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ABSTRAKT

Hlavni komplikaci koronarnich rekonstrukci pomoci zilnich §t€pi je V prabéhu
Casu restenoza. Cilem prace bylo posoudit vliv perivaskularniho polyesterového systému,
dlouhodobé uvoliujici sirolimus na intimalni hyperplasie autologni $tépd. Systém s fizenym
uvoliiovanim tvoii polyesterova sitka potazena kopolymerem kyseliny L-mlécné a -
kaprolaktonu uvolnujici sirolimus, ktera je ur¢ena na ovinuti kolem autologniho Zilniho Stépu
soucasn¢ pii jeho implantovani. Hodnotili jsme uvoliiovani sirolimu a jeho ucinky na hladké
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 bun¢k o 75% po 7 dnech uvoliiovani sirolimu ze
sitky pfi zachovani vysoké viability bunék. Implantovali jsme v. jugularis ext. do a. carotis
communis u kralik. Zilni §t&p byl bud’ samotny , nebo byl obalen &istou polyesterovou
sitkou a nebo byl obalen sitkou uvoliiujici sirolimus. Zilni §tépy byly standartné
histologicky vySetieny na tloustku intimy, medie a komplexu intimy a medie za 3 a 6 tydna
po implantaci. Zilni grafty obalené sitkou uvoliujici sirolimus nebo &istou sitkou snizovaly
tloustku intimy ve srovnani se samotnym Zilnim St€épem o 73+11% a 73+8% po 3
tydnech a o 73+9% nebo 59+12% za 6 tydnt. Si’tky uvolnujici sirolimus redukovaly
tloustku medie o  65+9% a 20+12% za 3 a 6 tydni. Zilni §tépy se sitkou uvoliiujici
sirolimus snizily tloustku komplexu medie a intimy o 60+6% a 30+13% za 3 a 6 tydnt
ve srovnani s Cistou polyesterovou sitkou. Systém fizeného uvoliiovani sirolimu ureny na
periadventicidlni aplikaci u autolognich Zilnich $téph inhiboval rist hladkych svalovych
bungk in vitro a zabranil rozvoji neointimalni hyperplasie in vivo u kralikd. Periadventicialné
aplikovana polyesterova sitka uvoliujici sirolimus ma potencial se stat efektivnim

prostifedkem pro prevenci vzniku sten6z a uzavéri autolognich cévnich Stépt.

Kli¢ova slova: Sirolimus, Perivaskularni obal , Kontrolované uvolnovani 1é¢iva , 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 ¢ -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



UvVOoD

Jednou z hlavnich komplikaci po aortokorondrni rekonstrukci zilnimi §tépy pro
ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS) je v dlouhodobém sledovani jejich uzavér. Béhem
prvniho roku po rekonstrukci se uzavird 15 % zilnich §tépi a déle se cetnost uzavéri zvysuje
az na 50 % za deset let od operace. (1) Z pruchodnych Zilnich §tépt jich 7 % jevi znamky
morfologickych zmén v zilni stén€, kterd se objevuje ihned po provedeni bypassu, je
neointimalni hyperplazie. Konecnym dtsledkem tohoto procesu a piicinou selhani St€pu jsou
fatalni sklerotické zmény. (3) Remodelace autolognich Zil po jejich uziti jako bypassu v
tepenném fecCisti je charakterizovana poSkozenim vrstvy endotelidlnich bun¢k a expozici
hladkych svalovych bun¢k (HSB) na luminalnim povrchu cévy, coz zpisobuje adhezi
desticek, makrofagli a regenerujicich endotelidlnich bunék (EB), jakoz i1 agregaci desticek.
Desticky, EB a HSB uvolnuji ristové faktory a faktory podporujici migraci, jako je trombin,
platelet-derived growth factor (PDGF), interleukin-1, insulin-like growth factor-1, fibroblast
growth factor-2 a vascular endothelial cell growth factor. Tyto bioaktivni substance stimuluji
migraci HSB do intimy, jejich nadmérnou proliferaéni aktivitu a produkci extracelularni
matrix, zejména kolagenu. Tyto jevy pak zpusobi ztlusténi stény bypassu a stendzu Stépu.
Aby se predeslo remodelaci autologniho §tépu, je nutné podpofit proces jeho endotelizace a
snizit proliferaci HSB. Stép byva tipIné endotelizovan béhem né&kolika tydnii po operaci.(4) V
klinické kardiologické praxi se stendza autologniho Stépu obvykle fesi vloZenim stentu
(perkutanni transluminalni angioplastika) do lumina $tépu nebo je nutna reoperace pacienta a
provedeni nového aortokoronarniho bypassu. Pro prevenci proliferace HSB a restendzy Stépu
byly vyvinuty stenty uvolnujici antiproliferativni 1é¢iva, jako je sirolimus (CypherTM, Cordis
J&J, NJ) nebo paclitaxel (5). Pouziti stentd je vSak limitovano jejich relativné
komplikovanym zavadénim, nebezpe€im jejich uvolnéni a pohybu uvniti cévy, zvySenym
mechanickym namahanim cévni stény 1 lokdlnim poskozenim EB a HSB, vedoucim k
reaktivaci rustu HSB a resten6ze cévy. Podobné problémy by mohly byt spojeny s
polymernimi filmy uvolilujicimi 1é¢ivo, které pokryvaji lumindlni povrch cév, napf.
hydrogelové filmy s obsahem paclitaxelu (6). Z toho hlediska se externi, tj. mimocévni
systém dodavky lécCiva, umistény na povrchu adventicie cévniho §t€pu, zdd byt vyhodnéjsi.
Periadventicialni dodavka lé¢iva z matrice umisténé tésné vedle karotickych arterii potkana

