniho vlivu na jejich Zivotaschopnost

(viabilitu).
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In vitro testy ukazaly dobrou viabilitu endotelovych bunék po pfidani sirolimu po
sedmi dnech. Pfedpoladdme, Ze sirolimus bude difundovat z periadventicidlni sitky ve vyssi
koncentraci do medie, zatimco v intim¢ bude v nizSich koncentraci, umoziujici regeneraci
endotelu. V in vivo experimentu jsme zjistili snizeni tloustky intimy o 47% po 3 tydnech a o
56% po 6 tydnech implantace v porovnani s autologni zilou. Perivaskularné aplikovany e-
polykaprolakton uvoliiujici paclitaxel anebo rapamycin po dobu 3 tydnt snizil ztlusténi
intimy o 75 anebo 76 %, podle pofadi.(64) Pluronic gel s obsahem 200 pg sirolimu
aplikovany do perivaskuldrniho prostoru u modelu zilniho graftu v karotickém fecisti u mysi
snizil intimalni hyperplazii o 41 % po 6 tydnech.(50) Dalsi moznosti uplatnéné¢ u modelu
zilniho graftu jako interpozita femoralni arterie u psa bylo uziti tenkého filmu z kopolymeru
PLA a PCL v poméru 1:1, s navdzanym sirolimem, ktery obaloval Zilni $tép.(67) V nasem
modelu jsme na potahovani sité¢ pouzili stejny typ kopolymeru, ale v poméru PLA - PCL
70/30. Z vysledki sledované skupiny sirolimus_3 a sirolimus_6 je vidét dalsi ovlivnéni
neointimalni hyperplasie, které je statisticky vyznamné oproti skupiné kontrolni a u skupin
S polyesterovou sitkou v obou ¢asovych intervalech. Tloustka intimy u kralikt se sitkami se
sirolimem se po 3 a 6 tydnech pusobeni neli§i. To je ve shod€ s pozorovanim, ze nejvetsi
pocatecni narust proliferace EB a HSB se objevuje béhem prvniho tydne po implantaci zilniho
graftu do tepenného feciSté¢ a vraci se k normalu béhem 12 tydne po implantaci.(68,69) Na
zaklade tohoto pribéhu intimalni hyperplazie v case je pravdépodobné, Ze narazové uvolnéni
vétsiho mnozstvi sirolimu v prvnim tydnu po implantaci miZze mit vyraznéjsi protektivni
ucinek vrozvoji intimalni hyperplazie jako jeho stejnd, ale niz8i koncentrace V pribehu
celych 6 tydnli. Vyznamny je nalez snizeni intimalni hyperplasie po pouZiti ¢isté polyesterové
sitky bez sirolimu o 35% po 3 tydnech a o 46% po 6 tydnech ve srovnani s autologni Zilou.
Toto indikuje moznost piiznivého plisobeni sitky i po uvolnéni celého mnozstvi sirolimu ze
sitky. Po uvolnéni celého mnozstvi sirolimu plni sitka pravdépodobné podplrnou

mechanickou funkci.
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6 Zavér

Vytvofeni cévni nahrady pro rekonstrukéni vykony v kardiochirurgii, respektive v v
kardiochirurgii je prozatim velmi obtizné. Zejména u rekonstrukci cév malého pruméru je
prakticky nepouzitelné, protoze dochazi velmi Casto k selhdni — uzavéru bypassu. Stale se
tedy orientujeme na nahrady autologni, popt. xenologni s moznou upravou k vylepseni jejich
vlastnosti — dlouhodobé priichodnosti. Jednou z takovych moznosti je i na$ nové vytvoreny
model cévni nahrady, ktery je pouzitelny jak v kardiochirurgii tak i v cévni chirurgii.
Ptipravili jsme systém s fizenym uvoliovanim sirolimu — polyesterovou sitku potahovanou
degradabilnim PLA — PCL kopolymerem, ktery uvolfiuje G¢innou latku sirolimus po dobu 6
tydnt. V in vitro testech byl prokazan inhibujici a¢inek sirolimu na hladké svalové bunky.
Obaleni autologniho zilniho §tépu u kralika sitkou se sirolimem nebo sitkou bez sirolimu v in
vivo experimentu vyznamné snizilo tloustku intimy §tépu a zabranilo rozvoji intimalni
hyperplasie, ktera vede v dal§im pribehu ke stendze nebo uzavieni Stépu.

