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ABSTRAKT  

                  Hlavní komplikací koronárních rekonstrukcí pomocí žilních štěpů  je v průběhu 

času  restenoza. Cílem práce bylo posoudit vliv perivaskulárního polyesterového systému, 

dlouhodobě uvolňující sirolimus  na  intimální hyperplasie autologní štěpů.  Systém s řízeným 

uvolňováním tvoří polyesterová síťka potažená kopolymerem kyseliny L-mléčné a  ε-

kaprolaktonu  uvolňující sirolimus, která je určená na ovinutí kolem autologního žilního štěpu 

současně při jeho implantování. Hodnotili jsme uvolňování sirolimu a jeho účinky na hladké 

svalové a endoteliální buňky in vitro. Polyesterová síťka potažená kopolymerem uvolňovala 

in vitro sirolimus 6 týdnů. Sirolimus uvolňovaný ze síťky inhiboval růst hladkých svalových 

buněk i endotelových buněk v 7-denních in vitro experimentech. Počet hladkých svalových 

buněk klesl o 29% a počet endotelových buněk o 75% po 7 dnech uvolňování sirolimu ze 

síťky při zachovaní vysoké viability buněk. Implantovali jsme v. jugularis ext.   do  a. carotis 

communis  u králíků.  Žilní štěp byl buď samotný , nebo byl obalen čistou polyesterovou 

síťkou a nebo  byl obalen síťkou  uvolňující  sirolimus.  Žilní štěpy byly standartně 

histologicky vyšetřeny na tloušťku  intimy, medie a komplexu intimy a medie  za 3 a 6 týdnů 

po implantaci. Žilní grafty obalené síťkou uvolňující sirolimus nebo čistou síťkou snižovaly 

tloušťku intimy ve srovnání se samotným žilním  štěpem  o  73±11%   a   73±8%  po  3 

týdnech a  o  73±9% nebo 59±12%   za  6 týdnů. Sí’tky uvolňující sirolimus redukovaly 

tloušťku medie o   65±9%  a  20±12%  za 3 a  6 týdnů.  Žilní štěpy se síťkou uvolňující 

sirolimus  snížily tloušťku komplexu medie a intimy  o   60±6%   a 30±13%  za 3 a 6 týdnů  

ve srovnání s čistou polyesterovou síťkou. Systém řízeného uvolňování sirolimu určený na 

periadventiciální aplikaci u autologních žilních štěpů inhiboval růst hladkých svalových 

buněk in vitro a zabránil rozvoji neointimální hyperplasie in vivo u králíků.  Periadventiciálně 

aplikovaná polyesterová síťka uvolňující sirolimus  má  potenciál se stát efektivním 

prostředkem  pro prevenci  vzniku  stenóz a uzávěrů  autologních cévních štěpů.   

Klíčová slova: Sirolimus, Perivaskulární obal , Kontrolované uvolňování léčiva , Autologní 

žíla , Intimální hyperplasie, Hladké svalové buňky cév , Restenosa  
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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 ε-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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ÚVOD 

             Jednou z hlavních komplikací po aortokoronární rekonstrukci žilními štěpy pro 

ischemickou chorobu srdeční (ICHS) je v dlouhodobém sledování jejich uzávěr. Během 

prvního roku po rekonstrukci se uzavírá 15 % žilních štěpů a dále se četnost uzávěrů zvyšuje 

až na 50 % za deset let  od operace. (1) Z průchodných žilních štěpů jich 7 % jeví známky 

degenerace již během prvního roku a 77 % za deset let. (2) Jednou z nejdůležitějších 

morfologických změn v žilní stěně, která se objevuje ihned po provedení bypassu, je 

neointimální hyperplazie. Konečným důsledkem tohoto  procesu a příčinou selhání štěpu jsou 

fatální sklerotické změny. (3) Remodelace autologních žil po jejich užití jako bypassu v 

tepenném řečišti je charakterizována poškozením  vrstvy endoteliálních buněk a expozicí 

hladkých svalových buněk (HSB) na luminálním povrchu cévy, což způsobuje adhezi 

destiček, makrofágů a regenerujících endoteliálních buněk (EB), jakož i agregaci destiček. 

