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Abstrakt

Uvod: Piedkladand dizertace je souborem sedmi studii, jejichZ spole¢nym cilem byl popis
funk¢ni histologie aorty a jejich nékterych vétvi, popt. popis plicnice. Prace se zamétuje
na analyzu mikroskopického slozeni riiznych segmenti celé praseci aorty béhem
ontogeneze jako Casto uzivaného experimentalniho modelu, lidskych kryoprezervovanych
vzorkl aorty, plicnice a jejich chlopni, dale na hodnoceni poskozeni renélni tepny pii jeji
katetriza¢ni denervaci a na hodnoceni osidleni umélych cévnich nahrad po implantaci §té€pu
do mysi biisni aorty. Uvod podava prehled o stavbé aorty a plicnice a jejich chlopni, o
vybranych onemocnénich postihujici velké tepny a o histologickych a biomechanickych
metodach pouZzivanych pro jejich charakterizaci.

Metody: V praci jsme vyuZili metody parafinovych fezli s histologickym barvenim,
imunohistochemickym prikazem antigenti (a-hladky svalovy aktin, desmin, vimentin,
chondroitinsulfat, von Willebrandiiv faktor, neurofilamentovy protein, tyrosin hydroxylaza)
a biomechanické testy (jednoosé tahové zkousky) k uréeni meze pevnosti, mezni deformace
a Youngova modulu pruZznosti. Ke kvantifikaci plosnych podili jednotlivych slozek a
k ureni délkové hustoty elastinu v cévni sténé jsme pouzili stereologické metody zalozené
na interakci testovacich mifizek o znamych geometrickych  vlastnostech
s mikrofotografiemi. K hodnoceni miry poSkozeni rendlni tepny ovci po radiofrekvenéni

ablaci okolnich nervll jsme pouZili ndmi modifikovany semikvantitativni skorovaci systém.

Vysledky: Prokazali jsme, ze sestupna hrudni aorta prasete méla ze vSech segmentl
nejvyssi podil elastinu, ktery se snizoval proximalné k oblouku aorty stejné jako distalné
k bfisni aorté. Podil kolagenu ve sténé se snizoval od vzestupné aorty a aortadlniho oblouku
smérem k sestupné aorté. Segmenty biiSni aorty mély nejvyssi podil aktinu, desminu a
vimentinu a v§echny tyto markery hladkych svalovych buné€k mély v hrudnich segmentech
aorty niz§i hodnoty. Pfi srovndni suprarendlni s infrarenalni bfiSni aorty nebyly zjiStény
zadné kvantitativni rozdily. Plo$ny podil aktinu v medii byl srovnatelny ve vSech vékovych
skupinéach a byl imérny postnatalnimu ristu do sedmi mésicti véku. Segmenty aorty s veétsi
tloustkou mély vétsi podil elastinu 1 kolagenu a mensi podil kontraktilnich bunék nez
segmenty s menS$i tlouStkou. Ve vzorcich s mensim podilem elastinu a vétSim podilem

aktin- a desmin-pozitivnich hladkych svalovych bunék byly sSroubovice hladkych svalovych



bunck tésné navzajem usporddany a byly vice soustiedéné nez ve vzorcich s vétSim

podilem elastinu a s mensim podilem kontraktilnich hladkych svalovych bunék.

Elasticka vlakna v tunica media aorty a plicnice ¢lovéka zustala i po kryoprezervaci
v tkanové bance jeji hodnotnou slozkou. Biomechanické vlastnosti kryoprezervované aorty
a plicnice, jako je Youngliv modul pruznosti v oblasti velkych deformaci a mezni
deformace, mirn¢ pozitivné korelovaly s tloustkou intima-media. Mezni deformace mirné
negativné korelovala s ploSnym podilem elastinu a plosnym podilem kalcifikace v intima-
media a mirn€¢ pozitivné korelovala s ploSnym podilem kolagenu ve sténach aorty a
plicnice. U cipt aortalni a pulmondlni chlopné slabé pozitivné korelovala tloustka stény

s mezi pevnosti a Youngovym modulem v oblasti malych i velkych deformaci.

Prokazali jsme, Ze pouziti vicebodového katetru pii denervaci rendlni tepny vedlo
k vétsimu poskozeni rendlni tepny a nervovych pleteni obklopujici rendlni tepnu ve
srovnani s jednobodovym katetrem. Avsak, zadny testovany zpusob denervace rendlni

tepny nevedl k upIné ablaci nervii doprovazejici rendlni tepnu.

Prokazali jsme, ze hodnocené nanovlakenné nosi¢e u mysi zastoupily po dobu Sesti
mésict ulohu aorty, pfi¢emz doslo k jejich postupné endotelizaci, k osidleni bunikami,
ke vzniku rozvrstveni obdobnému intimé¢ a medii skutecnych elastickych tepen, dale
k diferenciaci bunck s kontraktilnim fenotypem, k tvorbé a zrani kolagenu I a v nékterych
ptipadech i k tvorbé elastickych lamel. Stépy byly dobie snaseny a jejich prisvit byl
priichodny.

Diskuze: Vysledky mechanickych analyz kryoprezervovanych §tépt aorty, plicnice
a jejich chlopni nemohly byt zcela vysvétleny objemovymi poméry hlavnich tkanovych
sloZzek. Proto by mély byt obé metody povazovany za komplementdrni a mély by byt
pouzity v dalSich studiich na zjiSténi pouZitelnosti kryoprezervovanych aort, plicnic a jejich
chlopni a vlivu dlouhodobé kryoprezervace na jejich vlastnosti.

Utinnost a bezpeénost zkoumanych katetri uréenych k denervaci renélni tepny

schvalenych pro klinické pouziti, se zda byt do znacné miry zavisld na anatomické

interindividudlni variabilité stény rendlni tepny a pfilehlych nervovych pleteni.

Studie, zabyvajici se histologickym sloZzenim a biomechanickymi vlastnostmi

lidskych ¢1 zvitecich velkych tepen, se prozatim soustfedily na prvky mezibunééné hmoty



jako je elastin, kolagen, hladké svalové builky nebo glykosaminoglykany, ale opomijeli
dalsi slozky napft. strukturalni glykoproteiny, které zprostiedkovavaji vazby mezi buikami

a slozkami mezibunécéné hmoty.

Krom¢ vlastnich vysledkii jednotlivych studii je v metodické Casti obsazena tada
praktickych postupt a doporuceni s ohledem na zpusoby vicetrovitového vzorkovani pti
odbéru a hodnoceni materidlu, volbu barvicich metod a volbu mikroskopického zvétSeni

vhodného pro feSeni konkrétnich otazek.

Zavér: Za hlavni doménu histologickych metod pii studiu cévni stény povazujeme
kvantitativni i kvalitativni popis mikroskopického slozeni pfiblizn¢ v métitku jednotek az
tisich mikrometrdi, charakteristiku bunécnych fenotypl, popis pfestavby cévni stény
za riznych podminek a v neposledni fad€ 1 popis rozloZeni a prostorovych vztahli mezi
buitkami a mezibunécnou hmotou. Nejvétsi ptinos histologické analyzy spociva predevsim
v poskytnuti informaci o vzdjemné pozici histologickych struktur oproti technikam,
analyzujici homogenizované tkanové vzorky vyuzivané v biochemii a molekularni biologii.
Propojeni histologické analyzy s dalSimi metodami, pfedevSim biomechanickymi je

pfinosné pro porozuméni funkénich adaptaci cévni stény za riznych podminek.



Abstract

Introduction: This dissertation thesis consists of seven studies, the common aim of which
was to describe the functional histology of the aorta and some of its branches, as well as the
pulmonary artery. The thesis focuses on analysis of the microscopic composition of various
segments of the porcine aorta during ontogenesis as an experimental model, as well as
cryopreserved samples of human aorta, pulmonary artery and their valves. Further it
assesses damage to the renal artery during its denervation, and evaluates cell colonization
of synthetic vascular substitutes after their implantation into the abdominal aortas of mice.
The introduction gives an overview of the structure of the aorta and pulmonary artery and
their valves, selected diseases affecting large vessels, and histological and biomechanical

methods used for their characterization.

Methods: We used the paraffin section method with basic and advanced stains,
immunohistochemical detection of antigens (a-smooth muscular actin, desmin, vimentin,
chondroitin sulfate, von Willebrand factor, neurofilament protein, tyrosine hydroxylase)
and biomechanical tests (uniaxial tensile tests) for determination of ultimate strain, ultimate
stress and Young's modulus of elasticity. We used stereological methods based on the
interaction of test grids of known geometric properties with photomicrographs to quantify
the area fraction of individual components and to determine the length density of elastic
fibres in the vessel wall. We used a modified semiquantitative scoring test to evaluate the

degree of damage to the ovine renal artery after radiofrequency ablation.

Results: We have shown that the porcine descending thoracic aorta had the highest area
fraction of elastin, which decreased proximally to the aortic arch as well as distally to the
abdominal aorta. The area fraction of collagen in the vessel wall decreased in the direction
from the ascending aorta and the aortic arch towards the descending aorta. The abdominal
aorta segments had the highest area fraction of actin, desmin and vimentin, and all of these
smooth muscle markers had lower values in the aortic thoracic segments. There were no
quantitative differences between the suprarenal and the infrarenal abdominal aorta. The
area fraction of actin in the tunica media was comparable in all age groups and was
proportional to postnatal growth up to seven months of age. Segments of the aorta with

greater wall thickness had more elastin and more collagen and fewer contractile cells than



thinner segments. In the samples with more contractile vascular smooth muscle cells and
less elastin, the symmetrical helices of vascular smooth muscle cells were arranged closer
to each other and they were more concentrated than in samples with fewer actin- and

desmin-positive vascular smooth muscle cells and more elastin.

Propagation of experimentally induced microcracks avoided elastic fibres.
The biomechanical properties of cryopreserved aortas and pulmonary arteries, such as the
Young's modulus of elasticity in the large deformation regions and ultimate strain, all
correlated positively with the thickness of the intima-media. The ultimate strain negatively
correlated with the area fraction of elastin and the area fraction of calcification in the intima
media and positively correlated with the area fraction of collagen in the wall of the aorta
and pulmonary artery. Wall thickness correlated positively with the ultimate stress and
Young’s modulus in the small and large deformation regions in the cusps of aortic and

pulmonary valves.

We have shown thatusing the single-point ablation catheter resulted in
greater damage to the renal artery and the nerves surrounding it compared with the multi-
point ablation catheter. Neither procedure of renal denervation led to complete ablation of

nerves surrounding the renal artery.

Finally, we have demonstrated that the evaluated nanofibrous scaffolds in the
mouse have successfully substituted for the role of the aorta for six months with gradual
endothelization, cell colonization, formation of layers similar to the intima and media of
actual elastic arteries, differentiation of cells with contractile phenotype, formation and
maturation of collagen I and, in some cases, the formation of elastic lamellas. The scaffolds

did not induce any inflammatory reaction and had freely passable vascular lumina.

Discussion: Studies of histological composition and biomechanical properties of human or
animal large arteries have so far focused on elements of the extracellular matrix such as
elastin, collagen, smooth muscle cells or glycosaminoglycans, but have omitted other
components such as structural glycoproteins that mediate bonds between cells and

extracellular components.

In addition to the results of the individual studies, the methodological part contains

anumber of practical procedures and recommendations with regard to the methods of



multilevel sampling and evaluation of materials, the choice of staining methods and the

choice of microscopic magnification suitable for addressing specific questions.

Conclusion: The results of mechanical analysis of cryopreserved aortas, pulmonary artery
and their valves could not be completely explained by the quantified histological
parameters of the major tissue components. Therefore, the two methods should be
considered complementary and should be used together in future studies to determine the
usability of cryopreserved aortas, pulmonary arteries and their valves and the effects of

long-term cryopreservation on their properties.

The safety and efficacy of investigated catheters used for denervation of the renal
artery appear to be largely dependent on the interindividual anatomical variability of the

wall of the renal artery and adjacent nerve plexus.

We consider the main contribution of histological methods in the study of the
vascular wall to be the quantitative and qualitative description of the microscopic
composition in the range of ones to thousands of micrometers, characteristics of cell
phenotypes, description of reconstruction of the vessel wall under various conditions, and
description of the distribution and spatial relations between the cells and the extracellular
matrix. The greatest benefit of histological analysis over techniques analyzing
homogenized tissue samples used in biochemistry and molecular biology is, especially,
providing information on the reciprocal position of histological structures. Linking
histological analysis with other methods, especially biomechanical, is beneficial for

understanding the functional adaptations of the vascular wall under various conditions.
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1 Seznam zkratek

a - konstanta bodové testovaci miizky, plocha ptisluSejici jednomu bodu sité
A - plocha [m?]

Ay - area fraction — plo$ny podil hodnocené slozky v referen¢ni plose vzorku
AAA - abdominal aortic aneurysm — aneurysma (vydut’) bfi$ni aorty

AGEs - advanced glycation end products (kone¢né produkty pokrocilé glykace)
ANOVA - analysis of variance - analyza variace nebo jeji neparametrickd obdoba
CD - cluster of differentiation

CE - coefficient of error — koeficient chyby

CS - chondroitinsulfat

DAPI - 4'.6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride

E - Younglv modul pruznosti [Pa]

ECM - extracellular matrix — mezibuné¢na hmota

EMILIN-1 - elastin microfibril interface located protein

f - obecné oznaceni pro podil konecného vybéru hodnocené¢ho objemu

v celkovém objemu vzorku

F - sila [N]

GAG - glykosaminoglykany

Gly - glycin (aminokyselina)

HA - kyselina hyaluronova

HLys - hydroxylysin (aminokyselina)

HPro - hydroxyprolin (aminokyselina)

IMT - intima-media thickness — tlouStka tunica intima a media
) - délka [m]
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Ly
LDL
NO

p
p-hodnota
PAS
PCL
PGA
PLA
Pro

P

P

Oa
SMCs
TGF-B

WT

Io(x)

délkova hustota profil objektil v fezu [m™]

low-density lipoprotein - lipoprotein o nizké hustoté

oxid dusnaty

pocet prusecikil testovaci miizky s hodnocenym objektem
mezni hladina vyznamnosti statistickych testt

periodic acid Schiff

polykaprolaktanova kyselina

polyglykolové kyselina

polylaktidova kyselina

prolin (aminokyselina)

teoretickd hustota prisecikii sledované slozky s profilem trhliny
skute¢na hustota prisecikll sledované slozky s profilem trhliny
pocet profilii objektd v fezu o ploge 4 [m™]

smooth muscle cells - hladké svalové bunky

transforming growth factor B — transformujici rastovy faktor 3
wall thickness - tloustka celé stény cévy

normalové napéti [Pa]

relativni prodlouzeni (deformace) [-]

mira koncentrace von Misesova rozdéleni

modifikovana Besselova funkce prvniho druhu

mira polohy von Misesova rozdéleni
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Teoreticky uvod

2  Teoreticky uvod

2.1 Mikroskopické sloZeni stény elastickych tepen

Sténa elastickych tepen je Clenéna na tunica intima, media a adventitia. Prisvit
elastickych tepen je vystlan endotelovymi buiikami. Ty spolu se subendotelovym vazivem,
tvoii tenkou vrstvu tunica intima. Tunica media je nejsilngjsi vrstvou a obsahuje pfedevsim
hladké svalové bunky, elastické lamely a dalsi slozky mezibunééné hmoty (ECM), jako
jsou kolagenni vlakna a zakladni hmota. Vnéjsi vrstva tunica adventitia je tvofena fidkym
kolagennim vazivem s vasa vasorum a nervi vasorum. Mezi vnéjsi vrstvou tunica adventitia
a tunica media se mize nachazet navic kompaktni vrstva, obsahujici velké mnozstvi
elastickych vlaken (Witter et al., 2017). Pfedchozi studie ukazuji, Ze tloustka lidské
plicnice je 1,5 £ 0,3 mm a tloustka vzestupné ¢asti lidské aorty je 2,1 + 0,4 mm (Azadani et

al., 2012).