Synergicky efekt periadventicialniho polyesterového obalu cévy spolu s fizenym
uvolnovanim sirolimu se jevi jako velmi slibna technika ovlivnéni neointimalni hyperplasie
Zilnich graft interponovanych do tepenného fecisté. Koncentrace a délka ptisobeni sirolimu
se zda byt optimalni a po ndmi sledované obdobi jiz k dalsi hypertrofii intimy nedochazelo.
Aplikace periadventicidlni sitky se muze stat v klinické praxi prevenci sten6zy u autolognich
cévnich Stéph. Pro klinické uplatnéni tohoto modelu ovlivnéni neointimalni hyperplazie bude
jeste déale zhodnotit jeho trvani v dlouhodobéj§im Casovém useku.

Vysledky naseho projektu se uplatni v klinické praxi kardiovaskularnich onemocnénti .
Je mozné predpokladat prodlouzeni prichodnosti Zilnich bypassii, snizeni poctu reoperaci a

trombotickych komplikaci a tim snizit ndklady na 1écbu.

58



7 Literatura

1. Hayward PA, Buxton BF. Contemporary coronary graft patency: 5-year observational

data from a randomized trial of conduits. Ann Thorac Surg 2007;84:795-9.

2. Tatoulis J, Buxton BF, Fuller JA. Patencies of 2127 arterial to coronary conduits over 15

years. Ann Thorac Surg 2004;77:93-101.

3. Taggart DP, Altman DG, Gray AM, et al. Randomized trial to compare bilateral vs. single
internal mammary coronary artery bypass grafting: 1-year results of the Arterial

Revascularisation Trial (ART). Eur Heart J 2010;31:2470-81.

4.Serruys PW, Morice MC, Kappetein AP, et al. Percutaneous coronary intervention versus
coronary-artery bypass grafting for severe coronary artery disease. N Engl J Med

2009;360:961-72.

5. Lopes RD, Mehta RH, Hafley GE, Williams JB, Mack MJ, Peterson ED, Allen KB,
Harrington RA, Gibson CM, Califf RM, Kouchoukos NT, Ferguson TB Jr, Alexander JH.
Relationship Between Vein Graft Failure and Subsequent Clinical Outcomes After Coronary

Artery Bypass Surgery . Circulation. 2012 ;125(6): 749-756.

6. Fitzgibbon GM, Kafka HP, Leach AJ et al. Coronary bypass graft fate and patient outcome:

angiographic follow-up of 5,065 grafts related to survival and reoperation in 1,388 patients

during 25 years. J Am Coll Cardiol. 1996;28:616-26.

59



7. . Motwani JG, Topol EJ. Aortocoronary saphenous vein graft disease: pathogenesis,

predisposition, and prevention. Circulation 1998;97:916-31.

8. Favaloro R. Critical analysis of coronary artery bypass graft surgery: a 30 year journey. J

Am Coll Cardiol 1998; 31:1B-63B.

9. Jeremy JY, Gadsdon P, Shukla N: On the biology of saphenous vein grafts fitted with

external synthetic sheaths and stents. Biomaterials 2007; 28:895-908.

10. Lytle BW, Blackstone EH, Loop FD, et al. Two internal thoracic artery grafts are better

than one. J Thorac Cardiovasc Surg 1999;117:855.

11. Taggart DP, D’Amico R, Altman DG. Effect of arterial revascularisation on survival: a

systematic rewiev of studies comparing bilateral and single internal mammary arteries. Lancet

2001,358:870.

12. Kakisis JD, Liapis CD, Breuer C, et al. Artificial blood vessel: the Holy Grail of

peripheral vascular surgery. J Vasc Surg 2005;41:349-54.

13. Matsumura G, Hibino N, Ikada Y, Kurosawa H, Shin’oka T. Successful application of

tissue engineered vascular autografts: clinical experience. Biomaterials 2003;24:2303-8.

14. Zhang WJ, Liu W, Cui L, CaoY. Tissue engineering of blood vessel. Journal of Cellular

and Molecular Medicine 2007; 5: 945-957.

60



15. Schwartz SM, deBlois D, O'Brien RM. The intima. Soil for atherosclerosis and restenosis.

Circ Res 1995;77:445-65.

16. Liuzzo JP, Ambrose JA, Coppola JT. Sirolimus- and taxol-eluting stents differ towards

intimal hyperplasia and re-endothelialization. J Invasive Cardiol 2005;17:497-502.