Destičky, EB a HSB uvolňují růstové faktory a faktory podporující 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 bioaktivní substance stimulují 

migraci HSB do intimy, jejich nadměrnou proliferační aktivitu a produkci extracelulární 

matrix, zejména kolagenu. Tyto jevy pak  způsobí ztluštění stěny bypassu a stenózu štěpu. 

Aby se předešlo remodelaci autologního štěpu, je nutné podpořit proces jeho endotelizace a 

snížit proliferaci HSB. Štěp bývá úplně endotelizován během několika týdnů po operaci.(4) V 

klinické kardiologické praxi se stenóza autologního štěpu obvykle řeší vložením stentu 

(perkutánní transluminální angioplastika) do lumina štěpu nebo je nutná reoperace pacienta  a 

provedení nového aortokoronárního bypassu. Pro prevenci proliferace HSB a restenózy štěpu 

byly vyvinuty stenty uvolňující antiproliferativní léčiva, jako je sirolimus (CypherTM, Cordis 

J&J, NJ) nebo paclitaxel (5). Použití stentů je však limitováno jejich relativně 

komplikovaným zaváděním, nebezpečím jejich uvolnění a pohybu uvnitř cévy, zvýšeným 

mechanickým namáháním cévní stěny i lokálním poškozením EB a HSB, vedoucím k 

reaktivaci růstu HSB a restenóze cévy. Podobné problémy by mohly být spojeny s 

polymerními filmy uvolňujícími léčivo, které pokrývají luminální povrch cév, např. 

hydrogelové filmy s obsahem paclitaxelu (6). Z toho hlediska se externí, tj. mimocévní 

systém dodávky léčiva, umístěný na povrchu adventicie cévního štěpu, zdá být výhodnější. 

Periadventiciální dodávka léčiva z matrice umístěné těsně vedle karotických arterií potkana 

byla úspěšně použita u heparinu, o kterém je známo, že snižuje proliferaci HSB (7). Již dríve 
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byly objeveny jiné antiproliferativní látky  inhibující neointimální hyperplázii žilních graftů  

na experimentálních modelech u zvířat při jejich periadventiciální aplikaci, například suramin, 

C-typ natriuretického peptidu, cilostazol a sirolimus (8-10). Speciálně sirolimus (Rapamycin),  

je znám svým silným antiproliferativním účinkem (11).  Dále se  tento makrocyklický lakton 

používá v drug-eluting stentech (5) a při orgánových transplantacích jako imunosupresivum 

(11). Mechanismus jeho anti-proliferativního účinku je velice složitý a mnohostranný (12) 

a zahrnuje především blokádu přechodu buněk G1 do S fáze buněčného cyklu,  interakci se 

specifickým cílovým proteinem (mTOR, mammalian target of rapamycin) a inhibici jeho 

aktivace. 

               Síťka určená k potahování vhodným polymerem s rozpušteným léčivem musí mít 

potřebné mechanické vlastnosti dovolujíci jeho ovinutí kolem cévy, důležitá je i pružnost 

polymerní vrstvy. Polylaktidy i poly(ε-kaproloakton) (PCL) degradují velmi pomalu, v řádu 

let; PCL je poměrně pružný a oba polymery jsou biokompatibilní. Kinetika uvolňování léčiva 

závisí na fyzikálních a chemických vlastnostech léčiva, volbě polymeru nebo kopolymeru a 

jejich uspořádání do vrstev s léčivem nebo bez něho, jako i přítomnost bariér regulujících 

difusi a velikost povrchu síťky (13). Naším předpokladem bylo, že tloušťka cévní stěny je 

dostatečně tenká, aby umožnila difusi uvolněného sirolimu do tunica media a inhibici 

proliferace HSB. Penetrace sirolimu je podporována jeho hydrofobií. Účinná koncentrace 

sirolimu potřebná k inhibici proliferace HSB je relativně nízká (IC 50 = 5 ng/ml) (14) a 

umožňuje v polymeru dispergovat příslušné množství léčiva nutné k dlouhodobému 

uvolňování (v rozmezí 4-6 týdnů). Zevní obalení cévy  polyesterovou síťkou  uvolňující 

sirolimus zabezpečí, že endoteliální vrstva bude touto látkou ovlivněna méně než v případě 

intravaskulárního stentu, který se těsně dotýká endotelu. Rovněž předpokládáme, že ovinutí 

poměrně pevné síťky  kolem cévy sníží mechanické namáhání autologního štěpu ve srovnání 

se stentem. Dlouhodobé uvolňování antiproliferativního léčiva sirolimu během několika týdnů 

potlačí růst HSB na dobu potřebnou k reendotelizaci štěpu. To by mělo snížit remodelaci 

autologního štěpu a nutnost následné léčby. 
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HYPOTÉZY A CÍLE  