2.1.1 Hladké svalové bunky

Vaskularni hladké svalové bunky (vascular smooth muscle cells - SMCs) maji
vietenovity tvar a ovalné jadro. Mimo oblasti vyskytu vodivych spoji je sarkolema
hladkych svalovych buné€k obalena bazalni membranou, jez se sklada z kolagenu typu IV,
multiadhesivniho glykoproteinu lamininu a proteoglykanu perlekanu a heparansulfatu
(Ross and Pawlina, 2016). Hladké svalové bunky se mohou nachdzet mezi dvéma
hrani¢nimi fenotypy, kontraktilnim a syntetickym fenotypem, obr. 1. Bazalni membrana,
obklopujici hladké svalové builkky, poméha udrzet kontraktilni fenotyp, tzn. bohatou
pfitomnost myofilament a jadro s pfevaZzujicim heterochormatinem. Pietvoreni komponent
bazalni membrany, napi. metaloproteindzami (Newby, 2006), vede k vazb¢ interginu na
povrchu hladkych svalovych bunék s fibronektinem a kolagenem typu I, coZ vede ke zméné
fenotypu z kontraktilniho na synteticky (Hedin et al., 1988; Yamamoto et al., 1993). Tento
proces zahrnuje ztrdtu myofilament, jadro s pfevahou euchromatinu a zmnoZeni
granularniho endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu, organel pro syntézu slozek

mezibunéné hmoty (Thyberg et al., 1990). Cytoplazma hladkych svalovych bunék
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obsahuje kontraktilni a intermedialni filamenta. Kontraktilni aparat tvoii tlusta myosinova a
tenkd aktinova filamenta (Ross and Pawlina, 2016). Pro zménu fenotypu je také
charakteristicky posun v expresi aktinu, myosinu, tropomyosinu, desminu a vimentinu.
V burikach s kontraktilnim fenotypem jsou dominantni a-isoforma aktinu, svalovy myosin,
tropomyosin a desmin. Naopak pfi syntetickém fenotypu prevlada p-isoforma a y-isoforma
aktinu, nesvalovy (cytoskeletalni) myosin a vimentin (Thyberg et al., 1990). Mechanicka
deformace zvysSuje sekrecni funkci hladkych svalovych bunck, coz vede ke zvyseni
produkce mezibunécné hmoty (Williams, 1998). Aktin, desmin a vimentin mohou byt
detekovany pomoci nékterych protilatek, jejichz reakce jsou dobfe standardizované (Witter
et al., 2010; Eberlova et al., 2013; Houdek et al., 2013). Zviditelnéna reakce protilatky
s antigenem muze slouzit pro kvantitativni stanoveni ploSného podilu aktinu, desminu ¢i

vimentinu v hladkych svalovych buiikach (Tonar et al., 2015a).

vyskyt SYNTETICKY FENOTYP struktura funkce
prenatalni granularmi - jadro )
VYVOj endoplazmatické Golgiho
, retikulum komplex euchromatické proliferace
mlady jadro
rostouci syntéza a
organismus vyrazné sekrece
) i endoplazmatické slozek
atheroskleréza, \ retikulum a Golgiho mezibunééne
?é’é?gr'{ apod. fibronektinovy aktinova komplex hmoty
Al-Shehabieta, 0o filamenta
2016) normalni vyvoj| | atherogeneze
KONTRAKTILNi FENOTYP
aktinova
fil t
DAL= heterochromatické kontrakce
jadro v odpovédi
L na chemické
dospély hojna aktinova a mechanické
OIyansMmus a myosinova stimuly
filamenta
jadro
integriny

Obr 1. Schematicky prehled zikladnich rozdili mezi fenotypy hladkych svalovych
bunék (upraveno podle Thyber et al., 1990).
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Hladké svalové builky se vyznacuji Sirokou hysterezni smyckou, tzn. velkou ztratu energie
v cyklu zatizeni a uvolnéni, modulem pruznosti v tahu v rozmezi 15-25 kPa a vyraznou
relaxaci tzn., ze kudrZzeni konstantni deformace v Case je potfeba stale nizs$i energie
(Slazansky, 2014). Zvysena elasticka tuhost hladkych svalovych bunék mutze vést ke

zvySeni celkové tuhosti aortalni nebo tepenné stény u hypertenze (Sehgel et al., 2013).

2.1.2 Mezibunééna hmota

Vléknitou slozku mezibunééné hmoty 1 jeji zakladni (amorfni) hmotu produkuji

hladké svalové buiky pfitomné ve sténé elastickych tepen (Shadwick, 1999).

Elastin, stejn¢ jako kolagen, je protein bohaty na prolin a glycin. Na rozdil od
kolagenu je chudy na hydroxyprolin a zcela chybi hydroxylysin. Ndhodnéd distribuce
glycinu a vyssi zastoupeni hydrofobnich aminokyselin zptsobuje hydrofobni vlastnosti
elastinu a umoznuje jeho nahodné vinuti. Elastin rovnéz obsahuje dvé aminokyseliny,
desmosin a isodesmosin, typické pravé pro elastin, jez jsou zodpovédné za pricné
kovalentni vazby, tzv. cross-link, mezi molekulami elastinu (Ross and Pawlina, 2016).
Polymerni fetézce aminokyselin jsou vii¢i sobé pohyblivé mimo mist vyskytu kovalentnich
vazeb. U elastickych tepen je elastin pfitomny pfedev§im v tunica media ve formé
fenestrovanych lamel, mezi nimiz se nachazi hladké svalové buiiky a kolagenni vlakna.
V tzv. lameldrni jednotce se stiidaji elastickd lamela-hladkd svalova builka-elasticka
lamela-kolagenni vlakna (Clark and Glagov, 1985). Tyto lamelarni jednotky na sebe pfimo
navazuji. Pocet a tloustka lamel je zavisld na veéku jedince. Pfi narozeni aorta témet
postrada lamely, u dospélého c¢lovéka jich vzestupna hrudni aorta obsahuje 40 az 70.
Tloustka a pocet lamel vzrista u pacientii s hypertenzi (Ross and Pawlina, 2016). Mnozstvi
elastickych lamel v medii klesd smérem od vzestupné aorty po bifurkaci aorty (Braunwald
and Bonow, 2012). Pocet elastickych lamel v aorté roste s télesnou velikosti daného
zivo¢iSného druhu (Shadwick, 1999). Spojovacimi pasy mezi kolagennimi a elastickymi
vlakny je zajiSténa pevnost. Lamelarni uspofadani rozd€luje zatizeni rovnomérné pies sténu
a vyhlazuje cyklické tlakové viny pfi srdecni kontrakei (Mills, 2012). Elastin omezuje
bujeni, rast a migraci hladkych svalovych bun¢k (Xu and Shi, 2014), udrzuje je
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v kontraktilnim fenotypu (Yamamoto et al., 1993). S pfibyvajicim vékem ubyva pomér
elastinu ve stén¢ elastickych cév a mirn¢ se snizuje obsah desmosinu a isodesmosinu.
S vékem se také zvySuje obsah histidinoalaninu, ktery zptsobuje zesitovani kolagenu
a elastinu a tim padem ztratu pruznosti (Tsamis et al., 2013). Poloc¢as rozpadu elastinu je
40 let (Xu and Shi, 2014) mize byt vSak urychlen v ptfitomnosti zanétu, kdy jsou
uvolnovany elastazy z makrofagli a neutrofild. Aortdlni vydut (aneurysma) je stav
charakteristicky degradaci elastinu, ztratou hladkych svalovych bunék a zvySenym
mnozstvim kolagennich vldken ve sténé¢ aorty (Chow et al., 2013). Degenerace elastinu
s vékem zplsobuje zvyseni rigidity. To se projevuje zvySenim rychlosti pulzni viny, kterou
se méfi tuhost velkych tepen. Elastin je z mechanického hlediska velice poddajny, ma

roztaznost az 70 % a modul pruznosti v tahu ptiblizn¢ 70 kPa (Slazansky, 2014)

Kolagen je tvofen tfemi polypeptidy, zndmymi jako a-fetézce, tvoficimi
pravoto¢ivou trojSroubovici. Kazdd tfeti aminokyselina v fetézci je glycin (Gly).
Hydroxylysin (HLys) a hydroxyprolin (HPro) opakované ptedchazi glycinu v fetézci.
Prolin (Pro) naopak casto v fetézci nasleduje za glycinem. V o-fetézcich jsou tedy
dominantni nasledujici uspofddani aminokyselin Gly-Pro-X nebo Gly-X-HPro/HLys
(Szpak, 2011). Tato posloupnost je nezbytna pro soudrznost trojsSroubovice tropokolagenu.
Dosud je popsano ptiblizné 29 typt kolagenu lisicich se typem svych fetézcti a chemickymi
a fyzikdlnimi vlastnostmi (Ross and Pawlina, 2016). V elastickych tepnach lze nalézt
kolagen ve formé vldken ve vSech tfech vrstvach jejich stén, 80-90 % kolagenu tvofi
kolagen typu I a III (Berillis, 2013). Smér kolagennich vlaken v tunica media aorty je spiSe
cirkularni nez podélny. Orientace jader hladkych svalovych bunék vzajemné koreluje
s orientaci kolagennich vldken (Horny et al., 2010). Kolagen typu IV a V se nachazi
v bazalni lamin€¢ endotelovych a hladkych svalovych bunék (Berillis, 2013). Pfitomnost
kolagenu typu III ve stén€ aorty zvysuje flexibilitu kolagennich fibril (Silver et al., 2001).
Kolagen typu III je formovan do tenkych vlaken a ma vétvenou strukturu oproti kolagenu
typu 1, jez tvofi silna kolagenni vldkna. S pfibyvajicim vékem mnozstvi kolagenu a elastinu
v aorté kles4d. Naopak se po 45. roce Zivota zvysila jejich koncentrace. To naznacuje jeste
veétsi ztratu jiné sloZzky mezibunééné hmoty (Cattell et al., 1996). ZvySena rigidita plicnice
je pripisovana spiSe zvySenému mnozstvim kolagenu nez jeho zesitovani (Wang and

Chesler, 2012). Vysoka exprese lysyl oxidazy zvySuje zesitovani kolagenu a tuhost
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kolagenu. Transformujici rastovy faktor-f se podili na ukladani kolagenu prostfednictvim
stimulace syntézy mezibunécné hmoty a snizeni degradace kolagenu (Xu and Shi, 2014).
Kolagen typu I podporuje piechod fenotypu hladkych svalovych bun¢k ve prospéch
syntetického fenotypu (Yamamoto et al., 1993). Kolagenni vlakna jsou nejtuzsi soucasti
cévni stény, jejich taznost se pohybuje v rozmezi 2-4 % amodul pruznosti v tahu

v jednotkach GPa (Slazansky, 2014).

SuSina aorty obsahuje 20 9% hladkosvalovych proteini a 60 % kolagennich
a elastickych vlaken, pficemz vice elastickych vldken je v hrudni aorté a v bfiSni aorté
prevlada kolagen (Silver et al., 2001). U praseci aorty je stejny trend jako u lidské aorty
(Tonar et al., 2015a).

Proteoglykany ptedstavuji fadu geneticky vzajemné nepiibuznych rodin proteini,
kter¢ maji kovalentné pfipojené glykosaminoglykanové fetézce. Nejvice zastoupené
proteoglykany v cévni sténé¢ mohou byt rozdéleny na velké proteoglykany, tvorici objemné
agregaty interakci s kyselinou hyaluronovou, a na malé proteoglykany bohaté na leucin.
Versican je nejvétsi proteoglykan, jez se nachazi v tunica intima a media. Versican
vyvolava bunééné adheze, podporuje bujeni, rist a migraci bunék. Malé proteoglykany
bohaté na leucin neinteraguji s kyselinou hyaluronovou, ale misto toho vazou molekuly
mezibunééné hmoty jako je kolagen, elastin a fibronektin (Wagenseil and Mecham, 2009).
Mezi takové glykoproteiny patii decorin, ktery se vaZze nekovalentné na povrch vlaknitého
kolagenu typu I (Scott and Orford, 1981), a zpomaluje rychlost a stupen fibrilogeneze
kolagenu (Vogel and Trotter, 1987). Glykosaminoglykanovy fetézec decorinu prochazi
pficné od sousednich kolagenovych vldken, ¢imz udrZuje interfibrilarni mezery (Scott,
1988). Koordinovand exprese decorinu a kolagenli je dlleZitd pro fadné usporadani
mezibunééné hmoty (Danielson et al., 1997). Decorin rovnéz reguluje tvorbu Sroubovitych
vlaken kolagenu typu III, které jsou charakteristické pro normalni elastickou mezibuné¢nou
hmotu (Thieszen and Rosenquist, 1995). S ptibyvajicim vékem piibyva decorinu a elastaz,
coz negativné ovliviuje elastickd vlakna (Fornieri et al., 1999). Mimo jiné decorin vaze
hydroxyapatit a podporuje tak kalcifikaci intimy (Fischer, 2004), k niz dochéazi s v€kem
nebo napf. pfi hyperkalcémii. Dal$imi malymi proteoglykany bohatymi na leucin jsou

lumican a biglycan, které rovnéz reguluji fibrilogenezi kolagenu (Wagenseil and Mecham,
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2009). Proteoglykany jsou hlavni objemovou slozkou tunica intima tepen, vypliuji

ptiblizné 60 % (Camejo et al., 1998).

Glykosaminoglykany (GAG) jsou silné hydrofilni, tuhé, nevétvené
polysacharidové fetézce, které nejsou schopné se svinout do kompaktnich struktur jako
polypeptidické fetézce. Glykosaminoglykany maji tendenci tvofit rozvinuté struktury
a zaujimat tak v porovndni s jejich hmotnosti velky objem. Proto jsou schopné i pfi nizkych
koncentracich tvofit propustné hydratované gely a zajist'ovat tak mechanickou oporu tkané.
Glykosaminoglykany tvoii 2-5 % suSiny elastickych tepen a vyznamné pfispivaji
k morfogenezi, homeostdze a patogenezi tepen. Ve sténé tepen nachazime piedevsim,
kyselinu ~ hyaluronovou,  heparansulfat, = chondroitinsulfat a  dermatansulfat.
Chondroitinsulfat (CS), resp. versican a biglycan, ve kterych je navazan, inhibuje

elastogenezi (Hwang et al., 2008).

Glykoproteiny, jako je multiadhesivni fibronektin, podporuji bunéénou adhezi,
proliferaci, migraci a diferenciaci bun¢k mezibunécné hmoty. Fibronektin je produkovan
riznymi typy buné€k, pfedevSim fibroblasty, ale také hladkymi svalovymi buitkami
a myofibroblasty. Fibronektin méni primérné napéti a modul pruznosti cévy, sdruzuje se
s vaskularnimi hladkymi svalovymi bufikami a skrz integrinové receptory umoziuje
detekci a reakci na mechanické sily (Xu and Shi, 2014). DalSimi glykoproteiny
produkovanymi endotelovymi bunikami jsou von Willebrandliv faktor a P-selektin. Jsou
skladovany uvnitt téchto bun¢k v tzv. Weibel-Paladeovych ¢asticich. Von Willebrandiv
faktor ptispiva predevsim k adhezi a agregaci krevnich desticek v misté poranéni cév a nese
koagulaéni faktor VIII (Lenting et al., 2015). P-selektin napoméha adhezi leukocyti na
endotelidlni bunky a migraci leukocytl z krevniho feciSt€ do mista zdnétu v pojivové tkani
(McEver, 2015). Perlekan je dalsi glykoprotein vyskytujici se ve sténé cév, kde pfispiva
k pevnosti stény. Perlekan spolu s kolagenem typu IV a lamininem omezuje rist hladkych
svalovych bunék a zvySuje jejich kontraktilni genovou expresi, redukuje zanétlivou
genetickou expresi, redukuje absorpci lipoproteinu o nizké hustoté¢ (LDL) a inhibuje
kalcifikaci mezibunééné hmoty (Xu and Shi, 2014). Fibrilin-1 je glykoprotein vyskytujici
se ve form¢ jemnych mikrofibril. Tyto mikrofibrily slouzi jako leSeni pifi vystavbé
elastickych vlaken, elastogenezi. Vysledkem nepfitomnosti fibrilinu-1 béhem elastogeneze

je tvorba elastickych lamel, pfitomnych v elastickych tepnach (Ross and Pawlina, 2016).
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Elastin microfibril interface located protein (EMILIN-1) je dalsi glykoprotein asociovany
s elastickymi mikrofibrilami. Stejn¢ jako fibrilin-1 je dulezity pro spravnou elastogenezi.
Mysi postradajici gen pro EMILIN-1 trpély hypertenzi a jejich tepny mély nepravidelné

elastické lamely, mensi prumér a silnéjsi sténu (Wagenseil and Mecham, 2009).