byla Gsp&$né pouzita u heparinu, o kterém je zndmo, Ze snizuje proliferaci HSB (7). Jiz drive
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byly objeveny jiné antiproliferativni latky inhibujici neointimalni hyperplazii Zilnich grafta
na experimentalnich modelech u zvifat pii jejich periadventicialni aplikaci, naptiklad suramin,
C-typ natriuretického peptidu, cilostazol a sirolimus (8-10). Specialn¢ sirolimus (Rapamycin),
je znam svym silnym antiproliferativnim u¢inkem (11). Dale se tento makrocyklicky lakton
pouziva v drug-eluting stentech (5) a pfi organovych transplantacich jako imunosupresivum
(11). Mechanismus jeho anti-proliferativniho G¢inku je velice slozity a mnohostranny (12)
a zahrnuje predevsim blokadu pfechodu bun¢k G1 do S faze bunécného cyklu, interakci se
specifickym cilovym proteinem (mTOR, mammalian target of rapamycin) a inhibici jeho

aktivace.

Sitka urc¢ena k potahovani vhodnym polymerem s rozpustenym léivem musi mit
potfebné mechanické vlastnosti dovolujici jeho ovinuti kolem cévy, dulezita je i pruznost
polymerni vrstvy. Polylaktidy 1 poly(e-kaproloakton) (PCL) degraduji velmi pomalu, v fadu
let; PCL je pomérné pruzny a oba polymery jsou biokompatibilni. Kinetika uvoliiovani lé¢iva
zavisi na fyzikdlnich a chemickych vlastnostech 1é€iva, volbé polymeru nebo kopolymeru a
jejich uspotadani do vrstev s lé¢ivem nebo bez n€ho, jako i pritomnost bariér regulujicich
difusi a velikost povrchu sitky (13). Nasim piedpokladem bylo, ze tloustka cévni stény je
dostateén¢ tenkd, aby umoznila difusi uvolnéného sirolimu do tunica media a inhibici
proliferace HSB. Penetrace sirolimu je podporovana jeho hydrofobii. U¢inna koncentrace
sirolimu potiebna k inhibici proliferace HSB je relativné nizka (IC 50 = 5 ng/ml) (14) a
umoznuje v polymeru dispergovat pfislusné mnozstvi lé¢iva nutné k dlouhodobému
uvoliovani (v rozmezi 4-6 tydnl). Zevni obaleni cévy polyesterovou sitkou uvoliujici
sirolimus zabezpeci, Ze endotelidlni vrstva bude touto latkou ovlivnéna méné nez v piipadé
intravaskularniho stentu, ktery se tésn¢ dotykad endotelu. Rovnéz predpokladame, Ze ovinuti
pomérné pevné sitky kolem cévy snizi mechanické namahani autologniho $té€pu ve srovnani
se stentem. Dlouhodobé uvoliiovani antiproliferativniho 1é¢iva sirolimu béhem nékolika tydni
potlaci rist HSB na dobu potitebnou k reendotelizaci §t€pu. To by mélo sniZit remodelaci

autologniho Stépu a nutnost nasledné 1éCby.