Pracovní hypotéza:  

Periadventiciálně umístěný polymerní systém s postupným uvolňováním sirolimu pozitivně 

ovlivní neointimální hyperplázi a tím průchodnost žilních graftů.  

 

Cíle projektu: 

1. Vyvinout modelový systém žilních graftů a dále je  interponovat do společné karotidy  u 

králíka  k hodnocení (vysvětlení) neointimální hyperplazii u těchto graftů na základě 

morfologických kritérií.  

2. Hodnotit dynamiku změn v intimě žilních štěpů ve střednědobém sledování.  

3. Vyvinout nový  periadventiciální polymerní systém s kontrolovaným uvolňováním 

antiproliferativní látky(sironimu) jako prevenci neointimální hyperplazie. 

4. In vitro otestovat kinetiku  uvolňování sirolimu z nově vyvinutého systému stejně jako jeho 

vliv  na  tkáňové kultury  cévního  endotelu a hladkých svalovách buněk.    
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MATERIÁL A METODIKA  

 

Materiál  

        Polyesterová síťka (Duratexol) byla získána z VÚP Brno, ČR,  Purasorb PLC 7015, 

kopolymer kyseliny L-mléčné a ε-kaprolaktonu (molární poměr 70/30, Mw ~ 200.000 g/mol z   

PURAC Biomaterials) a sirolimus (Rapamycin from Streptomyces, kat.č. R0395) byl 

zakoupen z firmy Sigma-Aldrich (Německo). Polyesterová síťka byla vyrobená z příze o 

průměru 90 μm, která se skládá z vláken o průměru 17,5 μm  Purasorb při potahování pronikl 

mezi vlákna v přízi.  

 

Impregnace sítěk 

      Čistá polyesterová síťka byla použita bez impregnace, nebo byla impregnována 

roztokem č. 1 s rozpuštěným purasorbem, nebo roztokem č. 2 s rozpušteným purasorbem a 

sirolimem, vysušena, znovu impregnována a vysušena. 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). Síťka sirolimus obsahovala 0,14 mg 

sirolimu homogenně nanesených v 0,98 mg purasorbu na 1 cm
2
.  Síťka byla sušena 3 týdny  

ve vakuové peci a potom následně sterilizována v ethylen oxidu ( síťka uvolňující sirolimus). 

( Filová et all.)  

 

Chirurgická technika 

                Studie byla před zahájením schválena odbornou komisí podle zákona na ochranu 

zvířat proti týrání. Z operovaných králíků jsme vytvořili 3 skupiny pro sledování po 3 

respektive 6 týdnech. V každé skupině jsme vytvořili soubor  kontrolní tj. autologní žílu bez 

síťky (žíla_3 , žíla_6), soubor pro sledování působení čisté polyesterové síťky bez sirolimu 

(síť_3, síť_6) a poslední soubor pro sledování působení sirolimu na nosiči s polyesterovým 

obalem (sirolimus_3, sirolimus_6). V každé skupině jsme měli 6-10 zvířat randomizovaných 

k jednotlivým pokusům. Dále jsme měli kontrolní skupinu žilního graftu ( žíla_0). 