2.2 Vyvoj aorty

Prvni cévy se vyviji ve stén¢ zloutkového vacku a ductus omphaloentericus jiz od konce
2. tydne. Vaskulogenezi oznacujeme vznik primitivni krevni cévy de novo v mezenchymu
z tzv. krevnich ostrivki. Bunky ostravki se diferencuji v povrchové angioblasty a uvnitt
uloZzené hemocytoblasty. Hemocytoblasty davaji vznik primitivnim embryonalnim
krvinkdm. Angioblasty se protahuji do délky a méni v buiikky endotelu. Tvorba cév z jiz

zalozenych cév je oznacovana jako angiogeneze (Vacek, 2006).

Prisvit cév se vyviji extracelularné¢ mezi sousednimi endotelovymi buiikami.
Endotelové buiiky se vzajemné spojuji. K ureni jejich lumindlniho bunééného povrchu
prispivaji  moesin, CD34-sialomucin (¢len rodiny prichodovych sialomucinovych
proteinll), F-aktin a nekontraktilni myosin II, jeZ se nachdzi v mezibunééném kontaktu.
Vysledné zmény ve tvaru endotelovych bunék vedou k tvorbé prisvitu. Mistni exprese
vaskularnich endotelovych kadherinii je nezbytna k lokalizaci CD34-sialomucinii na
kontaktu endotelidlnich bunék, coz je ptedpoklad pro zapojeni moesinu a F-aktinu. Dal§im
faktorem pro interakci F-aktinu a nekontraktilntho myosinu II a ke zméné tvaru

endotelidlnich buné¢k je vaskularni endotelovy riistovy faktor-A (Strili¢ et al., 2009).

Brzy po vzniku zakladl cév ve sténé Zloutkového vacku za¢nou vznikat krevni
ostrivky v mezenchymu choria, stvolu a vlastnim téle zarodku (Vacek, 2006). Krevni
ostrivky jsou zpocatku vziajemné oddélené. Pozdé€ji pupeny povrchového endotelu
prostupuji do okoli, az se postupné spoji v souvislou sit. Z této sit€¢ se postupné vytvaii
tepny a Zily pod vlivem hemodynamickych a genetickych faktord a vznika tak primitivni
krevni ob&h. Tento obé¢h je tvofen z primitivniho obéhu embryonélniho a ze dvou obé&hi
extraembryonalnich (vitelinni a umbilikalni) (Kapeller and PospiSilova, 1991). Primitivni

ob¢h embryondlni je sloZzen z primitivni srde¢ni trubice, ze které kranidln€¢ vybiha truncus
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arteriosus a do niz kaudalné vtékaji tfi zily. Truncus arteriosus se behem 4. tydne
rozvétvuje v Sest pard aortdlnich obloukl, které probihaji v jednotlivych Zabernich
obloucich a dorzaln¢ se spojuji ve dvé dorzalni sestupné aorty, pravostrannou
a levostrannou. Z téch pozd¢ji vyrtstaji do télni stény parietalni a visceralni vétve. Obé
dorzélni aorty zahy splynou v jediny kmen sestupné aorty a nize biisSni aorty (Vacek, 2006).
V prubéhu dalsiho vyvoje je vytokovy trakt srdce rozd€len na ventrdlni aortu a truncus
pulmonalis (Sadler, 2011). U 3., 4. a 6. aortalniho oblouku se prava a leva strana vyviji
asymetricky. U savcl se 4. aortdlni oblouk na levé stran¢ zvétSuje na tkor pravého.
Levostranny 4. aortalni oblouk davéa vzniknout oblouku aorty a z levé primitivni vzestupné
aorty vznika vzestupnd aorta (Vacek, 2006). Ze 6. aortalniho oblouku se vyviji arteria

pulmonalis dextra a sinistra a ductus arteriosus (Sadler, 2011).

Histogeneze aorty savcl vychazi z indiferentniho stddia, ve kterém je sténa tvotfena
pouze endotelem (u ¢loveéka do 5. tydne). Kolem endotelu se postupné soustred’uji dalsi
mezenchymalni buniky, které se dale diferencuji ve fibroblasty a myoblasty. Diferenciace
stény je doprovazena piibyvanim kolagennich vléken a elastickych membran. Od 4. mésice
Ize rozlisit zaklad tfi vrstev — tunica intima, media a adventitia (Kocova and Tesar, 1979).
Vyvoj jednotlivych elementd cévni stény je studovan jak u ¢lovéka (Horka and Pohunkova,
1990; Kolpakov et al., 1993; Sosa-Melgarejo and Berry, 1995), tak i u jinych savci, napf.
u mysi (Strili¢ et al., 2009), ale 1 bezobratlych (Kucera et al., 2009).

2.3 SlozZeni aortalni a pulmonalni chlopné

Aortalni a pulmonalni chlopné jsou tvofeny tfemi cipy, které jsou ukotveny v prstenci
vazivové tkané (anulus aorticus/ anulus trunci pulmonalis). Cipy chlopni maji polomésicity
tvar a jsou obvykle tenc¢i nez 1 mm (Hinton and Yutzey, 2011). Cipy chlopni jsou pokryté
endotelem a jejich vazivovy skelet se sklada ze dvou vrstev: z husté¢ho vaziva — lamina
fibrosa, a z vrstvy fidkého vaziva — lamina spongiosa (Liillmann-Rauch, 2012). Tento
skelet obsahuje bunky pojivové tkané (fibroblasty, fibrocyty) a mezibunécnou hmotu,
predevsim kolagenni a elasticka vldkna a proteoglykany (Hopkins, 2005). Kolagen je
hlavni slozkou mezibunééné hmoty chlopni a tvoii piiblizné 50 % z celkové suché

hmotnosti, elastin tvofi 13 % (Bashey et al., 1967). Cipy chlopni jsou pasivnimi prvky,
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které se rychle oteviraji a zaviraji v zavislosti na pritoku krve. Kolagenni a elasticka vldkna
jsou zvinéna, kdyz je tkan uvolnénd a narovnaji se jiz pii nizkych sildch, coz umoznuje
velké rozsifeni tkdn¢€ pti nizkém napéti (Weinberg et al., 2010). Buchananova studie
naznacuje, ze jednotlivé vrstvy cipti aortalni chlopné jsou spojeny pficnymi kolagennimi

vlakny a pracuji jako celek (Buchanan and Sacks, 2014).

2.4 SlozZeni visceralnich vétvi aorty

K visceralnim vétvim hrudni aorty patii: praduskové vétve, jicnové vétve, osrdecnikové
vétve a mezihrudni vétve. Mezi nepdrové visceralni vétve btisni aorty fadime: dolni a horni
okruzni tepnu a bfiSni kmen, ktery se vétvi na slezinnou tepnu, levou Zalude¢ni tepnu
a spole¢nou jaterni tepnu. K parovym viscerdlnim vétvim bifiSni aorty patii: stfedni
nadledvinna tepna, ledvinna tepna, vajecnikova tepna - u Zen a arteria testicularis u muza

(Hudak et al., 2015).

Stejn¢ jako u aorty, je i1 sténa jejich vétvi clenéna na tunica intima, media
a adventitia. Tunica intima je tvofena endotelovymi bunkami a tenkou vrstvou fidkého
kolagenniho vaziva. Lamela elastica interna oddé€luje tunica intima a media. Hlavni
sloZkou tunica media jsou spiralovité uspofadané hladké svalové buiiky, tvofici piiblizné
40 vrstev. Mezi buiikami mohou byt cirkularné orientované elastické lamely, napf.
v rendlni tepné€. Velké mnozstvi zadkladni hmoty tvofi proteoglykany. Tunica adventitia je
tvofena longitudinalné a Sroubovicové uspofddanymi kolagennimi a elastickymi vlakny
a nachazi se zde nemyelizinovana nervova vldkna autonomniho nervového systému (Silver

et al., 2001).

2.5 Vybrana nemocnéni cévni stény

2.5.1 Zmény cévni stény souvisejici s vékem

Hlavni makroskopické a mikroskopické zmény aorty souvisejici s vékem jsou
excentrické nebo difuzni fibrozni zesileni intimy a fragmentace elastickych lamel

s rozSifovanim interlameldrniho prostoru ohniskovymi fibroznimi lozisky, coz vysvétluje
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oslabeni vedouci k dilataci aorty. Dal§imi zménami jsou loziska Skrobu a zesileni stény
vasa vasorum (Mills, 2012). Usazovani vapniku v tunica media velkych tepen se zvysuje
spolu s vékem a koreluje s jejich tuhosti (Xu and Shi, 2014). Akumulace vapniku v tepnach
potkanti byla doprovazena soucasnym zvySenim rychlosti pulzni viny (Dao et al., 2005).
Kalcifikace se velmi Casto vyskytuje v atheromatéznich platech, mize se vyskytovat
1 v prakticky normalni intim¢ (Mills, 2012). Elastické tepny jsou v axidlnim sméru vyrazné
predepnuté. Tato vlastnost minimalizuje axidlni deformace béhem tlakového cyklu. Zmény
v biomechanice tepen vyvolané stdrnutim se mimo jiné projevuji vyraznym poklesem
predpéti (Horny et al., 2014b), na tom se nejvice podili degradace elastinu (Slazansky,

2014).

Cystickd medidlni degenerace je onemocnéni charakteristick¢é fragmentaci
elastickych lamel a ubytkem jejich schopnosti a uklddanim basofilnich hmoty v tunica
media velkych tepen. Tyto 1éze maji tvar cyst. Kiehkost aorty mize byt hlavnim divodem
vyskytu cystické medidlni degenerace. Molekularni nalezy zahrnuji apoptické markery

a transformujici ristovy faktor-f (Yuan and Jing, 2011).

Atheroskleréza je charakteristickd 1ézemi v intim¢, zvanymi atheromatozni platy,
jez vycnivaji do prisvitu cév. Tyto platy maji zluty kasovity stied z lipidl, zejména
z cholesterolu, a jsou pokryté bilou fibrozni c¢epickou. Mimo to, Ze zptisobuji mechanickou
obstrukei toku krve, mohou pfi jejich ruptuie vézt k trombotizaci. Platy také oslabuji spodni

medii, ¢imz vedou ke vzniku vyduté (Da Costa, 1990).

Pti diabetu je zvySena vaskularni syntéza proteinli mezibunééné hmoty, vcetné
kolagenu a fibronektinu. Kromé toho, diabetes je spojen s glykaci a oxidaci proteinti
a lipidd, které vedou k tvorbé konecnych produktii pokrocilé glykace (advanced glycation
end products — AGEs), které zahrnuji sitovani mezibuné€né hmoty. Zesitovani kolagenu
s AGEs c¢ini kolageny méné¢ citlivé na degradaci, coz podporuje hromadéni mezibunécné

hmoty (Martinez-Lemus et al., 2009).

Vydut' hrudni aorty je onemocnéni, jehoz pfi¢ina miize byt vrozend (Marfanav
syndrom, syndrom Ehlersiv-Danlosiiv), degenerativni (cystickda medidlni degenerace),
traumaticka, zanétliva nebo mechanickd (aortalni stendza, trauma aorty). Zanétlivou

pfi¢inou mize byt napf. Takayasuova arteritis, Kawasakiho syndrom ¢i velkobunééna
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arteritida, jez mohou zpuUsobit dilataci kofene aorty, a tim zpUsobit aortdlni regurgitaci,
ktera vyzaduje nahradu chlopné. Atherosklerotickd 1éze miize penetrovat do aortalni stény

a vytvorit vydut, disekci nebo rupturu aorty (Piler and Fila, 2008).

Jeden z mechanismi disekce aorty zahrnuje trhlinu v intimé a patologicky
zménénou medii, jez zpusobi podélné roztrzeni medie. Vznika pii ném faleSny prisvit
a intimdlni list. Druhy mechanismus spociva v ruptufe vasa vasorum uvnitt medie, kde
vznikne intramurdlni hematom, ktery sekundarné podléha ruptuie. Piiciny vzniku disekce

aorty jsou obdobné jako u vzniku vyduté aorty (Vejvoda et al., 2005).

Nédory elastickych cév jsou vzacné onemocnéni a rozdélujeme je na primdrni
a sekundarni. Primarni nadory déle rozliSujeme na nasténné (v adventitii nebo medii),
sarkomy (intralumindlni) a smiSené (celd cévni sténa). Sarkomy ptedstavuji 60 %,
nejcastéj$i manifestaci je embolie tepen mozku, dolnich koncetin nebo visceralnich tepen
(Krska et al., 2014). Sarkomy jsou odvozené z endothelidlnich bun¢k, bunék intimy nebo
z hladkych svalovych bun¢k (Silver et al., 2001). Sekundarni nédory jsou cast&jSi nez

primdrni. Nejcastéji se jedna o nador plic, jicnu nebo thymu (Krska et al., 2014).

2.5.2 Vybrané vyvojové vady

2.5.2.1 Metabolicka onemocnéni

Marfanliv syndrom je zptsoben mutaci genu kodujiciho fibrilin-1, Gcastniciho se tvorby
mikrofibril elastinu, resp. elastickych vldken. Ta jsou rozsifena po celém téle. Projevy
Marfanova syndromu jsou neobvykle vysoky vzrist, dlouhé koncetiny a prsty
a oboustrannd dislokace ¢oCky oka z normalni polohy (ectopia lentis) (Da Costa, 1990).
Ke kardiovaskularnim projeviim tohoto onemocnéni patii prolaps mitralni chlopné, dilatace

aorty a plicnice a disekce aorty (Silver et al., 2001).

Onemocnéni zvané osteogenesis imperfecta je autozomalné dominantné dédicna
porucha kvality a kvantity kolagenu typu I, pfi které je nejmensi aminokyselina glycin
nahrazena jinymi vétSimi aminokyselinami, coZz zpasobuje poruchy ve struktufe
trojSroubovice tropokolagenu. Osteogenesis imperfecta se projevuje vadnym postavenim

kloubil, deformacemi a kiehkosti kosti a poklesem svalového napéti. Mezi nejCastcjsi
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kardiovaskularni projevy patii dilatace kofene aorty, vedouci k aortdlni ¢i mitralni
regurgitaci (Gautieri et al., 2009).

Pti¢inou Ehlers-Danlosova syndromu je mutace genu kodujiciho syntézu
prokolagenu typu III. Nejzavaznéj$i kardiovaskularni komplikace se vyskytuji
u Ehlersova-Danlosova syndromu typu IV (vaskularni forma). Dochazi pfi ném

ke spontannim rupturdam velkych a stfedné velkych tepen. B¢hem téhotenstvi takto

nemocné pacientky muaze dojit k ruptuie délohy (Gandalovi¢ova, 2001).

Familiarni hypercholesterolémie je genetické onemocnéni postihujici gen pro
kédovani LDL-receptoru, ktery je soucasti transportu a metabolismu cholesterolu. Pii
tomto onemocnéni dochazi ke ztraté zpétné kontroly, resp. hladina cholesterolu je stale
zvySena, coz indukuje piedCasnou atherosklerézu a vyrazn€ zvysSuje riziko infarktu

myokardu (Da Costa, 1990).

Dalsi vzacnéj$i onemocnéni lze najit ve specializované literatufe (Karlson et al.,

1987).

2.5.2.2 Jina vyvojova onemocnéni

Koarktace aorty, neboli ziZeni aorty, se fadi mezi strukturdlni anomalie vyskytujici se
velmi Casto. Muzi touto anomalii trpi dvakrat Castéji nez zeny. Ackoliv se koarktace aorty
muze objevit jako samostatnd anomalie, je Casto spojena s bikuspidalni aortalni chlopni
(50 %), ale také se stendézou aortalni chlopné nebo mitrdlni regurgitaci. Pfi tomto
onemocnéni dochazi k pfetéZovani srdce a k nedostatecnému prokrveni dolni poloviny téla.
Nejcastéjsim projevem koarktace aorty je hypertenze. Ke zizeni aorty dochazi také v misté

anastomozy po nahradé¢ ¢asti aorty (Da Costa, 1990).