17. Shukla N, Jeremy JY. Pathophysiology of saphenous vein graft failure: a brief overview

of interventions. Current Opinion in Pharmacology 2012; 2: 114-120

18. Newby AC. Dual role of matrix metalloproteinases (matrixins) in intimal thickening and

atherosclerotic plaque rupture. Physiol Rev 2005; 85:1-31.

19. Jeremy JY, Dashwood MR, Mehta D, Izzat MB, Shukla N, Angelini GD. Nitric oxide
synthase, prostacyclin and cyclic nucleotide production in externally stented porcine vein

grafts. Atherosclerosis 1998;141:297-305.

20. Thatte HS, Khuri SF. The coronary artery bypass conduit. I. Intraoperative endothelial

injury and its implication on graft patency. Ann Thorac Surg 2001;72:5S2245-52252.

21. Caro C, Jeremy JY, Watkins N, Bulbulia R, Angelini G, Smith F, Wan S, Yim A, Sherwin
S, Peiro” J et al. Geometry of unstented and stented pig common carotid artery bypass grafts.

Biorheology 2002; 39:507-512.

22. Jeremy JY, Jackson CL, Bryan AJ, Angelini GD. Eicosanoids, fatty acids and restenosis
following coronary artery bypass graft surgery and balloon angioplasty. Prostaglandins

Leukot Essent Fatty Acids 1996; 54:385-402.
61



23. Jeremy JY, Yim AP, Wan S, Angelini GD. Oxidative stress, nitric oxide and vascular

disease. Cardiovasc Surg 2002;17:324-327.

24. Jeremy JY, Rowe D, Emsley AM, Newby AC. Nitric oxide and vascular smooth muscle

cell proliferation. Cardiovasc Res 1999; 43:580-594.

25. Muzaffar S, Jeremy JY, Angelini GD, Shukla N. The role of the endothelium and nitric
oxide synthases in modulating superoxide formation induced by endotoxin and cytokines in

porcine pulmonary arteries. Thorax 2003; 58:598-604.

26. Muzaffar S, Shukla N, Angelini GD, Jeremy JY. lloprost inhibits superoxide formation
and NADPH oxidase expression induced by the thromboxane A2 analogue, U46619, and
isoprostane F2a in cultured porcine pulmonary artery vascular smooth muscle cells. Br J

Pharmacol 2004;141:488-496.

27. Campeau L.Lipid lowering and coronary bypass graft surgery. Curr Opin Cardiol 2000;

15:395-399.

28. Campeau L, Enjalbert M, Lespe” rance J, Bourassa MG, Kwiterovich P Jr, Wacholder S,
Sniderman A. The relation of risk factors to the development of atherosclerosis in saphenous-
vein bypass grafts and the progression of disease in the native circulation. A study 10 years

after aortocoronary bypass surgery. N Engl J Med 1984; 311:1329-1332.

62



29. Bloor J, Shukla N, Smith FCT, Angelini GD, Jeremy JY. Folic acid administration
reduces neointimal thickening, augments neo vasa vasorum formation and reduces oxidative

stress in saphenous vein grafts from diabetic pigs. Diabetologia 2010; 53:980-988.

30. Dashwood MR, Savage K, Tsui JC, Dooley A, Shaw SG, Fernandez Alfonso MS, Bodin
L, Souza DS. Retaining perivascular tissue of human saphenous vein grafts protects against
surgical and distension-induced damage and preserves endothelial nitric oxide synthase and

nitric oxide synthase activity. J Thorac Cardiovasc Surg 2009; 138:334-340.

31. Souza DS, Johansson B, Bojo L, Karlsson R, Geijer H, Filbey D, Bodin L, Arbeus M,
Dashwood MR. Harvesting the saphenous vein with surrounding tissue for CABG provides
long-term graft patency comparable to the left internal thoracic artery: results of a randomized

longitudinal trial. J Thorac Cardiovasc Surg 2006;132:373-378.

32. Mehta D, George SJ, Jeremy JY, Bryan AJ, Newby AC, Angelini GD. External stenting
reduces long-term medial and neointimal thickening in a pig model of arteriovenous bypass

grafting. Nat Med 1998; 4:235-239.

33. Brilakis ES, Saeed B, Banerjee S. Drug-eluting stents in saphenous vein graft

interventions: a systematic review. Eurolntervention 2010; 5:722-730.