            K pokusu in vivo byl vybrán  model implantace jugulární žíly do tepenného rěčiště  

a. carotis communis u králíka. Jednak pro svoji jednoduchost a také pro odpovídající velikost 

cév k poměru ok na polyesterové  síťce.  
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          Králíci byli uvedeni do anestezie intramuskulární injekcí ketaminu (30 mg/kg). Poté 

jsme pokračovali s inhalační anestezií pomocí isofluranu (2,5-3%). Operační výkon jsme 

prováděli za aseptických podmínek  v chráněném koagulu (7 mg/kg cefalexim i.m.). Nejprve 

jsme z podélného řezu na krku vypreparovali v. jugularis externa a po podání heparinu 

v dávce (300 J/kg ) jsme ji odebrali v délce cca 1,5 cm. Do odebrané cévy jsme postupně na 

oba konce pomocí ligatury Surgilene 8/0  přichytili stenty vyrobené z katetrizačních cévek 

vel. 4 French. (Terumo Medical Corp, Elkton, Md) (Obr. 1 ) (16) Poté jsme vypreparovali a. 

carotis communis  na stejné straně a po zasvorkování jsme ji částečně  natnuli  a do 

proximálního a distálního konce jsme reverzně umístili připravenou žílu  a opět přes stent 

ligaturou fixovali. Po uvolnění krevního proudu jsme kontrolovali rozvinutí žilního štěpu a 

dále dle určené skupiny  pokračovali s obalením cévy síťkou a její fixací (Obr. 1, 2). Poté byla 

rána uzavřena po anatomických vrstvách. 

Odběr vzorků po 3 a 6 týdnech jsme prováděli v celkové narkóze Ketamin 50 mg/kg + 

Xylazin 4 mg/kg s.c. Euthanasie byla provedena po odběru vzorků před probráním z narkózy 

podáním přípravku k euthanasii T 61.   

 

Obr. 1.  Chirurgická  technika  implantace žilního graftu jako interpozita do arteriálního 

řečiště  (13) 

 

Obr. 2. Žilní graft v arteriální řečišti před uvolněním krevního proudu do rekonstrukce (A),   

uvolnění krevního proudu a počáteční dilatace žilního štěpu – kontrolní skupina (B) a aplikace 

periadventiciálního obalu – síťky na rozvinutou cévu (C) 
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Histologie a immunohistochemie 

      Odebrané žilní štepy byly rozděleny na dvě části. Jedna část byla fixována v 10% 

formalinu  a poté byla vložena do parafínu. Druhá část byla vložena do  speciální 

nádobky(Sakura Finetek, Tokyo, Japan) a zalita fixační látkou (Sakura Finetek, Tokyo, 

Japan). Vzorky jsme poté zmrazili v 2-methylbutanu (Fluka Chemika, Buchs, Switzerland) 

chlazeném v tekutém dusíku a uchovávané  při teplotě  − 80 °C. 

 

Histologie  

            Vzorky zalité do parafinu, byly pokrájeny na 3-4 µm řezy a obarveny pomoci barvení  

haematoxylin-eosin, Van Gieson s elastikou , von Kossa a Pearl’s barvením. Sekce vybrané 

pro analýzu byly odevrané ze středního segmentu, abychom se vyvarovali eventuální  reakce 

šicího materiálu. Preparáty obarvené barvením Van Gieson s elastikou byli nafoceny pod 

mikroskopem Olympus IX 51, digitálním fotoaparátem  DP 70.  

 

Immunohistochemie   

 

            Protilátky použité v pro imuno histochemickou analýzu 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 

αSmooth 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  monoklonálních protilátek pro  immunohistochemické barvení  
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Tloušťka intimy, medie, komplexu medie-intimy, poměr medie-intima 

             Byly měřeny následující parametry: tloušťka intimy z povrchu endotelu  na vnitřním 

okraji tunica media, tloušťka médie z vnitřní hranice tunica media na hranici mezi tunica 

media a adventiticie  a tloušťka komplexu médie-intimy z povrchu endotelu k hranici  médie-

adventicie. Byly shromážděny data z  32-84 měření na jednoho  králíka v 12-28 zorných 

mikroskopických polí, pomocí doplňkového modulu MeasureStackLines elipsa software 

(ViDiTo systémy, Slovensko). Poměr média/intima byl vypočten z naměřených hodnot. 

Střední hodnoty a standardní odchylka průměru  (mean± SEM )  byly vypočteny pro každou 

žílu a pro každou skupinu zvířat. Štěpy s trombózou nebyly měřeny. 