Hypertenze je podle vzniku délena na esencidlni (primarni) a sekundarni. Esencialni
hypertenze tvoti 90-95 % hypertenzi a je zpisobena poruchou jednoho nebo vice gend.
Napt. u Liddleho syndromu dochézi k abnormalitdm sodikového kandlu v distalnim tubulu
ledviny. Dusledkem této genetické poruchy je abnormalni reabsorpce sodiku s naslednou

hypokalemii a hypertenzi. Sekundarni hypertenze ma plvod v jiném onemocnéni, napf.
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akutni glomerulonefritidé, rendlni arteridlni stendze, adrenokortikdlni hyperfunkeci,

koarktaci aorty nebo rigidité aorty (Da Costa, 1990).

Dalsi vyvojova onemocnéni lze najit ve specializované literatufe (Holmes, 2012;

Sadler, 2011) v&etné jejich diagnostiky (Zizka, 1994; Hajek et al., 2000).

2.6 Vybrana onemocnéni aortalni a pulmonalni chlopné

Sten6za pulmonalni chlopné je relativné ¢astd malformace s mirnym az tézkym prubéhem.
Casto je soucasti komplexnich vrozenych srde¢nich vad. Zazeni pulmonalni chlopné vede
k tlakovému pfetiZzeni pravé komory, nasledkem toho prava komora hypertrofuje. Nékdy se

objevuje poststenoticka dilatace plicnice (Da Costa, 1990).

Stenodza aortalni chlopné je druhym nejcastéjsim onemocnénim chlopni u dospélych
v USA (Rader et al., 2015). Pfi valvularni aortdlni sten6ze mohou byt cipy chlopné
hypoplastické (mal¢), dysplastické (tlusté) nebo jich miize byt abnormélni pocet. Zadvazna
vrozena aortalni stendza, kdy dojde k obstrukci vytoku z levé komory, vede k hypoplazii
levé komory a vzestupné aorty. Subaortalni stendza je zptisobena tlustym prstencem nebo
limcem husté fibrozni tkan€ pod urovni pulmonalni chlopné (Da Costa, 1990). Subaortalni

stendza vede k hypertrofii levé komory (Rader et al., 2015).

Bikuspidalni aortalni chlopeni je onemocnéni s autozomalné dominantni dédicnosti,
postihujici 1-2 % populace a mize byt spojena s abnormalitami stény aorty jako je
koarktace ¢i disekce aorty nebo vydut’ aorty. Pfi tomto onemocnéni dochazi ve vEétsi mite
k dilataci kotfene aorty nez u zdravé populace (Braverman et al., 2005). Dilatace kotene
aorty ma u nemocnych s bikuspidalni aortalni chlopni progresivni charakter a pokracuje
1 po nédhrad¢ aortalni chlopné. S progresi dilatace vzestupné aorty roste i riziko jeji disekce
nebo ruptury. Hlavnim podkladem pro dilataci je zméné€na kvalita stény aorty
a pravdépodobné 1 mechanické naméhani aortalni stény pfi asymetrickém a turbulentnim

toku (Brtko et al., 2011).

Aortalni insuficience je onemocnéni, pti kterém nedostatecny kontakt cipt aortalni
chlopné vede ke zpétnému toku krve z aorty zpét do srdce. Miize mit pfi¢inu ve vlastni

aortalni chlopni nebo mize byt zpisobena dilataci kofene aorty nebo dilataci vazivového
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prstence, ve kterém jsou cipy chlopné ukotveny. Aortdlni insuficience mize vzniknout
nahle, napft. pii infek¢ni endokarditid¢, nebo se vyvijet delsi dobu, napt. pfi hypertenzi (Da

Costa, 1990).

Dalsi onemocnéni aortalnich a pulmonalnich chlopni lze najit ve specializované

literatute (Silver et al., 2001).

2.7 Histologicka analyza elastickych tepen

Pii charakterizaci biologickych materidlti lze s vyhodou kombinovat testy mechanicke,
biochemické a histologické. Kazd4d ztéchto technik ma své nezastupitelné misto.
Biochemicka analyza muize poskytnout pfesné hodnoty zastoupeni jednotlivych slozek
v materialu, ale béhem homogenizace je ztracena informace o vzajemném rozmisténi téchto
slozek. Histologie poskytuje informace o morfologické strance, architektonice tkang, tvorbé
mezibunééné hmoty, vaskularizaci, zanétlivé reakci a také informaci o kvantitativnim
zastoupeni jednotlivych slozek ve tkani. K tomu, aby prohlizeni fezli tkani poskytlo
pozadovanou odpovéd, je tfeba zvolit spravny postup zpracovani vzorkl (zaliti preparatu,
barveni tkanovych fezli). Nejbézn¢jsi metodou, jak meékkou tkan ptipravit na krajeni
tenkych fez, je zaliti chemicky fixované tkané¢ do parafinového blocku. Vyuziva se pii tom
parafinu o teploté 56°C. Alternativné lze obejit parafinovy proces zmrazenim na cca — 25°C

a poridit fezy na zmrazovacim mikrotomu (Kubikova et al., 2015).

Casti bunék a organil na sebe vazou riizna barviva, diky tomu jsme pak schopni
v mikroskopu odlisit jednotlivé bunky a tkdné pii vhodné zvolené metodice barveni.
Ke specifickému pritkazu antigent proteinové povahy vyuzivame jeho reakce s protilatkou.
Tabulka 1 a 2 shrnuji pfehledné barvici metody a bézné vyuzivané metody afinitni

histochemie vyuzitelné v histologii pro hodnoceni slozeni organii (Kubikova et al., 2015).
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Tabulka 1. Pfehledné barveni s priklady pouZziti.

barveni a citace jeho aplikace

prikaz sloZek cévni stény

hematoxylin-eosin

(Aguirre-Sanceledonio et al., 2003; Leeuwenburgh et

vazivo, svalovina, buné¢na

jadra
al., 2003; Tonar et al., 2015a,b)
orcein
(Tonar et al., 2015a; Kubikova et al., 2017a; Taborsky  elastin
etal., 2017)
pikrosiriova Cerven kolagen typu I a III

(Flues et al., 2012; Tonar et al., 2015a; Kubikova et al.,
2017a)

(v polariza¢nim svétle

rozlisime oba typy)

Verhoeffiv hematoxylin a zeleny trichrom

(Kocova, 1970; Tonar et al., 2016; Kubikova et al.,
2017a; Taborsky et al., 2017)

elastin, kolagen, svalovina

von Kossa

(Gauthier-Bastien et al., 2014; Kubikova et al., 2017a)

kalcifikace

alcian blue + PAS (Periodic Acid Schiff)
(Tanios et al., 2015; Mattson et al., 2017)

kyselé a neutralni
glykosaminoglykany (GAG),
glykogen, proteoglykany
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Tabulka 2. Imunohistochemické metody s priklady pouZiti.

protilatky a citace jejich aplikace prikaz sloZek cévni stény
proti-a-hladkosvalovému aktinu hladké svalové bunky (marker
(Nedorost et al., 2013; Tonar et al., 2015a; Kubikova et kontraktilniho fenotypu)

al., 2017)

proti-desminu hladké svalové bunky (marker

(Tonar et al., 2015a) kontraktilniho fenotypu)

proti-vimentinu hladké svalové bunky (marker
syntetického fenotypu) a dal$i bunky

(Tonar et al., 2015a) mezenchymového ptivodu

proti-chondroitinsulfatu chondroitinsulfat (glykosaminoglykan)

(Kubikova et al., 2017b)

proti-von Willebrandovu faktoru endotelialni buiiky

(Tonar et al., 2012, 2016; Taborsky et al., 2017)

proti-neurofilamentovému proteinu periferni nervy

(Nedorost et al., 2013; Taborsky et al., 2017)

Ukolem histologa pii hodnoceni sloZeni organii neni pouze vybrat spravnou metodu
barveni, kterd mu pomiiZze jednotlivé typy tkani od sebe odlisit, ale také techniku
hodnoceni. Jednou z moznosti jsou skorovaci systémy, v nichZ jsou vySetfované parametry
(napf. bunéfnd morfologie, pravidelnost povrchu, strukturdlni integrita, tloustka,
pfitomnost degenerativnich zmén aj.) (Kubikovd et al., 2015) klasifikovany pomoci
semikvantitativni bodovaci $kdly (Téborsky et al., 2017). Vyhodou tohoto postupu je
relativni robustnost §kal a tudiZ moZnost pracovat s heterogennim materialem a zhodnotit
fadu vlastnosti do celkové pozice na stupnici, jejimz jednotlivym parametrim muze byt
pfifazovana rizna véha dle jejich biologické dileZitosti. Na druhou stranu se do vysledkil
zna¢n€ promitaji zkuSenosti hodnotitele, coz mlize negativné ovlivnit reprodukovatelnost
vysledkii. Skoérovaci systém je robustni metoda, tzn., ze 1 pfi malé zméné parametrii
poskytuje metoda potad spravné a presné vysledky. Robustnost skorovacich systémui se

muze projevit i jako jejich slabina, protoze nadprimérné dobré skore v nékterych
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parametrech mize byt kompenzovano podprimérnymi vysledky v parametrech jinych
a v celkovém potfadi mohou skoncit vzorky s naprosto odlisSnym biologickym chovanim
blizko sebe (Kubikova et al., 2015). Odlisnou strategii je proto kvantifikace slozeni tkané
pomoci jednotlivych spojitych proménnych, které popisuji napf. poCet bunck
v jednotkovém objemu, délky cév ¢i vldknitych struktur mezibunécné hmoty, plochy
povrchli, plosné a objemové podily slozek tkané, shlukovani a kolokalizaci
mikroskopickych objekt. V soucasnosti je pro vyzkumné ucely k dispozici fada technik
analyzy obrazu, ktera vétSinou vychdzi z automatické ¢i poloautomatické segmentace
obrazu pomoci prahovani v barevnych prostorech, event. miize kombinovat vice kritérii pro
automatické odliseni tkanovych komponent (napt. kritéria zalozend na analyze kontrastu
atvarovych charakteristikach). Automatizované metody obrazové analyzy jsou schopny
zpracovat velké objemy dat, vyzaduji vSak vysokou homogenitu vstupnich obrazovych dat.
Ta nebyva i1 pfes peclivou laboratorni praci v histologii vzdy dosazitelnd a spolu
s ptitomnosti artefaktt (prachové ¢astecky, precipitaty barviva, mikrotrhliny ve vzorcich)
zvySuje riziko jak chyby 1. druhu (nadhodnoceni vysledkii kvili falesné pozitivite€), tak
chyby 2. druhu (podhodnoceni kvilli faleSné negativité) (Kubikova et al., 2015). Proto
v fad¢ aplikaci kvantitativni mikroskopie dominuji postupy stereologie, s jejiz pomoci
muzeme ziskat informace o trojrozmérném objektu z méfeni provedenych na
dvourozmérnych rovinnych fezech (Mouton, 2002; Kochova et al., 2013). Na rozdil od
prahovacich postupil vyuzivanych v analyze obrazu je stereologicky pfistup zaloZen na
efektivnim vyuziti stochastické geometrie, kdy jednotlivé charakteristiky vzorku jsou
statisticky vypocitavany z interakce hodnocenych preparati s geometricky definovanymi
testovacimi miizkami, obr. 2. Zapocitanych udélosti (prisecikl) musi byt dostate¢ny pocet,
obvykle vice nez 150 (Gundersen and Jensen, 1987), pfi¢emz o kazdém z nich se hodnotitel
rozhoduje nezdvisle na ostatnich. Vedle vlastniho hodnoceni mikroskopickych objekti je
nezbytné¢ nutné zachovat na vSech urovnich, kdy dochazi kredukci materidlu,
nevychylenou strategii vzorkovani. Typickym piikladem je systematicky nahodny sbér
tkanovych blockd pro histologii z celého organu, dale vybér histologickych ezl
k hodnoceni avybér mikroskopickych zornych poli pii zvétSeni potfebném pro
jednozna¢nou identifikaci mikrostruktur (Kubikova et al., 2015). Zachovani strategie

systematického nestranného nahodného vybéru (Mouton, 2002) vede pak k vyznamné
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redukci variability kvantitativnich dat. Rovnéz je kvantifikovdna vzorkovaci chyba,
nejcasteji pomoci koeficientu chyby (CE - coefficient of error), at’ uz na trovni rozdila
mezi sousednimi fezy ¢i zornymi poli v mikroskopu. Ptiklady interpretace takto ziskanych
kvantitativnich parametr jednotlivych tkanovych komponent podava tabulka 3. Vztahy
mezi hodnotou kvantitativniho parametru a jeho interpretaci nemaji mnohdy charakter

piimé zéavislosti nebo piimé linearni zavislosti.
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Obr 2. Bodova testovaci miiZzka pro odhad ploSného podilu elastickych vliken
ve sténé aorty.
Mikrofotografie znazoriiuje Cerna elastickd vldkna a zelena kolagenni vlakna v tunica

media aorty. Bodova testovaci miizka (Cervené kiizky) je pfilozena na mikrofotografii
a zluté kiizky znazornuji interakci elastickych vlaken spolu s testovaci miizkou o znamych
rozmérech, danymi miizkovou konstantou a, coz je plocha pfislusejici jednomu
testovacimu bodu.
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Tabulka 3. Parametry kvantitativni analyzy vzorku a interpretace jejich biologického

vyznamu.
tkanova kvantitativni parametr
komponenta mozZné biologicka interpretace (rozmér veli¢iny)
vysoky podil zralych vlaken kolagenu typu I
kolagen I prispiva k mechanické odolnosti tkan€, ale také ke plosny podil ve tkani (-)
zvySeni tuhosti tkané (Tanios et al., 2015)
vysoky podil vlaken elastinu ptispiva k pruznosti L . o
elastin . plosny podil ve tkani (-)
tkané (Fung, 1993; Holzapfel and Ogden, 2006)
vysoky podil kalcifikace ptispiva ke zvyseni
kalcifikace Y ky pv ] .p P , v plosny podil ve tkani (-)
tuhosti stény cév (Gauthier-Bastien et al., 2014)
vysoky podil syntetickych hladkych svalovych
bunék ptispiva k vetsi tvorbé slozek
vimentin mezibunécné hmoty, coz mize vést ke zvyseni plosny podil ve tkani (-)

tuhosti tkan€ a k rozvoji atherosklerozy
(Lorentzen et al., 2016)

von Willebranduv
faktor

vysoka hustota vasa vasorum koreluje s tloustkou
stény aorty a s plosnym podilem elastinu v aorté
(Tonar et al., 2016)

plo$na mikrovazalni

hustota (mm™)

numericka hustota
mikrocév (mm™)

délkova hustota (mm'z)

neutrofilni L . o _ , -
vysoky pocet zanétlivych bunék se podili na plosny podil ve tkani (-)
granulocyty; . ., . . . .
Ivmfocvt imunitni odpovédi organismu, napt. pii aortitis numericka hustota
mfocyty;
YIROeYLys (Saddoughi et al., 2017) bungk (mm>)
makrofagy
nizké mnozstvi proteoglykanti miize vést
proteoglykany k destabilizaci vyduté aorty a zvysit riziko jejiho plosny podil ve tkani (-)

prasknuti (Tanios et al., 2015)

Numericka a délkova hustota jsou trojrozmérné parametry, k jejichz stanoveni jsou nutné

silné fezy vzorkem nebo série pfesné registrovanych fezli fyzickych, coz je mozné u tkéni,
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které jdou dobte krajet (napf. centralni nervovy systém, svalovina). Naproti tomu u vzorki
fragilnich ¢i vzorkll heterogenniho slozeni (naptf. vysoce porézni vzorky, blocky
s kombinaci mekkych a tvrdych tkéni) nelze obvykle silné fezy ziskat bez deformaci, trhlin
a jinych artefakti znemoziujicich trojrozmérné hodnoceni. Za silny fez v tomto vyznamu
povazujeme takovy, jehoz tloustka je ndsobkem maximalniho rozméru stanovované
struktury ve sméru kolmém na rovinu fezu, tj. napt. trojrozmérné hodnoceni mikrocév
o pruméru 7-10 um vyzaduje fezy o tloust’ce cca 20 um. Cévni segment je definovan jako

usek mezi dvéma uzlovymi body cévniho stromu (Lekkegaard et al., 2001).