HYPOTEZY A CILE

Pracovni hypotéza:

Periadventicialn¢ umistény polymerni systém s postupnym uvoliiovanim sirolimu pozitivné

ovlivni neointimalni hyperplazi a tim prichodnost zilnich grafti.

Cile projektu:

1. Vyvinout modelovy systém zilnich graft a déle je interponovat do spole¢né karotidy u
kralika K hodnoceni (vysvétleni) neointimalni hyperplazii u téchto graftt na zakladé
morfologickych kritérii.

2. Hodnotit dynamiku zmén v intimé& Zilnich $tépt ve stfednédobém sledovani.

3. Vyvinout novy periadventicialni polymerni systém s kontrolovanym uvoliiovanim

antiproliferativni latky(sironimu) jako prevenci neointimalni hyperplazie.

4. In vitro otestovat kinetiku uvoliiovani sirolimu z nové vyvinutého systému stejné jako jeho

vliv na tkanové kultury cévniho endotelu a hladkych svalovach bunék.



MATERIAL A METODIKA

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 byla vyrobena z pfize o
praméru 90 pum, ktera se sklada z vldken o priméru 17,5 um Purasorb pii potahovani pronikl

mezi vldkna v pftizi.

Impregnace siték

Cista polyesterova sitka byla pouzita bez impregnace, nebo byla impregnovéana
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 homogenn& 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 uvoliujici sirolimus).

( Filova et all.)

Chirurgicka technika

Studie byla pted zahajenim schvéalena odbornou komisi podle zédkona na ochranu
zvitat proti tyrani. Z operovanych kralikii jsme vytvofili 3 skupiny pro sledovani po 3
respektive 6 tydnech. V kazdé skupiné jsme vytvofili soubor kontrolni tj. autologni Zilu bez
sitky (zila_3 , Zila_6), soubor pro sledovani plisobeni Cisté polyesterové sitky bez sirolimu
(sit_3, sit’_6) a posledni soubor pro sledovani puisobeni sirolimu na nosiéi s polyesterovym
obalem (sirolimus_3, sirolimus_6). V kazdé skuping jsme méli 6-10 zvifat randomizovanych
k jednotlivym pokusim. Dale jsme méli kontrolni skupinu Zilniho graftu ( zila_0).
a. carotis communis u kralika. Jednak pro svoji jednoduchost a také pro odpovidajici velikost

cév k poméru ok na polyesterové sitce.



Kralici byli uvedeni do anestezie intramuskuldrni injekci ketaminu (30 mg/kg). Poté
jsme pokracovali s inhalac¢ni anestezii pomoci isofluranu (2,5-3%). Operacni vykon jsme
provadeéli za aseptickych podminek v chranéném koagulu (7 mg/kg cefalexim i.m.). Nejprve
jsme z podélného fezu 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 pfrichytili stenty vyrobené z katetrizacnich cévek
vel. 4 French. (Terumo Medical Corp, Elkton, Md) (Obr. 1) (16) Poté jsme vypreparovali a.
carotis communis na stejné strané¢ a po zasvorkovani jsme ji Caste¢né natnuli a do
proximalniho a distadlniho konce jsme reverzné umistili pfipravenou zilu a opét pies stent
ligaturou fixovali. Po uvolnéni krevniho proudu jsme kontrolovali rozvinuti Zilniho $tépu a
dale dle urcené skupiny pokracovali s obalenim cévy sitkou a jeji fixaci (Obr. 1, 2). Poté byla
rdna uzaviena po anatomickych vrstvach.

Odbér vzorki po 3 a 6 tydnech jsme provadéli v celkové narkéze Ketamin 50 mg/kg +
Xylazin 4 mg/kg s.c. Euthanasie byla provedena po odbéru vzorkl pted probranim z narkozy

podanim ptipravku k euthanasii T 61.

=Y m— I
O me——

Obr. 1. Chirurgicka technika implantace zilniho graftu jako interpozita do arterialniho

fecistd (13)

Obr. 2. Zilni graft v arterialni feisti pfed uvolnénim krevniho proudu do rekonstrukce (A),
uvolnéni krevniho proudu a pocate¢ni dilatace Zilniho $tépu — kontrolni skupina (B) a aplikace

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

Odebrané zilni Stepy byly rozdéleny na dvé cCasti. Jedna cast byla fixovana v 10%
formalinu a poté byla vloZzena do parafinu. Druhd c¢éast byla vlozena do specialni
nadobky(Sakura Finetek, Tokyo, Japan) a zalita fixa¢ni latkou (Sakura Finetek, Tokyo,
Japan). Vzorky jsme poté zmrazili v 2-methylbutanu (Fluka Chemika, Buchs, Switzerland)

chlazeném v tekutém dusiku a uchovéavané pfi teploté — 80 °C.