 

Statistická analýza 

               Pro hodnocení histologie a histomorfometrie byla použita neparametrická 

jednocestná metoda  ANOVA  podle  Kruskal-Wallise. Dvoucestná  ANOVA  a  Tukey – 

studentův rozptyl byl použit k analýze dat tloušťky intimy, medie, komplexu medie-intimy a 

poměru medie-intima.  Proměnné byly testovány na normálnost pomocí Shapiro a Wilkovi 

statistiky. Vzhledem k tomu, že normalita byla zamítnuta, byla použita logaritmická 

transformace. Působení času, léčiva a interakce mezi časem a léčivem byly testovány a p < 

0,05 byla považována  za významnou.   
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VÝSLEDKY  

 

Histologie a immunohistochemie   

Tunica intima  

Ve všech experimentálních skupinách zvířat byl vnitřní povrch žilního štěpu pokryt 

vrstvou endotelových buněk (obr. 2, 3). U některých štěpů byly pozorovány tromby na 

vnitřním povrchu  tunica intima (Tab. 1). Některé tromby zcela obliterovaly lumen štěpu, 

zatímco zbylé měli jen nástěnné nebo rekanalizované  tromby, ale nebyly nalezeny žádné 

signifikantní rozdíly mezi skupinami králíků. Nicméně byl zjištěn významný rozdíl v tloušťce 

intimy mezi vzorky (viz níže v části "Tloušťka intimy, médie, komplexu intima-medie a 

poměr médie/intima"). Ložiskově byly pozorovány v neointimě hladké svalové buňky, 

zejména ve vzorcích ze zvířat, kde nebyl aplikován sirolimus. 

Tunica media  

Ve všech skupinách, proces adaptace žílích štěpů na arteriální tlak vede k vytváření 

více vrstev hladké svaloviny, které mělo za následek zesílení médie (obr. 3; Viz také níže v 

části "Tloušťka intimy, médie, komplexu intima-medie a poměr médie-intima"). To bylo 

doprovázeno zvýšením počtu PCNA+ buněk (obr. 2, viz také níže v sekci " Proliferating cell 

nuclear antigen"). V žilním graftu se síťkou uvolnňující sirolimus (sirolimus_3) pozoruhodně 

poklesla infiltrace buněk  CD4 + a CD8 + v cévní stěně (tj komplex intimy, médie a 

adventicie) ve srovnání s žilním štěpem a štěpem obaleným prostou PES síťkou bez sirolimu 

(síť_3)  po 3 týdnech (Tab. 1, obr. 4).Počet makrofágů a plasmocytů  byl velmi malý ve všech 

skupinách. Bylo zde jen sporadické  množství neutrofilů a eozinofilů v žilní štěpů (údaje 

nejsou uvedeny). Po 6 týdnech byl nalezen nižší počet plasmocytů v žilách obalených síťkou 

uvolňující sirolimus (sirolimus_6)  ve srovnání s autologním transplantátem. Ačkoli v žilách 

obalených síťkou uvolňující sirolimus počet makrofágů významně vzrostl mezi 3 až 6 

týdnem, přesto bylo celkové množství makrofágů podobné v obou dalších skupinách (žíla_6, 

síť_6 )  po 6 týdnech (Tab. 1). V žádné z těchto skupin nebyly nalezeny částice kalcia. 

V žádné ze skupin zvířat nebyly pozorovány ranné infekce. Jeden králík zemřel během 

operace a dva králíci z důvodu systémové infekce. 

Tunica adventicia 

           Histologické barvení odhalilo přítomnost PES síťky a PES síťky uvolňující sirolimus v 

adventicii žílních štěpů. Ve všech skupinách byla distribuce imunokompetentních buněk, tedy 
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plasmocytů, CD4 + a CD8 + buněk, podobná jako jejich rozložení v tunica media (obr. 4A), 

naleznete v části o Tunica media (Tab. 1). Jako histologický korelát resorpce hematomu byly 

občas nalezeny malá ložiska železa (obr. 4B). Kromě toho ve skupinách se štěpy s  PES 

síťkami (síť_3, síť_6) a PES síťkami uvolňující sirolimus (sirolimus_3,sirolimus_6) byly 

pozorovány kolem vláken sítěk  obří buňky cizích těles. (obr. 4 C, D). 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 