2.8 Mechanické testovani elastickych tepen

Nejcastéjsi mechanicky test je jednoosd zkouska tahem, obr. 3. Materidl je zatézovan
postupné meénici se silou v jednom zvoleném sméru. Zatizeni vede k prodlouzeni neboli

deformaci ve sméru zatizeni, které ptisobi kolmo k prufezu vzorku.

Al

Obr. 3. Schéma zatéZovani materidlu pri jednoosé zkousce tahem (Kubikova et al.,
2016).

F je sila zatiZeni, 4, je poCatecni plocha materialu na pficném pritezu, /) je pocatecni délka
materidlu, A4/ je skute¢na deformace (prodlouzeni).

Tahovym zkouskdm lze podrobit jak prouzky vyfiznuté z cévni stény (Sokolis,
2007) tak krouzky cév (Venkatasubramanian et al., 2006, 2010). Vysledkem takového
méteni je kiivka napéti-deformace (obr. 4), kde na ose x je vyneseno aplikované napéti a na

ose y deformace (prodlouzeni) materialu. Deformacni kiivka charakterizuje mez kluzu,
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pevnost v tahu, modul pruznosti, protazeni, a houzevnatost materialu (Kubikova et al.,

2016).

‘ mez

A pevnosti
) v tahu
Q.

@

e

mez
pruznosti
—

mez
Umérnosti—

prodlouzeni / deformace

pii pretrzeni
Obr. 4. Piiklad obecné krivky napéti-deformace s kritickymi body (Kubikova et al.,
2016).

Tvar kiivky napéti-deformace se 1iSi mezi materidly. U vétSiny materidla se
objevuje prvotni linearni zdvislost mezi napétim a deformaci, zatimco sklon (gradient) této
pocatecni kiivky napéti-deformace, charakterizuje modul pruznosti nebo také Younglv
modul pruznosti (E). Vysoky modul pruznosti koresponduje s vétsi tuhosti materidlu,
to znamena, ze je zapotiebi vétsiho napéti pro vytvoreni dané deformace. Linedrni vztah se
fidi Hookovym zakonem, vyjadfenym rovnici:

o=E-¢ (1)

kde o je normélové napéti [Pa], ¢ je relativni prodlouzeni (deformace) [-], £ je Younglv
modul pruznosti [Pa]. V uzavieném cyklu deformace a napéti se setkdvame se ztratami
energie, neboli s hysterezi. Je-li napéti odstranéno béhem této faze deformace, material se
vrati do svych pivodnich rozmért. Tento proces je opakovatelny, reverzibilni a nazyva se
elastickd deformace. Mez tmérnosti (proportionality limit) na kiivce napéti-deformace, je
hodnota napéti, po které se deformace materidlu jiz méni nelinearné podle aplikovaného

napéti. Cévy vykazuji viskoelastické vlastnosti jako plastové polymery, které prochazeji
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s rostoucim napé€tim druhym stupném deformace, nazvanym plastickd deformace (obr 3).
Sklon kiivky napéti-deformace se zméni v plastické fazi: vyznamné zvysSeni deformace je
spojena s malym nebo zadnym zvySenim napéti. Bod zmény se nazyva mez kluzu. Je-li
materidl uvolnén po zatizeni prekracujici mez kluzu, nevrati se do svych ptvodnich

rozmérd, a trvala plastickd deformace ztistava (Kubikova et al., 2016).

I kdyZ jsou jednoosé tahové zkousky vyhodné pro stanoveni vlastnosti selhéni
tkan€, nemusi byt nejvhodnéj$i metodikou pro posouzeni anizotropie tkané. Dvouosé
zkousky mohou byt pouzity k urCeni, zda se vlastnosti tkané 1i§i v axidlnim sméru nebo
po obvodu. Dal§i vyhodou je, ze takové vySetiovani se provadi u jednoho vzorku.
Kdybychom obdobné vysledky chtéli ziskat z jednoosych testli, museli bychom uzit dva
sousedni vzorky a zatéZovat je v navzdjem kolmém sméru (Avanzini et al., 2014).
Pii méfeni ve dvou osach jsou strany vétSinou kvadratického vzorku uspotféddany v souladu
se dvéma sméry zatizeni. Napéti se obvykle aplikuje pomoci hacka, svorek nebo pomoci
chirurgického $iti zakotveného na kazdé stran¢. Deformace se vypocita na zaklad¢é video-

sledovani posunu znacek umisténych ve stfedni oblasti vzorku (Avanzini et al., 2014).

Podil jednotlivych slozek stény cév na mechaniku celé cévy nebo jejich vrstev lze
sledovat po jejich enzymatickém odstranéni a sledovanim zmény mechanickych parametri
(Beenakker et al., 2012; Kochovéa et al., 2012). Traveni pomoci elastazy odhalilo
podkladovou kolagenovou strukturu v tunica media a snizilo tuhost tunica media podle
ocekavani, protoze elastin je jednou z jejich hlavnich slozek. Sitova struktura a mechanika
adventitie zlstala po odstranéni elastinu nezménéna. Traveni kolagendzou oslabilo obé
vrstvy — tunica media 1 adventitia. Oslabeni tunica adventitia (45nasobny pokles tuhosti)

bylo siln€jsi nez v tunica media (3ndsobny pokles) (Beenakker et al., 2012).

2.9 Aorta jako model v tkanovém inZenyrstvi

Nékteré vySe popsané degenerativni zmény postihujici velké elastické tepny, jako je
atheroskler6za, mizeme pozorovat také u stiednich a malych cév. Pfi nékterych Zivot
ohrozujicich zménach cévni stény je tieba cévu nahradit nebo ud€lat jeji bypass, aby bylo

zajisténo dostatecné zasobeni oblasti, kterou céva vyzivovala. Cilem tkanového inzenyrstvi
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je vyrobit takovou cévni nahradu nebo bypass, ktery by byl mechanicky pevny a odoléaval
krevnimu tlaku, slouzil jako leSeni pro bunky hostitele a vytvoril vhodné podminky pro
jejich rast a Sifeni. Zaroveinn musi byt kompatibilni, neimunogenni a netoxicky. Povrchova
smacivost nahrad podporuje adhezi bun¢k a zpiisobuje odolnost nahrady vici tvorbé
trombu. Takova leSeni (scaffoldy) jsou vyrabény piedevSim z rozlozitelnych polymert,
které postupem casu degraduji a jsou nahrazeny vlastnimi vldkny a dal§imi slozkami
mezibunéné hmoty piijemce. Pro vyrobu scaffoldii je pouzivana napi. polyglykolova
kyselina (PGA), polylaktidova kyselina (PLA), polykaprolaktanova kyselina (PCL) nebo
jejich kopolymery. Syntetické cévni nahrady s velkym primérem jsou jiz v souc¢asné dobé
pouzivany v klinické praxi. AvSak ndhrady s malym primérem pod 6 mm jsou stale ve
stddiu vyvoje. Nejvet§sim rizikem malopriimérovych cévnich nahrad a bypassii je jejich
brzkéa nepriichodnost po implantaci (Horakova, 2015). Modifikace cévnich nahrad latkami
uvolnujicimi oxid dusnaty (NO) zlepSuje biokompatibilitu cévnich nahrad, podnécuje Sifeni
a rast endotelovych bunck, na druhou stranu tlumi rist, Sifeni a produkci hladkych
svalovych bun€k. Oxid dusnaty také snizuje chemotaxi (pohyb, vyvolany zménami

chemického slozeni prostiedi) leukocytt a jejich vybuzeni (Ahanchi et al., 2007).

Mimo velkd modelova zvifata jako je ovce (Valencia Rivero et al., 2017) nebo prase
(Leitao et al.,, 2016; Valencia Rivero et al, 2017) se vyuzivaji k testovani

maloprimérovych néhrad také mysi aorty (Kurobe et al., 2015; Tara et al., 2015).

Histologické metody vyuzivané k popisu stavby cévni st€ny a kvantifikaci jejich
slozek 1ze stejné dobte vyuZit k in vivo hodnoceni cévnich nahrad. Lze sledovat ptfipadnou
zanétlivou odpovéd’ organismu na material, hustotu osidleni buiikami, tloustku cévni stény,
tvorbu sloZek mezibunécné hmoty a kvantifikovat je nebo pfipadné kvalitativné popsat jiné
nalezy. Mechanické vlastnosti cévnich ndhrad by se méli co nejvic podobat tém, které¢ ma
céva, jez ma byt nahrazena, za fyziologickych okolnosti. Pfi in vivo experimentech se vSak
projevilo, Ze rozloZitelné polymery maji Casto nedostatecné mechanické vlastnosti, které
mohou vést k vytvoreni vyduté (Patfizek, 2012). K zdkladnimu testovani jejich vlastnosti

lze vyuzit jednoosé tahové zkousky (Laterreur et al., 2014).
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3 Cile a hypotézy

Pii teSeni zakladni otazky mikroskopického slozeni a mechanickych vlastnosti aorty
a plicnice vyvstalo mnoho otazek, proto jsem si vytycila nize popsané dil¢i cile a postupné
je tesila. Pro experimentalni chirurgii a biomechaniku elastickych tepen je ¢asto jako model
pouzivana praseci aorta (Saari et al., 2012; Suk et al., 2012; Eberlova et al., 2013, Houdek
et al., 2013), proto jsem studovala otdzku rozdilu histologického slozeni praseci aorty
v zé&vislosti na lokalizaci a v€ku. A nasledné jsem feSila hypotézu korelace lokalniho
slozeni aorty s orientaci hladkych svalovych bunék v jeji sténé. Poté jsem studovala
korelaci mechanickych vlastnosti s histologickym slozenim kryoprezervovanych lidskych
alografti aortalnich a pulmonalnich chlopni a aort a plicnic a také vliv elastickych lamel na
Sifeni experimentalné navozenych trhlin u kryoprezervovanych vzorki aort a plicnic. Dale
jsem sledovala akutni poSkozeni rendlni tepny a pfilehlych nervovych pleteni po
radiofrekvencni ablaci. V neposledni fad¢ jsem porovnavala dva typy maloprimérovych

cévnich nahrad pfi in vivo experimentu na mysi bfisni aort¢.

K oveéteni téchto hypotéz jsem definovala nasledujici cile:

1. Kvantifikovat zastoupeni elastinu, kolagenu, hladkosvalového aktinu, desminu
a vimentinu v riznych proximodistalnich segmentech aorty odlisSnych vékovych
skupin prasete jakozto modelu pro experimentalni chirurgii a biomechaniku

elastickych tepen.

2. Zjistit, zda orientace hladkosvalovych buné€k v tunica media aorty prasete statisticky

koreluje s lokalnim slozenim tepenné stény.

3. Zjistit, do jaké miry spolu statisticky koreluje mikroskopické sloZeni

kryoprezervovanych alograftii aorty a plicnice s jejich mechanickymi vlastnostmi.

4. Zjistit, do jaké miry spolu koreluje mikroskopické sloZeni kryoprezervovanych

alograftl aortalni a pulmonalni chlopné s jejich mechanickymi vlastnostmi.

5. Zjistit, jakou ulohu hraje systém elastickych lamel pifi Sifeni experimentalné

navozené trhliny v kryoprezervovanych alograftech aorty a plicnice.
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6. Zjistit rozsah poSkozeni rendlni tepny ovce na histologické urovni pfi
experimentdlni rendlni denervaci a posoudit uc¢innost dvou typt katetrii

pouzivanych k radiofrekvencni ablaci.

7. Zjistit rozdil v osidleni a stavbé dvou typii cévnich nahrad po jejich implantaci

misto mysi bfi$ni aorty po deseti dnech a Sesti mésicich.

3.1 SlozZeni aorty prasete v riznych proximodistalnich segmentech
a v zavislosti na stari

Praseci aorta se pouziva naptiklad pfi modelovani zmén aorty béhem hypertenze (Hu et al.,
2008), po vagotomii (Sokolis et al., 2005), po hrudni sympatektomii (Angouras et al., 2012)
a jako model vyduté biiSni aorty (abdominal aortic aneurysm — AAA) (Eberlova et al.,
2013; Houdek et al., 2013). Prase¢i model vyduté bfisni aorty se uziva pro zavedeni
mezenchymalnich kmenovych bunék do poranéné aorty (Turnbull et al., 2011), pro
simulaci opravy ruptury vyduté bfiSni aorty (Suk et al., 2012), pro testovani technik
endovaskularnich zakrokli (Lederman et al., 2014) a pro testovani stentd (Saari et al.,

2012).

Histologick¢ a biomechanické rozdily mezi segmenty aorty byly sledovany
Sokolisem (Sokolis, 2007; Sokolis et al., 2008), ktery prokazal pievladajici elastin nad
kolagenem v proximalnich segmentech aorty stejné jako pfevladajici kolagen nad elastinem
v distalnich segmentech. Kim (Kim and Baek, 2011; Kim et al.,, 2013) se zabyval
biomechanickymi odliSnostmi obvodovych a podélnych segmentii aorty, pfi¢emz nalezl
nejveétsi moduly pruZnosti v posterior distadlnich segmentech. Nicméné systematické
histologické a histopatologické studie, zahrnujici celou aortu, jako v ptipadé Sokolise
(Sokolis et al., 2008), jsou vzacné, zvlasté u prasecich aort. Dlivodem nasi studie bylo
piispét k rozsifeni védomosti o segmentalnich rozdilech a s vékem souvisejicich rozdilech

v praseci aorte.
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Jaké je zastoupeni elastinu, kolagenu, hladkosvalového aktinu, desminu a vimentinu

v riznych proximodistalnich segmentech aorty prasete a v riznych vékovych skupinéch?
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3.2 Orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete

Pocitacové modely stény aorty piredpokladaji, ze hladké svalové buiky a kolagenni vldkna
jsou usporadany jako dvé témei symetrické Sroubovice (Holzapfel, 2006). Tento rozumny
ptedpoklad byl nedavno potvrzen ve vétsSin€ segmentil praseci aorty (Tonar et al., 2015b).
Objemové podily elastinu, kolagenu a hladkych svalovych bunék v definovanych
usecich tunica media aorty, které jsme ziskali v pfedchozi studii (Tonar et al., 2015a), jsme

chtéli porovnat s orientaci hladkych svalovych bun¢k v téchto segmentech.
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Koreluje orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete s lokalnim

sloZzenim tepenné stény?

3.3 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aorty a plicnice

Lidské kryoprezervované alografty pulmonélnich a aortalnich chlopni, stejné jako kofeny
téchto velkych elastickych tepen, jsou rutin€ pouzivané jako nahrady kotene aorty, plicnice
a chlopni u vybrané skupiny pacienti. Tato operace je nezbytna zejména pii valvularni
aortalni stendze (Rader et al., 2015; Huygens et al., 2016), ale alografty srde¢nich chlopni
se pouzivaji také pfi jinych aortalnich a pulmonalnich chlopenni patologii, kdy chirurgicka
oprava neni mozna. Spolu s chirurgickou technikou, jsou dostatecné biomechanické
vlastnosti a zachovana histologickd struktura $tépli povazovany za nezbytné pro fadny
vysledek rekonstrukéni chirurgie (Arabkhani et al., 2015). Doba pouZitelnosti
kryoprezervovanych alografii byla libovolné stanovena na pét let ve vétsSing tkanovych
bank ve svété. Nicméné kryoprezervace mize vést ke zménam téchto ndhrad. K hodnoceni
kvality §tépti mizeme pouzit histologickou a mechanickou analyzu. Dosud neni znamo, jak
koreluje histologicka stavba s mechanickymi vlastnostmi kryokonzervovanych lidskych

aortalnich a pulmonalnich chlopni a kotfent velkych elastickych tepen.
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Do jaké miry spolu koreluje mikroskopické sloZeni kryoprezervovanych alogennich §tépii

aorty a plicnice s jejich mechanickymi vlastnostmi?
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3.4 Mikroskopické sloZeni a mechanické vlastnosti aortalni a pulmonalni
chlopné

Mikrostruktura a mechanické vlastnosti aortalnich a pulmonalnich chlopni byly pozorovany
Stradinsem (Stradins, 2004), ale podobné vysledky pro kryogenné uchovéavané aortalni
a pulmonalni chlopné zatim neexistuji. Doba pouzitelnosti alogennich §tépti téchto chlopni

je stejnd, jako u Stépii aort a plicnic.
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Do jaké miry spolu koreluje mikroskopické slozeni kryoprezervovanych alogennich stépti

aortalni a pulmonalni chlopné s jejich mechanickymi vlastnostmi?