Histologie

Vzorky zalité do parafinu, byly pokrajeny na 3-4 um fezy a obarveny pomoci barveni
haematoxylin-eosin, Van Gieson s elastikou , von Kossa a Pearl’s barvenim. Sekce vybrané
pro analyzu byly odevrané ze stiedniho segmentu, abychom se vyvarovali eventualni reakce
Siciho materialu. Preparaty obarvené barvenim Van Gieson s elastikou byli nafoceny pod

mikroskopem Olympus IX 51, digitalnim fotoaparatem DP 70.

Immunohistochemie

Protilatky pouzité v pro imuno histochemickou analyzu jsou v tabulce 2

Specificity Origin | Company Dilution | Clone
CD4+ cells Mouse | Novus Biological, CO, USA 50x KEN-4
CD8+ cells Mouse | LifeSpan Biosciences, WA, USA | 100x NA
aSmooth Muscle Actin | Mouse | Sigma, MO, USA 900x 1A4
Macrophage Mouse | Abcam, UK 200x MAC387
CD31 Mouse | Abcam, UK 20x JC/70A
PCNA Mouse | Dako,Denmark 6000x PC 10

Tab. 2. Seznam monoklonalnich protilatek pro immunohistochemické barveni
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Tloust’ka intimy, medie, komplexu medie-intimy, pomér medie-intima

Byly méteny nasledujici parametry: tloustka intimy z povrchu endotelu na vnitinim
okraji tunica media, tloustka médie z vnitini hranice tunica media na hranici mezi tunica
media a adventiticie a tloustka komplexu médie-intimy z povrchu endotelu k hranici médie-
adventicie. Byly shromazdény data z 32-84 méfeni na jednoho kralika v 12-28 zornych
mikroskopickych poli, pomoci doplikového modulu MeasureStackLines elipsa software
(ViDiTo systémy, Slovensko). Pomér média/intima byl vypocten z namétenych hodnot.
Stiedni hodnoty a standardni odchylka priméru (mean+ SEM ) byly vypocteny pro kazdou

7ilu a pro kazdou skupinu zvifat. Stépy s trombozou nebyly méfeny.

Statisticka analyza

Pro hodnoceni histologie a histomorfometrie byla pouZita neparametricka
jednocestna metoda ANOVA podle Kruskal-Wallise. Dvoucestna ANOVA a Tukey —
studentdv rozptyl byl pouzit k analyze dat tloustky intimy, medie, komplexu medie-intimy a
poméru medie-intima. Proménné byly testovany na normalnost pomoci Shapiro a Wilkovi
statistiky. Vzhledem k tomu, Ze normalita byla zamitnuta, byla pouzita logaritmicka
transformace. Pasobeni ¢asu, 1é¢iva a interakce mezi ¢asem a léCivem byly testovany a p <

0,05 byla povazovana za vyznamnou.
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VYSLEDKY

Histologie a immunohistochemie
Tunica intima

Ve vSech experimentalnich skupinach zvitat byl vnitini povrch zilniho $tépu pokryt
vrstvou endotelovych bunek (obr. 2, 3). U nékterych $tépu byly pozorovany tromby na
vnitinim povrchu tunica intima (Tab. 1). Né&které tromby zcela obliterovaly lumen $tépu,
zatimco zbylé méli jen nasténné nebo rekanalizované tromby, ale nebyly nalezeny Zzadné
signifikantni rozdily mezi skupinami kralikii. Nicméné byl zjistén vyznamny rozdil v tloust'ce
intimy mezi vzorky (viz nize v ¢asti "Tloustka intimy, médie, komplexu intima-medie a
pomér médie/intima"). Loziskové byly pozorovany v neointim¢ hladké svalové bunky,
zejména ve vzorcich ze zvifat, kde nebyl aplikovan sirolimus.
Tunica media