           Většina buněk s PCNA+  byla nalezena v médii a intimě (obr. 2 a 5) a méně v 

adventicii. Nejvyšší počet  PCNA+ buněk byl pozorován ve skupině čistých žilních graftů za 

3 týdny po implantaci (žíla_3). Po 3 týdnech žilní štěpy se síťkou PES (síť_3) měli o 59±15 % 

méně  PCNA+ buněk a skupina se sirolimem (sirolimus_3)  dokonce o 84±13 % méně 

PCNA+ buněk. Po 6 týdnech se počet buněk PCNA+   výrazně snížil  v kontrolní skupině 

čistých štěpů (žíla_6); čísla se však nezměnila ve skupině štěpů s PES síťkou (síť_6) a 

skupině se sirolimem (sirolimus_6). 

Tloušťka intimy, médie, komplexu intima-medie a poměr médie/intima 

          Měření intimy (obr. 6A) po třech týdnech ukázalo nejvyšší hodnoty tloušťky intimy 

v kontrolní skupině samotného žilního štěpu (žíla_3) . U štěpů obalených síťkou s PES (síť_3) 

nebo síťkou s PES a sirolimem (sirolimus_3)  byla tloušťka intimy snížena o 73±8 a 73±11 

%, oproti kontrolní skupině samotného žilního štěpu. Mezi 3 a 6 týdnem zůstala  tloušťka 

intimy u všech sledovaných skupin konstatntní. Po 6 týdnech bylo snížení tloušťky intimy u 

štěpů s PES (síť_6) a štěpů s PES a sirolimem (sirolimus_6)  o 59±12% a 73±9 %, ve 

srovnání se samotným štěpem (žíla_6). Ve skupině štěpů s PES a sirolimem (sirolimus_6)  

jsme pozorovali silnější efekt na intimální hyperplazii ve srovnání se skupinou štěpů s PES 

(síť_6)  po 6 týdnech. 

Nárůst tloušťky médie (obr. 6B) se významně snížila o 65±9 %  ve skupině štěpů PES 

se sirolimem (sirolimus_3) po třech týdnech od implantace. Současně ve skupině graftů s PES 

(síť_3,6) nedošlo k ovlivnění hyperplazie medie, ve srovnání s kontrolní skupinou samotných 

žilních stěpy (žíla_3,6)  a  to v obou časových intervalech. Po šesti týdnech byla tunica  média 

výrazně tenčí o  20±12 % u  štěpů  s PES a sirolimem (sirolimus_6) , než ve skupině 

samotných žilních graftů (žíla_6). Tloušťka komplexu  intima-medie (obr. 6 c) byla 

markantně snížena o 76±5 a 37±9 % ve skupimě PES se sirolimem (sirolimus_3,6) ve 

srovnání s kontrolními štěpy (žíla_3,6) za tři a šest týdnů po implantaci. V intervalu 3 týdnů 

došlo ve skupině graftů s PES (síť_3) ke snížení komplexu intima-medie o  41±6 %  oproti 

kontrolní skupině samotného žilního štěpu (žíla_3).  
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Kontrolní skupina samotného žilního štěpu (žíla_3)  a skupina s PES a sirolimem 

(sirolimus_3)  měla  po třech týdnech poměr intima-médie podobný jako u zdravé nativní žíly, 

tj. skupina (žíla_0). Po třech týdnech se podařilo ve skupině štěpů s PES a sirolimem 

(sirolimus_3) udržet podobný poměr média-intimy jako ve skupině nativní žíly – (žíla_0). Po 

šesti týdnech došlo u štěpů s PES (síť_6)  a sirolimem (sirolimus_6)  k selektivnímu nárůstu 

tloušťky medie, které způsobilo zvýšení poměru média/intimy poměru, pravděpodobně v 

důsledku minimální koncentrace sirolimu v PES obalu v tomto časovém intervalu [14]. 