3.5 Sifeni experimentalné navozené trhliny v aorté a plicnici

Elasticka vlakna jsou povazovana za odolny prvek mezibunééné hmoty cévni stény (Xu
and Shi, 2014). Neni vSak znamo, zda elastické lamely plni tuto tlohu i po kryoprezervaci.
Proto jsme studovali S§ifeni experimentalné navozenych trhlin pfes sténu

kryoprezervovanych alograftd aort a plicnic.
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Jakou ulohu hraje systém elastickych lamel pii Sifeni experimentalné navozené trhliny

v kryoprezervovanych alograftech aorty a plicnice?

3.6 PoSkozeni stény renalni tepny ovce pri radiofrekven¢ni ablaci
autonomnich nervii

Zvysena aktivita sympatického nervového systému je jednim z rozhodujicich faktorti pii
rozvoji a udrzovani hypertenze (Monhart, 2013). U pacientii s tzv. rezistentni hypertenzi,
ktefi nereaguji na standardni antihypertenzni terapii (Rippy et al., 2011), mliZe byt pouzita
k 1écbé hypertenze denervace rendlni tepny. Ackoli tato metoda byla v poslednich péti
letech velmi roz§ifend a u vybranych pacientti vedla u¢inné ke snizeni krevniho tlaku

(Mahfoud et al., 2013; Bhatt et al., 2014), dosud nejsou k dispozici uspokojivé tudaje
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o bezpecnosti a ucinnosti této metody. Ditkazy z preklinickych experimentalnich studii,
tykajici se bezpecnosti a t¢innosti riznych systémi pro radiofrekvencni denervaci renalni
tepny, jsou omezené a prozatim poskytly pouze nepiesvédCivé udaje tykajici se ucinnosti
denervaci. Jednobodovy katetr (Symplicity Flex od spolecnosti Medtronic) byl Siroce
vyuzivan ve studiich na prasatech, ovcich i lidech (Rippy et al., 2011; Mahfoud et al., 2013;
Bhatt et al., 2014; Booth et al., 2015; Sakakura et al., 2015). Inovativni vicebodovy abla¢ni
katetr pracuje ve vice vrstvach renalni tepny soucasné (Worthley et al., 2013; Henegar et
al., 2014; Mahfoud et al., 2016). Piilehly nervovy svazek ma byt tedy vice ovlivnén
aplikovanou radiofrekvencni energii. Na druhé strané¢ mize byt vazné posSkozena rendlni
tepna. Dosud nebyly poskytnuty zaddné udaje pro porovnani morfologickych uc¢inki
jednobodového a vicebodového katetru v akutni fazi, proto jsme tyto dva systémy
sledovaly a histologicky porovnaly poskozeni rendlni tepny po jeji katetrizani denervaci

(Taborsky et al., 2017).
Formulovali jsme proto nésledujici otazku:

Jaky je rozsah poSkozeni stény visceralnich vétvi aorty ovce na histologické Grovni pfi
experimentalni rendlni denervaci a jakd je uc€innost dvou typt katetri pouZzivanych

k radiofrekvenc¢ni ablaci?

3.7 Porovnani sloZeni a bunécné osidleni cévnich nahrad po implantaci

Syntetické cévni ndhrady s velkym primérem jsou jiZ GspéSné pouzivany v klinické praxi.
K ndhrad¢ cév s primérem mensim nez 6 milimetrii jsou stile prvni volbou biologické
Stépy. Jejich kvalita a délka nemusi byt vZdy dostatecnd. Tkanové inZenyrstvi se v soucasné
dobé zamétfuje na vyrobu pravé maloprimérovych cévnich nédhrad, které¢ prozatim

v klinické praxi chybi (Hordkova, 2015).
Formulovali jsme proto nasledujici otazku:

Existuje rozdil v osidleni buiikami a ve slozeni dvou typl cévnich ndhrad po jejich

implantaci misto mysi bfiSni aorty po deseti dnech a Sesti mésicich?
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4 Materialy a metody

4.1 SlozZeni aorty prasete v riiznych proximodistalnich segmentech a
v zavislosti na stari

Jedinci byli rozdé€leni do tii skupin podle véku: 0-28 dni (selata); 29-75 dni (odstavena
selata) a 180-230 dni (vykrmové prasata). Pro analyzu bylo pouzito 25 celych aort prasat,
které byly po chemické fixaci formaldehydem rozdé€leny na 5 segmentti: hrudni vzestupna

aorta, oblouk aorty, hrudni sestupna aorta, bfisni aorta suprarenalni a infrarenalni, obr. 5.

C - hrudni sestupna aorta E - bfi$ni infrarenalni aorta

B - oblouk aorty

A - hrudni vzestupna aorta

Obr. 5. Vzorkovani praseci aorty (Tonar et al., 2015a).

Z kazdého segmentu byl vytvoren parafinovy tkanovy blocek, ktery byl krajen
kolmo na podélnou osu cévy na fezy o sile 4 pm. Z kazdého bloc¢ku bylo odkrojeno Sest
fezl, které byly barveny kombinaci Verhoeffova hematoxylinu se zelenym trichromem,
pikrosiriovou cerveni, orceinem a imunohistochemicky pomoci protilatky anti-a-smooth
muscle actin (Clone 1A4, Dako, Glostrup, Denmark), anti-vimentin (Clone V9, Dako,
Glostrup, Denmark) a anti-desmin (Clone D33, Dako, Glostrup, Denmark). Z kazdého fezu
byly nasnimany a hodnoceny 4 fotografie, pfi zachovani nahodného vybéru, obr. 6. Byly
hodnoceny tyto parametry: tloustka intima-media, celda tloustka stény, plosny podil
kolagenu, elastinu, o-hladkosvalového aktinu, desminu a vimentinu.
Ke stereologickému odhadu plosnych podili byla vyuzita bodovaci testovaci mftizka

v programu Elipse (VIDITO, Kosice, Slovenska Republika).

43



Materidly a metody

Obr. 6. Vybér zornych poli pro odhad ploSnych podilii jednotlivych sloZek stény aorty
(Tonar et al., 2015a).
Sténa aorty prasete; barveno imunohistochemicky protilatkou proti-a-hladkosvalovému

aktinu; méfitko 500 pm.

4.2 Orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete

Pro analyzu bylo pouzito 17 prasecich aort, rozdélenych na 5 segmentti podle schématu na
obr. 5. Rezna rovina byla tangencialni k aorté. Rezy z vytvofenych tkanovych blo¢ki byly
barveny hematoxylinem-eosinem. Orientaci hladkych svalovych bunck jsme sledovali
s vyuzitim orientace jejich jader. Smér kazdého jadra hladké svalové buiiky na fotografiich
tangencialnich fezl aorty byl oznaen pomoci orientované ¢ary rovnobézné s dlouhou osou
jéadra, obr. 7. Histogramy distribuce byly ziskany za pouziti dvou von Misesovych rozdéleni
charakterizovanych parametry: x# mira umisténi a ¥ mira koncentrace (pfevracend hodnota
rozptylu). Pokud x = 0, distribuce je uniformni. Jestlize je hodnota x velka, distribuce je

soustfedénd kolem uhlu x (Tonar et al., 2017), viz rovnice 2.

flxlw ) =2 : 2

21l (k)

K-cos(x—W)
kde Iy(x) je modifikovand Besselova funkce prvniho druhu s p = 0. Parametr u ukazuje

polohu, kolem které je distribuce seskupena a je analogicka stfedni hodnoté normalniho

rozd¢€leni; x ukazuje koncentraci distribuce (Gao et al., 2006). Vétsi hodnoty x reprezentuji
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orientace populace hladkych svalovych bunék vice soustfedénych kolem jejich thlu g,
zatimco niz§i hodnoty x reprezentuji vice rozptylenou orientaci hladkych svalovych bun¢k
(Tonar et al., 2017). Pouzili jsme pfedpoklad (Holzapfel, 2006) existence centralniho uhlu
symetrie, ktery rozdéluje populace hladkych svalovych bunék na dva hlavni sméry
(Sroubovice), z nichz kazdy je charakterizovan vlastnim parametrem u/ a p2. Stfedni thel
mezi obéma smeéry charakterizuje blizkost mezi obéma predpokladanymi symetrickymi
Sroubovicemi hladkych svalovych bunck. Metodiku sledovani orientace hladkych
svalovych bun¢k v praseci aorté¢ podrobné popsal Tonar (Tonar et al., 2015b). Centralni
uhel symetrie oddé€lujici dvé Sroubovice hladkych svali do dvou hlavnich smérii jsme
statisticky porovnali s informacemi o slozeni stény aorty z ptedchozi studie, jako byl

objemovy podil elastinu, kolagenu, a-hladkosvalového aktinu, desminu a vimentinu a také

s hodnotou tloustky intima-media.

Obr. 7. Smér hladkych svalovych bunék (Tonar et al., 2017).

Smér kazdého jadra hladké svalové buiiky fotografovaného v tangencialnich fezech praseci
aortou byl oznacen pomoci orientované ¢ary rovnobézné s dlouhou osou jadra. Barveno
hematoxylin-eosin, mefitko 50 pm

45



Materidly a metody

4.3 Mikroskopické sloZeni a mechanické vlastnosti aorty a plicnice

Ke studii bylo pouzito 12 aortalnich a 8 pulmonalnich kryoprezervovanych alografti
chlopni, které¢ byly odebrany, zpracovany a skladovany pii teploté -196 °C na Oddéleni
transplantaci a tkanové banky FN Motol podle etablovaného protokolu (Spatenka et al.,
1997). Z kazdého alograftu byl po rozmrazeni vyfiznut prstenec kofene aorty nebo plicnice,
ktery byl nasledné mechanicky testovan v laboratofi centra excelence NTIS Fakulty
aplikovanych véd ZCU. K analyze pasivnich mechanickych vlastnosti téchto vzorkd byl
pouzit jednoosy tahovy test prstenct tepen. Ziskali jsme hodnoty nésledujicich parametri:
Youngiiv modul pruznosti v oblasti malych a velkych deformaci, mez pevnosti a mezni
deformaci. Poté byly vzorky chemicky fixovany a dorudeny na Ustav histologie
a embryologie LF v Plzni, kde byly odvodnény a zality do parafinovych blockli kolmo ke
své dlouhé ose. Parafinové blocky byly krajeny na fezy o sile 5 um a barveny. Pouzité
barvici techniky (obr. 8) a sledované histologické parametry jsou shrnuty v tabulce 4. U
parametri  z mechanické a histologické analyzy jsme sledovali jejich vzijemnou

statistickou korelaci.
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Tabulka 4. Vzorkovani mikrofotografii pro méreni histologickych parametrii
(Kubikova et al., 2017a, 2017b).

pocet
fotografii na pouzity
hodnoceny parametr barveni vzorek objektiv
tlouSt’ka celé stény (WT) Verhoeffiiv hematoxylin a 4 Ax
tloust’ka intima-media (IMT) zeleny trichrom
loSny il kol téné - . .
plosny podil kolagenu ve st¢né pikrosiriova ¢erven 8 20x
A 4(collagen, wall)
lo¥ny 1 elasti . .
plosny podil elastinu v intima orcein Q 40x

media - 4 (elastin, media)

von Kossa
plosny podil kalcifikace ve sténé
- A,(Ca, wall) (Merck Millipore, 8 20x

Darmstadt, Germany)

protilatka anti-a-smooth
plosny podil hladkosvalového muscle actin (Clone 1A4,

aktinu ve sténé - 4,(SMC, wall) Dako, Glostrup, 8 20x
Denmark)
protilatka anti-chondroitin
plo$ny podil chondroitinsulfatu  sulfate (Clone CS-56, g 20x
ve sténé - 4,4(CS, wall) Sigma Aldrich, Missouri,
USA)
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E F

Obr. 8. Histologické barvici metody pouZité pri analyze sloZeni kofene aorty a plicnice
(Kubikova et al., 2017a, 2017b).

A — Zelena kolagenni vlakna a cernd elastickd vldkna ve sténé€ aorty; barveno
Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem. B — Hnédo-Cervena elasticka vldkna
v tunica media; barveno orceinem. C — Hnéd¢ hladké svalové bunky v tunica media aorty;
barveno imunohistochemicky za pouziti protilatky anti-o-smooth muscle actin. D — Cerna
loziska mikrokalcifikace (Cerné Sipky) ve sténé aorty; barveno technikou von Kossa. E —
Cervena kolagenni vlakna typu I v tunica media plicnice v polarizaénim svétle; barveno
pikrosiriovou Cerveni. F — Zeleny chondroitinsulfat (bilé¢ Sipky) ve sténé aorty; barveno
imunohistochemicky protilatkou anti-chondroitin sulfate a dobarveni jader pomoci DAPI
(4',6-Diamidine-2"-phenylindole dihydrochloride). M¢étitko 500 um (A), 100 um (B, E)
a 50 um (C, D, F).
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4.4 Mikroskopické sloZeni a mechanické vlastnosti aortalni a pulmonalni
chlopné

Z kryoprezervovanych alografti aortdlni a pulmonélni chlopné (12 aortalnich a
8 pulmonalnich chlopni), které byly pouzity v pfedchozi studii, jsme po rozmrazeni rovnéz
odebrali vzdy dva prouzky cipti chlopni podle schématu na obrazku 9. Mechanické analyza
vzorkil probihala takté v laboratofi centra NTIS Fakulty aplikovanych véd ZCU. Prouzky
tkani byly podrobeny jednoosé tahové zkousce, ze které jsme ziskali nasledujici parametry:
Youngliv modul pruznosti v oblasti malych a velkych deformacich, mez pevnosti a mez

deformace.

tok krve

Valvula semilunaris

Posterior/ Posterior/
Anterior _  Dextra Sinistra  Anterig

\/

Obr. 9. Schéma odbéru vzorki z cipti aortilni/pulmonalni chlopné a smér jejich
zatéZovani pri mechanické analyze (Kubikova et al., 2017).

Z cipt srdecnich chlopni byly vyfiznuty vzdy dva vzorky z kazdé chlopné podle schématu,
valvula semilunaris dextra a sinistra (Cervené obdelniky). Smér zatéZovani pii analyze
mechanickych vlastnosti je naznacen Zlutymi Sipkami.

Po mechanickém méfeni byly vzorky chemicky fixovany a doru¢eny na Ustav histologie a
embryologie LF v Plzni, kde byly, odvodnény a zality do parafinovych blockli kolmo ke
své dlouhé ose. Parafinové blocky byly krajeny na fezy o sile 5 um a barveny. Pouzité
barvici techniky a sledované histologické parametry jsou shrnuty v tabulce 5.

Mezi parametry z mechanické a histologické analyzy jsme hledali statistickou korelaci.

49



Materidly a metody

Tabulka 5. Vzorkovani mikrofotografii pro méreni histologickych parametri cipi
aortalni a pulmonalni chlopné (Kubikova et al., 2017a, 2017b).

pocet fotografii  ouyity

hodnoceny parametr barveni na vzorek objektiv
Verhoeffuv

tloust’ka celé stény (WT) hematoxylin a zeleny 4 4x
trichrom

plosny podil kolagenu ve sténé pikrosiriova cerven

_ . 8 20x
- A4(collagen, wall) v polariza¢nim svétle
plosny podil elastinu ve sténé )
. orcein 8 40x
- A 4(elastin, wall)
protilatka anti-
L chondroitin sulfate
plosny podil chondroitinsulfatu )
S (Clone CS-56, Sigma 8 40x
ve sténé - A ,(CS, wall) ) . .
Aldrich, Missouri,
USA)

4.5 SiFeni experimentalné navozené trhliny v aorté a plicnici

Pro studium mikrotrhlin bylo pouZzito deset kryoprezervovanych kotfenli aorty a deset
plicnic po mechanickém zatiZzeni. Pro histologickou analyzu mikrotrhlin vyvolanych
experimentalni mechanickou analyzou byla pouZita jiz diive zavedena metoda (Tonar et al.,
2009). Abychom wurcili vztah mikrotrhlin a elastickych vldken, porovnali jsme
odhadovanou hodnotu hustoty prusecikii elastickych vldken podél trhliny P, s jeho
teoretickou hodnotou P; vypoclitanou za piedpokladu nezavislosti trhlin na elastickych
vlaknech. Hustota prasecika elastickych vldken v mikrotrhlindich byla definovana
nasledovné:

p =" (3)

kde p je pocet pruseciki podél trhliny o délce /.
Hustota prisecikli profilt trhlin s elastickymi vlakny P, byla spoctena délenim

skute¢ného poctu téchto pruseciki (p") pocitanych v usecich maximalni projekéni délkou
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profild (/). Maximalni délku projekce trhliny jsme pouzili jako spodni hranici skute¢né
délky. Maximalni projekcéni délku trhliny (/) jsme odhadli jako nejkrat$i vzdalenost mezi

pocéatkem a koncem profilu trhliny.