Ve vsech skupinach, proces adaptace zilich §té€pti na arteridlni tlak vede k vytvareni
vice vrstev hladké svaloviny, které mélo za nésledek zesileni médie (obr. 3; Viz také nize v
¢asti "Tloustka intimy, médie, komplexu intima-medie a pomér médie-intima™). To bylo
doprovazeno zvysenim po¢tu PCNA+ bun¢k (obr. 2, viz také nize v sekci " Proliferating cell
nuclear antigen"). V Zilnim graftu se sitkou uvolnnujici sirolimus (sirolimus_3) pozoruhodné
poklesla infiltrace bunék CD4 + a CD8 + v cévni sténé (tj komplex intimy, médie a
adventicie) ve srovnani s zilnim $t€pem a $t€pem obalenym prostou PES sitkou bez sirolimu
(sit_3) po 3 tydnech (Tab. 1, obr. 4).Pocet makrofagl a plasmocytii byl velmi maly ve vSech
skupinach. Bylo zde jen sporadické mnozstvi neutrofilii a eozinofil v zilni $téptu (tdaje
nejsou uvedeny). Po 6 tydnech byl nalezen niz$i pocet plasmocytii v Zilach obalenych sitkou
uvolnujici sirolimus (sirolimus_6) ve srovnani s autolognim transplantatem. Ackoli v zilach
obalenych sitkou uvolnujici sirolimus pocet makrofagli vyznamné vzrostl mezi 3 az 6
tydnem, presto bylo celkové mnozstvi makrofaghi podobné v obou dalsich skupinach (zila 6,
sit 6 ) po 6 tydnech (Tab. 1). V Zzadné z téchto skupin nebyly nalezeny ¢astice Kkalcia.
V zadné ze skupin zvifat nebyly pozorovany ranné infekce. Jeden kralik zemfel béhem
operace a dva kralici z diivodu systémové infekce.
Tunica adventicia

Histologické barveni odhalilo pfitomnost PES sitky a PES sitky uvolnujici sirolimus v

adventicii zilnich $tépd. Ve vSech skupinach byla distribuce imunokompetentnich bungk, tedy
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plasmocytti, CD4 + a CD8 + bunék, podobna jako jejich rozlozeni v tunica media (obr. 4A),
naleznete v Casti o Tunica media (Tab. 1). Jako histologicky korelat resorpce hematomu byly
obcas nalezeny mala loziska Zeleza (obr. 4B). Krom¢ toho ve skupinach se $tépy s PES
sitkami (sit’ 3, sit’ 6) a PES sitkami uvolnujici sirolimus (sirolimus 3,sirolimus 6) byly
pozorovany kolem vlaken sit€ék obii bunky cizich téles. (obr. 4 C, D).

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)

VétSina bunék s PCNA+ byla nalezena v médii a intim¢ (obr. 2 a 5) a méné v
adventicii. Nejvyssi po¢et PCNA+ bunék byl pozorovan ve skuping Cistych zilnich grafti za
3 tydny po implantaci (zila_3). Po 3 tydnech zilni §tépy se sitkou PES (sit’_3) méli o0 59+15 %
méné¢ PCNA+ bunck a skupina se sirolimem (sirolimus 3) dokonce o 84+13 % méné
PCNA+ bungk. Po 6 tydnech se pocet bunck PCNA+  vyrazné snizil Vv kontrolni skupiné
Cistych Stépu (Zila_6); Cisla se vSak nezménila ve skupiné §tépi s PES sitkou (sit’ 6) a
skuping se sirolimem (sirolimus_6).

Tloustka intimy, médie, komplexu intima-medie a pomér médie/intima

M¢teni intimy (obr. 6A) po tiech tydnech ukazalo nejvyssi hodnoty tloustky intimy
Vv kontrolni skupiné samotného Zilniho $tépu (zila 3) . U $téph obalenych sitkou s PES (sit’_3)
nebo sitkou s PES a sirolimem (sirolimus_3) byla tloustka intimy snizena o 73+£8 a 73+11
%, oproti kontrolni skupin¢ samotného zilniho $tépu. Mezi 3 a 6 tydnem zustala tloustka
intimy u vSech sledovanych skupin konstatntni. Po 6 tydnech bylo snizeni tloustky intimy u
Stépu s PES (sit’_6) a $t€pu s PES a sirolimem (sirolimus_6) o0 59+£12% a 73+9 %, ve
srovnani se samotnym $tépem (zila 6). Ve skupiné stépt s PES a sirolimem (sirolimus_6)
jsme pozorovali siln€jsi efekt na intimalni hyperplazii ve srovnani se skupinou $tépt s PES
(sit’_6) po 6 tydnech.