               Nejvyšší poměr médie-intima byl pozorován ve skupině  štěpů s PES (síť_3,6)   po 3 

a 6 týdnech. V těchto skupinách byl poměr komplexu media-intima vyšší než tento poměr ve 

skupině samotných žilních graftů ve stejných časových intervalech.  
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DISKUSE 

                        V našem sdělení jsme vytvořili jsme unikátní periadventiciální systém 

s postupným uvolňováním antiproliferativní látky (sirolimus), který inhiboval neointimální 

hyperplasii v žilních štěpech implantovaných do tepenného řečiště. Tato studie také potvrdila 

synergii působení mechanického obalu cévy a  uvolňování sirolimu na remodelaci žilní stěny.       

Mechanická opora – zevní obal cévy  

            Zevní obal cévy je vytvořený polyesterovou síťkou, která působí preventivně  proti 

rozpínání žilního štěpu. Síťka působí podobně jako zevní elastická membrána nativních 

arterií, která jim pravděpodobně umožňuje snášet vyšší tlaky v tepenném řečisti. Remodelace 

je homeostatická odpověď normálních  arterií na změny charakteru průtoku krve pomocí 

smrštění jejich stěny. To umožňuje snížit napětí a tlak na stěnu cévy a vrátit se na normální 

hodnoty tlaků působících v lumen cévy. Mehta a spol (17) demonstroval ve své práci, že 

zevní umístění  makroporézního, nerestriktivního polyesterového stentu redukuje 

neointimální hyperplasii na modelu prasečích žilních graftů. V případě identického tlaku 

uvnitř žíly s a bez zevního mechanického obalu, při předpokladu, že poloměr oka odpovídá 

1/10 poloměru žíly, je napětí ve stěně v chráněném žilním štěpu 20x menší něž napětí stěny 

v žíle bez ochrany (18). V mechanismu tvorby neointimy hraje  důležitou roli i adventicie 

(19). Mechanické poškození cévy indukuje angiogenetickou odpověď adventicie. 

Předpokládá se, že myofibroblasty z adventicie se podílejí na poškození cévy proliferací, 

syntézou růstových faktorů a migrací do neointimy (20).  

K signifikantnímu snížení tloušťky intimy žilního štěpu s polyesterovou síťkou oproti 

kontrolní skupině došlo i v naší sérii a to jak v intervalu 3 tak i 6 týdnů od implantace. Je 

zajímavé, že při srovnání skupin po 3 a 6 týdnech již  k  dalšímu  ovlivnění  tloušťky intimy 

nedošlo a proces neointimální hyperplasie nepokračoval. Naopak u kontrolní žíly došlo k 

významnému nárustu tlouštky intimy v čase.  

 

Sirolimus  

         Druhým způsobem, kterým jsme ovlivnili proces neointimální hyperplasie bylo 

dlouhodobé lokální působení sirolimu. Našim cílem bylo vytvořit systém řízeného uvolňování 

sirolimu, který by zajistil uvolňování po dobu potřebnou na regeneraci endotelové výstelky 

cév, tedy v rozmezí přibližně 4 až 6 týdnů. Studie kinetiky uvolňování sirolimu ze síťky do 

PBS ukázala, že sirolimus se uvolňoval po dobu až 6 týdnů, 70% léčiva se však uvolnilo do 7 
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dní. Perivaskulární manžeta z PCL uvolňovala rapamycin anebo paclitaxel 3 týdny (21). Po 

obalení žíly sirolimus do ní difunduje a inhibuje růst hladkých svalových buněk. Histologie 

odhalila přítomnost síťky v adventícii, což bylo způsobeno pravděpodobně nedostatečně 

hustou sítí, která se vtlačila do adventície při dilataci autologní žíly po implantaci. Tato 

neočekávaná pozice síťky v těsné blízkosti médie mohla paradoxně zvýšit koncentraci léčiva 

v médii a snížit ztráty léčiva jeho difusí do prostoru kolem cévy. Na druhou stranu síťka může 

vyvolat odpověď tkáně na cizí materiál. V již vzpomenuté studii (21) perivaskulárně 

aplikovaný ε-polykaprolakton bez léčiva způsobil tvorbu neointimy a granulačního tkaniva, 

naznačující probíhající zánětlivý proces.  