Teoretickd hustota prisecikil byla za pfedpokladu nezévislosti trhlin a elastickych
vlaken vypoctena jako hustota prisecikii ndhodné orientované linie (tj. profilu trhliny)

s elastickymi vlakny (Stoyan et al., 1995) podle rovnice:
2
P =—-1L4 “4)

T

kde L, byla 2D hustota elastickych vladken v tunica media. Pro kazdou elastickou tepnu

jsme stanovili délkovou hustotu L4 elastickych vldken nasledovné:
Ly =~ (5)

kde L, je délkova hustota, L je délka elastickych vldken a 4 je oblast referen¢niho prostoru
tunica media. Délka (L) byla odhadnuta pocitanim praseciki mezi elastickymi vlakny
a kruhovymi oblouky umisténymi nahodné¢ na mikrofotografie (obr. 10). Pro odhad
parametri L a A jsme pouzili modul LineSystem v programu Ellipse (VIDITO, Kosice,

Slovensko) (Mouton, 2002; Tonar et al., 2009; Kubikova et al., 2017a).

Obr. 10. Studium vztahu mezi mikrotrhlinami a elastickymi vlakny (Kubikova et al.,
2017a).

A - Kruhové obloucky, které jsou v kontaktu s elastickymi vldkny, byly pouzZity pro
stanoveni dvojrozmérné délkové hustoty elastickych vldken L,. B - Okraj trhliny je
zvyraznén zelené. Maximalni délka projekce / je nakreslena jako Zluta ¢ara. Cerveno-hnéda
elasticka vldkna byla obarvena orceinem.
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4.6 Poskozeni stény renalni tepny ovce pri radiofrekvenéni ablaci
autonomnich nervi

K hodnoceni uéinkéi dvou katetr, jednobodového - Symplicity Flex™, Medtronic
a vicebodového EnligHTN™, uzitych k denervaci nervové pletené doprovazejici rendlni
tepnu, bylo pouzito 12 ovci. Experiment probihal v Centru experimentalni mediciny IKEM.
Vzdy byla denervovana jedna rendlni tepna. Ovce byly zarazeny do dvou skupin smiseného
pohlavi podle pouzitého systému denervace, kazda skupina obsahovala Sest zvifat. Z kazdé
ovce byla odebrana renalni tepna, ktera byla denervovana a pro porovnani také renalni
tepna, kterd nebyla ovlivnéna. Kazda tepna byla rozdélena na osm az devét usekd po
3mm. Tyto vzorky byly chemicky fixovany a dale zpracovany na Ustavu histologie
a embryologie. Z kazdého vzorku byly pfipraveny parafinové tkanové blocky, které byly
krajeny a na vzniklé fezy byly pouzity Ctyfi barvici metody: hematoxylin-eosin; Verhoeffiiv
hematoxylin a zeleny trichrom; Malloryho trichrom a orcein. Dale byly pouzity
imunohistochemické metody za pouziti protilatek anti-o-smooth muscle actin
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark), anti-neurofilament protein (DakoCytomation),
anti-von Willebrand factor (DakoCytomation), anti-tyrosine hydroxylase (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) (Téaborsky et al., 2017).

Klasifikace hodnoceni histologickych zmén po 48 hodinach po denervaci renalni
tepny je uvedena v tabulce 6. Byly posuzovany vzdy 4 kvadranty cévni stény na fezu.
Zpusob vyhodnoceni ziskanych hodnot pro kazdy studovany vzorek je uveden v tabulce 7.
Typické piiklady poranéni rendlni tepny jsou ilustrovany na obrazku 11 a poranéni
sympatickych nervovych vlaken je uvedeno na obrazku 12. Bodovy systém odrazi bud’
zavaznost (nebo stupen) poskozeni stény tepen a piilehlych nervovych vlaken a relativni

rozsah téchto zmén.

Byly pouzity neparametrické statistické analyzy: Wilcoxonlv parovy test byl pouzit
pro porovnani vysledka zjisténych v denervovanych tepnach a v neovlivnénych tepnach
stejného zvifete. Mann-Whitneyiv U-test byl pouzit k vyhodnoceni rozdili mezi dvéma
riznymi typy katetru. Korelace mezi parametry histologické analyzy byly vyhodnoceny

uzitim Spearmanova korela¢niho koeficientu (Taborsky et al., 2017).
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Tabulka 6. Semikvantitativni stupnice pro hodnoceni poskozeni renalni tepny a
prilehlych nervovych pleteni v p
(Taborsky et al., 2017).

Body (1-4) byly piidéleny kazdému kvadrantu tepny a ukazuji poranéni tepny nebo
nervovych vladken ve studovaném segmentu, viz obrazky 11-12 ilustrujici typické

histologické nalezy.

body pro kazdy

segment tepny

W

Fi¢né orientovanych Fezech segmentu tepny

zjisténé histologické poskozeni renalni tepny

0 nebylo pozorovano zadné poskozeni
1,2,3,4 excentrické poSkozeni a zeslabeni stény tepny
hodnoceni 1,2,3,4 denaturace kolagenu
poskozeni B . L .
o 1,2,3,4 poskozeni elastickych membran
renalni tepny po
jeji denervaci 1,2,3,4 ztrata imunopozitivity na a-hladkosvalovy aktin
1,2,3,4 poskozeni vasa vasorum
1 pritomnost intraluminalnich trombt
body pro kazdy zjiSténé histologické poskozeni nervii obklopujici

hodnoceni
poskozeni
perifernich
nervovych
pleteni
doprovazejici
renalni tepnu po

jeji denervaci

segment nervi

renalni tepnu

0 nebylo pozorovano zadné poskozeni

1,2,3,4 hyperémie nervovych pleteni

1234 destruktivni fragmentace nebo kompletni ztrata
U Schwannovych bun¢k

1234 poskozeni vnitinich struktur nervu: ztrata nervové
T pochvy a struktury endoneurialni pojivové tkané

1,2,3,4 ztrata imunopozitivity na neurofilamentovy protein

1,2,3,4 ztrata imunopozitivity na tyrosin hydroxylazu
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Tabulka 7. Zpusob vyhodnoceni ziskanych hodnot ze skoérovaciho systému (Taborsky

et al., 2017).

parametr

definice

soucet bodu vaskularniho
poskozeni a soucet bodli

nervového poskozeni na jedince

vypocitano souctem bodl ze vSech 3 mm dlouhych
segmenti rendlni tepny (typicky 8 segmenti); toto bylo
provedeno pro cévni poskozeni a poskozeni nervii zvlast’

maximalni vaskularni poskozeni a

maximalni poskozeni nervii

maximalni hodnota zji§téna u studovanych segmentti u

daného zvifete a organu

pramérny pocet bodt vaskularniho
nebo nervového posSkozeni na

segment

aritmeticka stfedni hodnota skorovacich vysledkil na
segment, vypoctena délenim souctu skore vaskularniho
poskozeni nebo souctu skore poranéni nervu poctem

segmentd tepny v daném jedinci a organu
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*fﬂ‘ R -
Obr. 11. Histologické posouzeni poSkozeni renalni tepny po indukované denervaci
renalni tepny v pri¢nych histologickych fezech, usporadané podle semikvantitativni
stupnice (Taborsky et al., 2017).
A - Zadné histologické znamky poranéni tepen nebo nervil (erna Sipka). B - Excentrické
ohniskové poskozeni a oslabeni stény (modra Sipka). C - Denaturace kolagenu ve tiech
kvadrantech (zluté Sipky). Je viditelny také intraluminalni trombus. D - Poskozené elastické
membrany ve vrstvé tunica media (Cernd Sipka). E - Ztrdta imunopozitivity
proti a-hladkosvalovému aktinu ve dvou kvadrantech (Cervené Sipky). F - ZvétSené nebo
znicené vasa vasorum v adventitii tepny (purpurova Sipka) v blizkosti nervl. Barveni
Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (A, C), barveni hematoxylin-
eosinem (B), barveni orceinem (D, hnéd4), imunohistochemickda detekce
a-hladkosvalového aktinu v hladkych svalovych buiikach cév (E, tmavé hnéda pozitivita),
imunohistochemicka detekce von-Willebrandova faktoru v endotelovych buiikach (F,

tmaveé hnéda pozitivita). Métitko 500 um (A-C, E), 100 um (D) a 200 um (F).
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i

Obr. 12. Histologické hodnoceni poSkozeni nervii doprovazejicich renalni tepnu
v priénych histologickych fezech, usporiadané podle semikvantitativni stupnice
(Taborsky et al., 2017).

A - Zidné histologické znamky poskozeni nervii (Sernd Sipka). B - Hyperémie nervu
s dilatovanymi vasa nervorum (Cervena Sipka). C - Destruktivni fragmentace a Gplna ztrata
jaddra gliovych Schwannovych bunék (modrd Sipka). D - Ztrata jemné struktury
endoneuriové pojivové tkan€é mezi nervovymi vldkny (zlutd Sipka). E - Stfedni ztrata
(Cervena Sipka) nebo uplna ztrata (Cervend Spicka Sipky) imunopozitivity
na neurofilamentovy protein. F - Ztrata imunopozitivity na tyrosin hydroxylazu (purpurova
Sipka). Imunohistochemickd detekce neurofilamentového proteinu (A, E, tmavé hnéda
pozitivita). Barveni Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (B), barveni
hematoxylin-eosinem (C), barveni Malloryho trichromem (D), imunohistochemicka
detekce tyrosin hydroxylazy (F, tmavé hnéda pozitivita). Métitko 500 pym (A) a 200 pm
(B-F).
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4.7 Porovnani sloZeni a bunécné osidleni cévnich nahrad po implantaci

Hodnoceny byly dva typy cévnich ndhrad: jeden z Cistého polykaprolaktanu a druhy
z polykaprolaktanu, ktery navic uvolnoval oxid dusnaty. Od kazdého typu nahrady bylo
pouzito sedm kust. Byly implantovany na misto mysi bfisni aorty. Po deseti dnech byly
odebrany od kazdého typu nahrady tii vzorky, po Sesti mésicich zbyvajici Ctyii. Vzorky
byly fixovany mrazem a pomoci mraziciho média (Neg 50, Thermo Scientific) a krajeny na
histologické fezy o sile 10 pum s rovinou fezu rovnobéznou s dlouhou osou aorty. Tyto fezy
byly potizeny na Technické univerzité v Liberci a nasledné doruéeny na Ustav
histologie a embryologie LF v Plzni. Zde byly barveny péti histologickymi metodami:
hematoxylinem-eosinem, Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem, orceinem,
pikrosiriovou Cerveni a kombinaci barveni alcidnové modii a PAS (Periodic Acid Schiff).
Dale byly barveny osmiimunohistochemickymi metodami, pomoci protilatek:
anti-o-smooth muscle actin (DakoCytomation, Glostrup, Denmark), anti-CD34 (Abcam,
Cambridge, USA) (prukaz endotelovych bun¢k), anti-CD31 (DakoCytomation) (prukaz
endotelovych bun¢k), anti-von Willebrand factor (DakoCytomation) (prikaz endotelovych
bunck), anti-neurofilament protein (DakoCytomation), anti-CD68 (DakoCytomation)
(prakaz makrofagi), anti-MAC 387 (Thermo Scientific™ Lab Vision, Pittsburgh,
Pennsylvania) (priikkaz makrofagl), anti-iNOS (Abcam) (priikaz endogenni produkce oxidu
dusnatého). Metody barveni byly vybrany tak, aby charakterizovaly bunécnou populaci
Stépl zplisobem podobnym jinym vyzkumnym pracim v oboru (de Valence et al., 2012;
Hwang et al., 2008; Mrowczynski et al., 2014; Tillman et al., 2009; Zheng et al., 2012).
Vzhledem k tomu, ze hodnoceni bylo zaméteno na useky v blizkosti stfedni roviny, byl
pocet usekl vybranych pro studii omezen. Kazda ze tfinacti metod barveni byla pouZita na
2 tezy, celkové tedy bylo vyhodnoceno 26 fezi na nahradu, celkem 364 fezli na celou
studii. Kvantitativni parametry, které¢ byly hodnoceny v programu Elipse (VIDITO, KoSice,
Slovenska Republika), jsou shrnuty v tabulce 8. Ostatni identifika¢ni znaky tkéanovych
slozek, které se vyskytovaly nekonzistentné nebo ve velmi malych mnoZstvich a nebyly

vhodné pro reprezentativni vzorkovani a kvantifikaci, byly hodnoceny kvalitativné.

57



Materidly a metody

Tabulka 8. Kvantitativni parametry pouZzité pro studii morfologie stény vaskularnich

$tépi.

zkratka
kvantitativniho

parametru

definice, referencni prostor, interpretace a jednotky

pouzité
vzorkovani a
objektiv

04— vnitini

vrstva

pocet (nebo dvourozmérna — 2D hustota) profilt jader bun¢k
nalezenych uvnitf nejvnitinéjsi tretiny tloustky $tépu na

podélném fezu (mm™)

04— stiedni

vrstva

pocet (nebo 2D hustota) profild jader bun€k nalezenych uvnit

prosttedni tfetiny tloustky $t&pu na podélném fezu (mm™)

we

04— vnéjsi

vrstva

pocet (nebo 2D hustota) profild jader bun€k nalezenych uvnit

24

04— prumér na

nahradu

pramérny pocet (nebo 2D hustota) profilti jader bun¢k

’ IR r o 7 7 ¥ -2
nalezenych uvniti celého §tépu na podélném fezu (mm™)

f(nahrada)

relativni primérna vzdalenost profild jader od vnéjsiho okraje
$tépu nalezenych uvnitf §tépu; bezrozmérny parametr
v rozmezi 0-1, kde 0 znaci profily jader pfimo na vnéjSim

okraji §t€pu a 1 znadi jadra na vnitini hranici (luminalni

neointimy) (-)

tloust’ka

nahrady

tloustka St€pu metena jako stfedni vzdalenost mezi
adluminalnim (neointimalnim) povrchem profilu a vnéjsim

ablumindlnim (vnéj$im) okrajem (um)

2 snimky

z centralni
casti Stépu;
objektiv 10x

A 4(elastin,

nahrada)

plosny podil elastickych vlaken barvenych orceinem na

prafezu Stépem (-)

2 snimky
z celého $tepu;
objektiv 10x

A 4(kolagen,
nahrada)

plosny podil kolagenu typu I a III barvenych pikrosiriovou

¢erveni a pozorovanych v polarizaénim svétle na prifezu

Stépem (-)

2 snimky
z celého $tépu;
objektiv 10x

A4(SMA,

nahrada)

plosny podil a-hladkosvalového aktinu v cytoplazmée bunék

(myofibroblasty a hladké svalové buriky) na prifezu Stépem (-)

4 snimky
z celého $tepu;
objektiv 20x
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Distribuce hodnot neméla normalni rozlozeni a tak jsme k porovnani dat pouzili
neparametrickou statistiku. Korelace mezi kvantitativnimi proménnymi byly vyhodnoceny
pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Vzhledem k tomu, Zze pocet vzorka podle
typu Stépu a délky implantace byl pfiliS nizky, aby bylo mozno provadét simultanni
seskupeni podle délky implantace a typu §tépu, byly ob¢ tyto nezavislé proménné pouzity
pro samostatné¢ seskupeni béhem statistického vyhodnoceni. Mann-Whitney U-test byl
pouzit k vyhodnoceni rozdilit mezi skupinami podle doby implantace (pro tento ucel byly
seskupeny typy Stépti), stejné jako pro testovani rozdili mezi t€émito dvéma druhy Stépa
(pro tento ucel byly slouceny skupiny podle doby implantace). Fairmanova ANOVA
a Wilcoxon parovy test byly pouzity pro porovnani infiltrace $tépti bunkami
v odpovidajicich $tépech. VSechny testy byly provadény v programu Statistica Base 11
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Vysledky testu byly povazovany za statisticky vyznamné
pro p < 0,05.
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5 Vysledky

5.1 SlozZeni aorty prasete v riiznych proximodistalnich segmentech a
v zavislosti na stari

5.1.1 Segmentalni rozdily ve sloZeni tunica media

Bylo zjisténo nékolik rozdili pii porovnavani hodnot ve vSech proximodistalnich
segmentech aorty stejnych jedinci. Vysledky jsou zobrazeny a statistiky shrnuty na
obrazku 13. Plosny podil elastinu (obr. 13A) vykazoval velmi vyznamné rozdily mezi
témet vSemi segmenty aorty, po ném nasledoval aktin (obr. 13C), desmin (obr. 13D)
a vimentin (obr. 13E). Nejvétsi podil elastinu byl nalezen v hrudni sestupné aorté, po ni
nasledoval oblouk aorty, hrudni vzestupna aorta, bfi$ni aorta suprarenalni a nakonec bfis$ni
aorta infrarenalni. PloSny podil kolagenu (obr. 13B) vykazoval proximodistalni pokles
pouze pii srovnani hrudni aorty vzestupné se sestupnou a bfiSni aortou suprarendlni stejné

tak pti porovnani oblouku aorty s btisni aortou suprarenalni (Tonar et al., 2015a).