34. Mehta D, George SJ, Jeremy JY, Bryan AJ, Newby AC, Angelini GD. External stenting

reduces long-term medial and neointimal thickening in a pig model of arteriovenous bypass

grafting. Nat Med 1998; 4:235-239.

63



35. Jeremy JY, Bulbulia R, Vijayan V, Johnson JL, Gadsdon P, Angelini GD. A
bioabsorbable external stent inhibits porcine saphenous vein graft thickening. J Thorac

Cardiovasc Surg 2004; 127:1766-1772.

36. Vijayan V, Shukla N, Johnson JL, Jeremy JY. Long-term reduction of medial and intimal
thickening in porcine saphenous vein grafts with a polyglactin biodegradable external sheath.

J Vasc Surg 2004; 40:1011-10109.

37. Murphy GJ, Newby AC, Jeremy JY, Baumbach A, Angelini GD. A randomized trial of an
external Dacron sheath for the prevention of vein graft disease: the extent study. J Thorac

Cardiovasc Surg 2007; 134:504-505.

38. Jeremy JY, Thomas AC. Animal models for studying neointima formation and its

consequences. Curr Vasc Pharmacol 2010; 8:198-219.

39. Schachner T, Zou Y, Oberhuber A, Tzankov A, Mairinger T, Laufer G, Bonatti JO. Local
application of rapamycin inhibits neointimal hyperplasia in experimental vein grafts. Ann

Thorac Surg 2004; 77:1580-1585.

40. Murphy GJ, Johnson TW, Chamberlain MH, Rizvi I, Wyatt M, George SJ, Angelini GD,
Karsch KR, Oberhoff M, Newby AC. Short- and long-term effects of cytochalasin D,
paclitaxel and rapamycin on wall thickening in experimental porcine vein grafts. Cardiovasc

Res 2007; 73:607-617.

41. Kulik A, Ruel M. Statins and coronary artery bypass graft surgery: preoperative and

postoperative efficacy and safety. Expert Opin Drug Saf 2009; 8:559-571.
64



42. Shukla N, Angelini GD, Wan |, Jeremy JY. Potential role of nitroaspirins in the treatment

of vein graft failure. Ann Thorac Surg 2003; 75:1437-1442.

43. Wan S, Yim A, Shukla N, Johnson JL, Angelini GD, Jeremy JY. Nitric oxide donating
aspirin (NCX 4016) inhibits neointimal thickening in a pig model of saphenous vein into
carotid artery interposition grafting: a comparison with aspirin and morpholinosydnonimine. J

Thorac Cardiovasc Surg 2007; 134:1033-1039.

44. Souza DS, Dashwood MR, Tsui JC, Filbey D, Bodin L, Johansson B, Borowiec J.
Improved patency in vein grafts harvested with surrounding tissue: results of a randomized

study using three harvesting techniques. Ann Thorac Surg 2002; 73:1189-1195.

45. Fulton GJ, Davies MG, Barber L. Localized versus systemic angiotensin Il receptor
inhibition of intimal hyperplasia in experimental vein grafts by the specific angiotensin II

receptor inhibitor L158,809. Surgery 1998; 123:218-227.

46. Jeremy JY, George SJ, Wyatt M, Shukla N, Bloor J, Newby AC, Angelini GD.Toward the
prevention of vein graft failure. In Vascular Complications in Human Disease: Mechanisms
and Consequences. Edited by Handler C, Abraham D, Coghlan G, Dashwood M. Elsevier

(pub); 2007:345-368.

47. Colombo A, lakovou I. Drug-eluting stents: the new gold standard for percutaneous

coronary revascularisation. Eur Heart J 2004;25:895-7.

65



48. Livnat M, Beyar R, Seliktar D. Endoluminal hydrogel films made of alginate and
polyethylene glycol: physical characteristics and drug-eluting properties. J Biomed Mater Res

A 2005;75:710-22.

49. Edelman ER, Adams DH, Karnovsky MJ. Effect of controlled adventitial heparin delivery
on smooth muscle cell proliferation following endothelial injury. Proc Natl Acad Sci USA

1990;87:3773-7.

50. Schachner T, Zou Y, Oberhuber A et al. Local application of rapamycin inhibits

neointimal hyperplasia in experimental vein grafts. Ann Thorac Surg 2004;77:1580-5.

51. Hu Y, Zou Y, Dietrich H et al. Inhibition of neointima hyperplasia of mouse vein grafts

by locally applied suramin.Circulation 1999;100:861-868.