Narust tloustky médie (obr. 6B) se vyznamné snizila o 65+9 % ve skupiné §tépti PES
se sirolimem (sirolimus_3) po tfech tydnech od implantace. Soucasné ve skupiné grafti s PES
(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 tenéi 0 20£12 % u S$tépt S PES a sirolimem (sirolimus_6) , nez ve skupiné
samotnych zilnich grafti (zila 6). Tloustka komplexu intima-medie (obr. 6 c) byla
markantn€ snizena o 76+5 a 37+9 % ve skupimé PES se sirolimem (sirolimus 3,6) ve
srovnani s kontrolnimi §tépy (zila_3,6) za tfi a Sest tydnt po implantaci. V intervalu 3 tydnt
doslo ve skupin¢ grafti s PES (sit’_3) ke snizeni komplexu intima-medie 0 41+6 % oproti

kontrolni skupiné samotného Zilniho $tépu (zila_3).
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Kontrolni skupina samotného Zilniho $tépu (zila 3) a skupina s PES a sirolimem
(sirolimus_3) meéla po tfech tydnech pomér intima-médie podobny jako u zdravé nativni zily,
tj. skupina (zila 0). Po tifech tydnech se podafilo ve skupiné $tépu s PES a sirolimem
(sirolimus_3) udrzet podobny pomér média-intimy jako ve skupin¢ nativni zily — (zila 0). Po
Sesti tydnech doslo u §tépa s PES (sit’_6) a sirolimem (sirolimus_6) k selektivnimu nartistu
tloustky medie, které zplsobilo zvySeni poméru média/intimy poméru, pravdépodobné v
disledku minimalni koncentrace sirolimu v PES obalu v tomto asovém intervalu [14].

Nejvyssi poméer médie-intima byl pozorovan ve skupin¢é Stépt s PES (sit’ 3,6) po 3
a 6 tydnech. V téchto skupinach byl pomér komplexu media-intima vyssi nez tento pomér ve

skupin€ samotnych zilnich graftii ve stejnych ¢asovych intervalech.
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DISKUSE

V nasem sdéleni jsme vytvofili jsme unikatni periadventicidlni systém
S postupnym uvolfiovanim antiproliferativni latky (sirolimus), ktery inhiboval neointimalni
hyperplasii v Zilnich §tépech implantovanych do tepenného fecisté. Tato studie také potvrdila

synergii ptsobeni mechanického obalu cévy a uvoliiovani sirolimu na remodelaci zilni stény.
Mechanicka opora — zevni obal cévy

Zevni obal cévy je vytvoreny polyesterovou sitkou, ktera piisobi preventivné proti
rozpindni zilniho $tépu. Sitka plsobi podobné jako zevni elastickd membrana nativnich
arterii, ktera jim pravdépodobn¢ umoziluje snaset vyssi tlaky v tepenném fecisti. Remodelace
je homeostatickd odpovéd’ normalnich arterii na zmény charakteru priitoku krve pomoci
smrsténi jejich stény. To umoziiuje snizit napéti a tlak na sténu cévy a vratit se na normalni
hodnoty tlakli ptisobicich v lumen cévy. Mehta a spol (17) demonstroval ve své praci, ze
zevni umisténi makroporézniho, nerestriktivniho polyesterového stentu redukuje
neointimalni hyperplasii na modelu prasecich Zilnich graftd. 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 Stépu 20x mensi néz napéti stény
v zile bez ochrany (18). V mechanismu tvorby neointimy hraje dulezitou roli i adventicie
(19). Mechanické poskozeni cévy indukuje angiogenetickou odpovéd adventicie.
Piedpoklada se, Ze myofibroblasty z adventicie se podileji na poSkozeni cévy proliferaci,
syntézou rastovych faktorti a migraci do neointimy (20).

K signifikantnimu snizeni tloustky intimy zilniho $té€pu s polyesterovou sitkou oproti
kontrolni skupin€ doSlo i v nasi sérii a to jak v intervalu 3 tak 1 6 tydnl od implantace. Je
zajimavé, Ze pfi srovnani skupin po 3 a 6 tydnech jiz k dalSimu ovlivnéni tloustky intimy
nedoslo a proces neointimalni hyperplasie nepokracoval. Naopak u kontrolni Zily doslo k

vyznamnému narustu tloustky intimy v Case.