U králíka byla pozorována redukce intimální hyperplasie závislá na dávce sirolimu ve 

stentech s obsahem 60 µg až 200 µg sirolimu (22). Obsah sirolimu v stentech Cypher
TM

 je 

v rozmezí od 70 do 300 µg (23). Obsah sirolimu v připravené síťce byl 140 µm/cm
2
. V in 

vitro experimentu takto připravená síťka uvolňovala sirolimus v koncentraci dostatečné k 

snížení proliferace hladkých svalových buněk bez negativního vlivu na jejich životaschopnost 

(viabilitu).  

In vitro testy ukázaly dobrou viabilitu endotelových buněk po přidání sirolimu po 

sedmi dnech. Předpoládáme, že sirolimus bude difundovat z periadventiciální síťky ve vyšší 

koncentraci do medie, zatímco v intimě bude v nižších koncentraci, umožňující regeneraci 

endotelu. V in vivo experimentu jsme zjistili snížení tloušťky intimy o 47% po 3 týdnech a o 

56% po 6 týdnech implantace v porovnání s autologní žílou. Perivaskulárně aplikovaný ε-

polykaprolakton uvolňující paclitaxel anebo  rapamycin po dobu 3 týdnů snížil ztluštění 

intimy o 75 anebo 76 %, podle pořadí (21). Pluronic gel s obsahem 200 µg sirolimu 

aplikovaný do perivaskulárního prostoru u  modelu žilního graftu v karotickém řečišti u myší 

snížil intimální hyperplázii o 41 % po 6 týdnech (24). Další možností uplatněné u modelu 

žilního graftu jako interpozita femorální arterie u psa bylo užití tenkého filmu z kopolymeru 

PLA a PCL v poměru 1:1, s navázaným sirolimem, který obaloval žilní štěp (25). V našem 

modelu jsme na potahování sítě použili stejný typ kopolymeru, ale v  poměru PLA - PCL  

70/30. Z výsledků sledované skupiny sirolimus_3 a sirolimus_6  je vidět další ovlivnění 

neointimální hyperplasie, které je statisticky významné oproti skupině kontrolní a u skupin 

s polyesterovou síťkou v obou časových intervalech. Tloušťka intimy u králíků se síťkami se 

sirolimem se po 3 a 6 týdnech působení neliší. To je ve shodě s pozorováním, že největší 

počáteční nárůst proliferace EB a HSB se objevuje během prvního týdne po implantaci žilního 

graftu do tepenného řečiště  a  vrací se k normálu během 12 týdne po implantaci (26). Na 

základě tohoto průbehu intimálni hyperplázie v čase je pravděpodobné, že nárazové uvolnění 
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většího množství sirolimu v prvním týdnu po implantaci může mít výraznější protektivní 

účinek v rozvoji intimální hyperplázie jako jeho stejná, ale nižší koncentrace  v průbehu 

celých 6 týdnů. Významný je nález snížení intimální hyperplasie po použití čisté polyesterové 

síťky bez sirolimu o 35% po 3 týdnech a o 46% po 6 týdnech ve srovnání s autologní žílou. 

Toto indikuje možnost příznivého působení síťky i po uvolnění celého množství sirolimu ze 

síťky. Po uvolnění celého množství sirolimu plní síťka pravděpodobne podpůrnou 

mechanickou funkci. 

     

 

ZÁVĚRY 

  Připravili jsme systém s řízeným uvolňováním sirolimu – polyesterovou síťku 

potahovanou PLA – PCL kopolymerem, který uvolňoval účinnou látku sirolimus po dobu 6 

týdnů. V in vitro testech byl prokázan inhibující účinek síťky na hladké svalové buňky. 

Obalení autologního žilního štěpu u králíka síťkou se sirolimem nebo síťkou bez sirolimu v in 

vivo experimentu významně snížilo tloušťku intimy štěpu a zabránilo rozvoji intimální 

hyperplasie.   

Synergický efekt periadventiciálního polyesterového obalu cévy spolu s řízeným 

uvolňováním sirolimu se jeví jako velmi slibná technika ovlivnění neointimální hyperplasie 

žilních graftů interponovaných do tepenného řečiště. Koncentrace a délka působení sirolimu 

se zdá jako optimální a po námi sledované období již k další hypertrofii intimy nedocházelo. 

Aplikace periadventiciální síťky se může stát  prevencí  restenózy u autologních cévních 

štěpů. 
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