52. Schachner T, Zou Y, Oberhuber A et al. Perivascular application of C-type natriuretic
peptide attenuates neointimal hyperplasia in experimental vein grafts. Eur J Cardio-thorac

Surg 2004;25:585-90.

53. Roque M, Reis ED, Cordon-Cardo C et al. Effect of p27 deficiency and rapamycin on

intimal hyperplasia: in vivo and in vitro studies using a p27 knockout mouse model. Lab

Invest 2001:81:895-903.

54. Yakupoglu YK, Kahan BD. Sirolimus: a current perspective. Exp Clin Transplant

2003;1:8-18.

66



55. Finkelstein A, McClean D, Kar S, et al. Local drug delivery via a coronary stent with

programmable release pharmacokinetics. Circulation 2003;107:777-84.

56. Owen SC, Li H, Sanders WG, Cheung AK, Terry CM: Correlation of tissue drug
concentrations with in vivo magnetic resonance images of polymer drug depot around

arteriovenous graft. J Control Release 2010; 146:23-30.

57. Dobrin PB, Mechanical Factors Associated With the Development of Intimal and Medial
Thickening in Vein Grafts Subjected to Arterial Pressure: A Model of Arteries Exposed to

Hypertension. Hypertension. 1995;26:38-43.

58. Krejca M, Skarysz J, Szmagala P, Plewka D,Nowaczyk G, Plewka A, Bochenek A,
A new outside stent — does it prevent vein graft intimal proliferation? Eur J Cardiothorac Surg

2002;22:898-903.

59. Bacakova L, Lisa V, Kubinova L et al. UV light - irradiated collagen Il modulates
expression of cytoskeletal and surface adhesion molecules in rat aortic smooth muscle cells in

vitro. Virchow's Archiv 2002;440:50-62.

60. Filova E, Parizek M, Olsovska J, Kamenik Z, Brynda E, Riedel T, Skalsky I,
Szarszoi O, Vandrovcova M, Lisa V, Suchy T, Bacakova L, Perivascular

sirolimus-delivery system. Int. J. Pharm. 2011; 404, 94-101.

61. Jiang Z, Wu L, Miller BL et al. A novel vein graft model: adaptation to differential flow

environments.Am J Physiol Heart Circ Physiol 2004;286:240-5.

67



62. Scott NA, Cipolla GD, Ross CE et al. Identification of a potential role for the adventitia in
vascular lesion formation after balloon overstretch injury of porcine coronary arteries.

Circulation 1996;93:2178-87.

63. Khurana R, Zhuang Z, Bhardwaj S et al. Angiogenesisdependent and independent phases

of intimal hyperplasia. Circulation 2004;110:2436—43.

64. Pires NMM, van der Hoeven BL, de Vries MR et al. Local perivascular delivery of anti-
restenotic agents from a drug-cluting poly(e-caprolactone) stent cuff. Biomaterials

2005;26:5386-94.

65. Suzuki T, Kopia G, Hayashi S et al. Stent-based delivery of sirolimus reduced neointimal

formation in a porcine coronary model. Circulation 2001;104:1188-93.

66. Venkatraman S, Boey F: Release profiles in drug eluting stents: Issues and uncertainties.

J Control Release 2007;120:149-60.

67. Kawatsu S, Oda K, Saiki Y et al. Anastomotic Sites Inhibits Neointimal Hyperplasia in a

Canine Model. Ann Thorac Surg 2007;84:560 —7.

68. Kalra M, Miller VM. Early remodeling of saphenous vein grafts: proliferation, migration,
and apoptosis of adventitial and medial cells occur simultaneously with changes in graft

diameter and blood flow. J Vasc Res 2000;37:576-84.

69. Zwolak RM, Adams MC, Clowes AW. Kinetics of vein graft hyperplasia:

association with tangential stress. J. Vasc. Surg1987; 5: 126-136.

68



Ptiloha 1
Identifika¢ni zaznam:

SKALSKY, Ivo. Soucasné moznosti ovlivnéni dlouhodobé priichodnosti korondrnich
bypassii. [Current possibilities of influence long-term patency of coronary artery bypass
grafts]. Praha,2013. 72 s., Diserta¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 1. 1ékaiska fakulta,
II. chirurgicka klinika - kardiovaskularni chirurgie. Skolitel Doc. MUDr. Vilém Rohn,Csc.

69