Sirolimus
Druhym zpisobem, kterym jsme ovlivnili proces neointimalni hyperplasie bylo
dlouhodobé¢ lokalni plsobeni sirolimu. Nasim cilem bylo vytvofit systém fizeného uvoliovani
sirolimu, ktery by zajistil uvoliiovani po dobu potfebnou na regeneraci endotelové vystelky
cév, tedy v rozmezi pfiblizné 4 az 6 tydnl. Studie kinetiky uvoliiovani sirolimu ze sitky do

PBS ukazala, Ze sirolimus se uvoliioval po dobu az 6 tydnti, 70% léciva se vSak uvolnilo do 7
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dni. Perivaskularni manzeta z PCL uvoliiovala rapamycin anebo paclitaxel 3 tydny (21). Po
obaleni Zzily sirolimus do ni difunduje a inhibuje rtst hladkych svalovych bunck. Histologie
odhalila pfitomnost sitky v adventicii, coz bylo zplisobeno pravdépodobné nedostatecné
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 lé¢iva
v médii a snizit ztraty 1é¢iva jeho difusi do prostoru kolem cévy. Na druhou stranu sitka mtize
vyvolat odpovéd tkédn€¢ na cizi materidl. V jiz vzpomenuté studii (21) perivaskularné
aplikovany e-polykaprolakton bez 1é¢iva zpiisobil tvorbu neointimy a granula¢niho tkaniva,
naznacujici probihajici zanétlivy proces.

U kralika byla pozorovana redukce intimalni hyperplasie zavisla na davce sirolimu ve
stentech s obsahem 60 pg az 200 pg sirolimu (22). Obsah sirolimu v stentech Cypher™ je
v rozmezi od 70 do 300 pg (23). Obsah sirolimu v pfipravené sitce byl 140 pm/cm? V in
vitro experimentu takto pfipravena sitka uvoliiovala sirolimus V koncentraci dostatecné k
snizeni proliferace hladkych svalovych bun¢k bez negativniho vlivu na jejich zivotaschopnost
(viabilitu).

In vitro testy ukazaly dobrou viabilitu endotelovych bunék po pfidani sirolimu po
sedmi dnech. Piedpoladdme, 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 tydna snizil ztlusténi
intimy o 75 anebo 76 %, podle potadi (21). Pluronic gel s obsahem 200 pg sirolimu
aplikovany do perivaskularniho prostoru u modelu Zilniho graftu v karotickém feciSti u mysi
snizil intimalni hyperplazii o 41 % po 6 tydnech (24). Dals$i 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 navazanym sirolimem, ktery obaloval Zilni $t€p (25). V nasem
modelu jsme na potahovani sité pouzili stejny typ kopolymeru, ale v poméru PLA - PCL
70/30. Z vysledkt 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 kralika se sitkami se
sirolimem se po 3 a 6 tydnech ptisobeni nelisi. To je ve shodé s pozorovanim, ze nejvetsi
pocatecni narist 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 (26). Na

zéklad¢ tohoto pribehu intimalni hyperplazie v Case je pravdépodobné, ze narazové uvolnéni
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vétsiho mnozstvi sirolimu v prvnim tydnu po implantaci mize mit vyrazngjsi protektivni
ucinek v rozvoji intimalni hyperplazie jako jeho stejnd, ale niz$i koncentrace v pribehu
celych 6 tydnti. Vyznamny je ndlez snizeni intimalni hyperplasie po pouziti Cisté polyesterové
sitky bez sirolimu 0 35% po 3 tydnech a 0 46% po 6 tydnech ve srovnani s autologni Zilou.
Toto indikuje moznost ptiznivého plsobeni sitky i po uvolnéni celého mnozstvi sirolimu ze
sitky. Po uvolnéni celého mnozstvi sirolimu plni sitka pravdépodobne podplrnou

mechanickou funkci.

ZAVERY

Pfipravili jsme systém s fizenym uvolflovanim sirolimu — polyesterovou sitku
potahovanou PLA — PCL kopolymerem, ktery uvoliioval G¢innou latku sirolimus po dobu 6
tydnt. V in vitro testech byl prokazan inhibujici G¢inek sitky 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.

Synergicky efekt periadventicidlniho 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 zd4 jako optimalni a po nami sledované obdobi jiZ k dalsi hypertrofii intimy nedochézelo.
Aplikace periadventicidlni sitky se muize stdit prevenci restendzy u autolognich cévnich

Stépti.
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