Nejvétsi podil aktinu (obr. 13C), desminu (obr. 13D) a vimentinu (obr. 13E) byl
pozorovan v obou ¢astech bfisni aorty, po nich néasledovala sestupnd hrudni aorta, oblouk
aorty a hrudni aorta vzestupnd. Vzestupnd hrudni aorta se neliSila od oblouku aorty
v Zadném z parametrli, s vyjimkou niz§iho plo§ného podilu desminu. Pti porovnani bfis$ni

suprarenalni aorty s infrarenalni nebyly zjiStény zadné rozdily (Tonar et al., 2015a).

5.1.2 Rozdily ve sloZeni tunica media mezi vékovymi skupinami

Kvantitativni vysledky zobrazujici vékové rozdily ve sloZeni aortalni stény jsou shrnuty
na obr. 14. PloSny podil elastinu v tunica media byl niz§i u vykrmovych prasat nez
u odstavenych selat. PloSny podil kolagenu byl u vykrmovych prasat vyssi nez u selat.
Plo$ny podil aktinu v tunica media byl ve vSech vékovych skupinach srovnatelny. Plosny
podil desminu byl niz8i u selat neZ u odstavenych selat a vykrmovych prasat. Plosny podil
vimentinu postupné klesal s vékem: byl vyssi u selat nez u odstavenych selat a vykrmovych

prasat a byl vyssi u odstavenych selat nez u vykrmovych prasat (Tonar et al., 2015a).
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Obr. 13. PloSny podil (44) elastinu (A), kolagenu (B), hladkosvalového aktinu (C),
desminu (D) a vimentinu (E) v tunica media aorty a tloust’ka stény v péti aortalnich
proximodistalnich segmentech (Tonar et al., 2015a).

A, B, C, D a E oznacuji hrudni vzestupnou aortu, oblouk aorty, hrudni aortu sestupnou,
btis$ni aortu suprarenalni a bfiSni aortu infrarenalni. Vékové skupiny byly pro toto srovnani
slouceny. Byly testovany pouze odpovidajici parové hodnoty od stejnych jedinct.
Znéazornény jsou vyznamné p-hodnoty Wilcoxonova parového testu (s vyjimkou E). Data
zobrazuji medidnové hodnoty, boxy vytyCuji horni hranice prvniho a tfetiho kvartilu,
a usecky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro kazdou skupinu.
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Obr. 14. PlosSny podil (4,) elastinu (A), kolagenu (B), hladkosvalového aktinu (C),
desminu (D) a vimentinu (E) v tunica media aorty a tloust’ka stény aorty ve tiech

vékovych skupinach prasat (Tonar et al., 2015a).

Pro toto srovnani byly segmenty aorty slouceny. Porovnany byly tii v€kové skupiny prasat:
suckling pigs - selata, weaners — odstavena selata a fattening pigs — vykrmova prasata.
Znéazornény jsou vyznamné statistické p-hodnoty pro Mann-Whitneylv test. Data jsou
zobrazena jako stfedni hodnoty, boxy pfedstavuji horni hranice prvniho a ttetiho kvartilu

a tsecky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro kazdou skupinu.
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5.1.3 Korelace sloZeni tunica media s tloust’kou stény

Vysledky Spearmanovy neparametrické korelace mezi kvantitativnimi parametry jsou
uvedeny v tabulce 9. Plosny podil tkanovych slozek v tunica media koreluje jak s tloustkou

intima-media, tak s tloustkou stény aorty.

Tabulka 9. Korelace kvantitativnych parametri.

A4(kolagen) A,(aktin) A4(desmin) A,(vimentin) IMT WT
A 4(elastin) - -0,60* -0,52%* -0,37* 0,38% 0,30%*
Ay(kolagen) - -0,57* - - 0,22% 0,20%*
A 4(aktin) - - 0,56* 0,43* -0,54* -0,44%*
A4 (desmin) - - - 0,27%* -0,26* -
A4(vimentin) - - - - -0,49%* -0,48*
IMT - - - - - 0,97*

Poznamka: A,(komponenta) ptedstavuje plosny podil pfislusné slozky uvnitf referencni oblasti
(tunica intima a media); IMT - tloustka intima-media a WT tloustka celé stény. Veskeré statisticky
vyznamné korelace (p < 0,05) jsou oznaCeny (*). Statisticky nevyznamné korelace (p > 0,05)
a autokorelace jsou nahrazeny hodnotami (-).

Vybrané mikrofotografie se segmentdlnimi a s vékem souvisejicimi rozdily
ve sloZeni aortalni stény jsou zndzornény na obr. 15 a 16. Niz8i plo$ny podil elastinu a vetsi
podil kolagenu v hrudni vzestupné aorté ve srovnani se sestupnou aortou nebyly viditelné
jednoduchym mikroskopickym vySetfenim (obr. 15A-C), byly zjistény pouze
kvantitativnim hodnocenim slozek stény cévy. Nicméné rostouci plosSny podil aktinu
v proximodistalnim sméru byl jasné viditelny i mikroskopickym vySettenim (obr. 16A, B).
Z mikrofotografii je také patrné, ze nedoSlo k Zadnému rozdilu v imunohistochemickych
markerech hladkych svalovych bun¢k mezi selaty a odstavenymi selaty, s vyjimkou vétSiho
podilu desminu u odstavenych selat. Pozitivita na desmin byla nizka v hrudni aorté. PloSny

podil desminu viditelné vzrostl smérem k biis$ni aorté (obr. 16C, D). Pozitivita na vimentin
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byla rovnomérné rozlozena ve sténé¢ vSech segmentll a vékovych skupin. Vyssi podil
vimentinu v bfiSni aort€¢ ve srovnani s hrudni aortou byl zjistén pouze kvantitativnim
hodnocenim (obr. 14E, F), coz platilo také pro jeho tendenci ke snizovani s vy$sim vékem

prasat (Tonar et al., 2015a).
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|A: hrudni vzest
e W e

C: bfisni |nfr‘réé|ni abrta ; E 3 - 3 . T pou :

Obr. 15. Obsah elastinu a kolagenu v tunica media aorty u selat (vlevo) a vykrmovych
prasat (vpravo) (Tonar et al., 2015a).
Vykrmova prasata méla nejnizsi plosny podil elastinu (hnéd€ barveno) a nejvétsi podil
kolagenu (Cervené barveno). Ackoli nebyly pozorovany zietelné rozdily mezi ploSnym
podilem elastinu a kolagenu uvnitf tunica media (A) hrudni vzestupné aorty a (B) hrudni
sestupné aorty jednoduchym mikroskopickym pozorovanim, kvantitativni analyza ukézala,
ze podil elastinu byl obecné vétsi a podil kolagenu byl obecné mensi v hrudni sestupné
aorté (B) nez v aorté¢ vzestupné (A) (obr. 11A, B). Plosny podil elastinu v tunica media byl
nejmensi v (C) bfisni aorte infrarendlni, kde byly zjiStény stfedni hodnoty podilu kolagenu.
Elastin byl barven orceinem, kolagen byl barven pikrosiriovou ¢erveni; métitko 50 pm.
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C: hrudni vzestupna aorta

D: bfigni infrarenalni aorta

T, e
=

aorty selat (vlevo)
a odstavenych selat (vpravo) (Tonar et al., 2015a).

Plosny podil aktinu (hnéd¢ barveni A, B) byl vyssi v bfisni aorté infrarendlni (B) nez
v aort¢ vzestupné (A) a nevykazoval zadné rozdily mezi selaty a odstavenymi selaty.
Pozitivita na desmin nebyla témét pritomna (hnédé barveni C, D) v hrudni vzestupné aorté
selat, vétsinou byla omezena na vaskularni profily vasa vasorum. Pozitivita na desmin
vzrostla v proximodistalnim sméru jak u selat, tak u odstavenych selat (C a D). Desmin byl
Cast€j$i u odstavenych selat nez u selat (viz obr. 14). Pozitivita na vimentin (hnédé barveni
E a F) byla vySsi v bfiSni aorté infrarendlni neZ v hrudni vzestupné aorté. Pozitivita na
vimentin u odstavenych selat byla niz$i u selat. Ke kvantitativnimu srovnani (viz obr.
14B-D). Imunohistochemicka detekce o-hladkosvalového aktinu, desminu a vimentinu,
vizualizace kienovou peroxiddzou/diaminobenzidinem a barveni jader hematoxylinem,
métitko 50 pm.
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5.2 Orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete

Analyza korelaci ukazala, Ze centralni uhel symetrie odd¢€lujici dvé spiraly hladkych svali
do dvou hlavnich sméru je statisticky nezavisly na lokalnim slozeni stén aorty prasete.
Primérny uhel mezi sméry obou Sroubovic byl sniZzen v oblastech s vétSim podilem
desminu (r=-0,33, p <0,05), ale zvysil se v oblastech s vétsim podilem elastinu (r = 0,37,
p <0,05). Zatimco sméry, kolem kterych byly distribuce seskupeny (u/ a u2 pro obé
spiraly) byly statisticky nezavislé na slozeni stény, disperze rozdé€leni 1/x rostly v oblastech
s vét§im podilem elastinu (r = 0,42, p < 0,05), ale klesaly v oblastech bohatych na desmin
(r=-0,42, p <0,05). Biologicky vyznamné korelace jsou shrnuty v tabulce 10 (Tonar et al.,
2017).

Tabulka 10. Vysledky Pearsonova Kkorela¢niho testu mezi orientaci hladkych
svalovych bunék, ploSnymi podily sloZek v tunica media aorty a tloust’kou intima-
media (IMT) (Tonar et al., 2017).

centralni uhel symetrie stiedni uhel pl p2 K
aktin - -0,24* - - 0,24%*
vimentin - - - - 0,22*
desmin - -0,33* - - 0,42*
elastin - 0,37* - - -0,42*
kolagen - - - - -
IMT - - - - -

Veskeré statisticky vyznamné korelace (p < 0,05) jsou oznaceny (*). Korelace, které nemaji
statistickou vyznamnost (p > 0,05), jsou nahrazeny hodnotami (-).

67



Vysledky

5.3 Mikroskopické sloZeni a mechanické vlastnosti aorty a plicnice

Kiivky napéti-deformace vykazovaly podobny tvar pro vSechny testované vzorky. Tyto
kiivky mély typicky tvar pro biologické materidly (obr. 17A). Kfivky byly nelinearni,
vykazovaly malou deformacni oblast, zpevnéni a linearni oblast velkych deformaci (obr.
17B). Oblast malych deformaci byla charakterizovana nizkym gradientem, tj. nizkym
Youngovym modulem pruznosti. V linedrni oblasti velkych deformaci byl Youngliv modul
pruznosti podstatné vyssi, coz piedstavuje zpevnéni tkané s rostoucim napétim (Kubikova

etal., 2017a).
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Obr. 17. K¥ivky z mechanického zatéZovani aorty (Kubikova et al., 2017a).
Typicka kiivka napéti-deformace aorty/plicnice (A). Nelinearni kiivka napéti-deformace
pro viskoelastické materialy (B). Pozn. Stress — napéti; strain — deformace.
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C

Obr. 18. Porovnani aorty a plicnice (Kubikova et al., 2017a).

Celkova tloustka stény aorty byla vEtsi nez celd tloustka stény plicnice (p < 0,001).
Barveno Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem, kolagen zelené a elastin
gerné (A). Mezi plosnym podilem elastinu v aorté a plicnici nebyl rozdil. Cerveno-hnéda
elastickd vladkna byla barvena orceinem (B). Mezi plosSnym podilem kolagenu v aorté

a plicnici nebyl zadny rozdil. Cerveny kolagen typu I byl obarven pikrosiriovou &erveni

wwvr

a pozorovan v polariza¢nim svétle (C). Métitko 500 um (A), 100 pum (B) a 50 pm (C).
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Obr. 19. Kalcifikace ve sténé plicnice (Kubikova et al., 2017a).

V oblastech trhlin (A) nebylo vice kalcifikace (€erné Sipky) nez v jinych oblastech vzorku
(B) vzdélenych od oblasti trhliny. Barveni metodou von Kossa. Métitko 1000 um (levy
sloupec) a 50 um (pravy sloupec).

Youngiiv modul pruznosti v oblasti velkych deformaci (E;) vykazoval slabé
pozitivni korelaci s tloustkou intima-media (IMT) (r = 0,34, p <0,05). Mezni deformace
mirné pozitivné korelovala s tloustkou intima-media (r = 0,31, p <0,05), mirné negativné
korelovala s plosnym podilem elastinu (r = -0,48, p <0,05) a mirné pozitivn¢ korelovala
s plosnym podilem kolagenu ve sténé (r = 0,31, p < 0,05). Mez pevnosti mirn¢ negativné
korelovala s plosnym podilem kalcifikace (r = -0,4, p < 0,05) u aort. Celkova tloustka stény
aorty byla vétsi nez celkova tloustka stény plicnice (p <0,001) (obr. 18A). Tloustka
intima-media aorty byla vét§i nez u plicnice (p < 0,001). Mezi plosSnym podilem elastinu
v aort¢ a v plicnici nebyl zadny rozdil (obr. 18B). Mezi plosnym podilem kolagenu v aorté

a v plicnici nebyl zadny rozdil (obr. 18C). Neexistuji zjevné rozdily v rozloZeni kalcifikace
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v oblastech trhlin ve srovnani s ostatnimi ¢astmi vzorka (obr. 19) (Kubikova et al., 2017a).
Tabulka 11 shrnuje vysledky korela¢niho testu mezi parametry z mechanické a histologické

analyzy aort a plicnic.

Tabulka 11. Korelace mezi parametry z mechanické a histologické analyzy.

WT IMT

(um) (nm) Agy(elastin) A, (kolagen) A (kalcifikace) A,(SMC) A4,4(CS)
E,(MPa) - - - - - - -
E;(MPa) - 0,34* - - - - -
mezni 0,31*% -0,49% 0,31%* -0,4% ; ;
deformace
mez
pevnosti - - - - - - -
(MPa)

Poznamka: A,(komponenta) ptfedstavuje plosny podil pfislusné slozky uvnitt stény elastickych
tepen; SMC — hladké svalové bunky; CS — chondroitinsulfat; IMT - tloustka intima-media; WT
tloustka celé stény; £, — Younglv modul pruznosti v oblasti malych deformaci; E; — Youngiv
modul pruznosti v oblasti velkych deformaci. Veskeré¢ statisticky vyznamné korelace (p < 0,05) jsou
oznaceny (*). Korelace, které nemaji statistickou vyznamnost (p > 0,05) jsou nahrazeny hodnotami

().

5.4 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aortalni a pulmonalni
chlopné

Kftivky napéti-deformace vykazovaly podobny tvar ve vSech testovanych vzorcich. Ktivky
napéti-deformace cipti srde¢nich chlopni mély typicky tvar pro biologické materialy (obr.
20A). Kiivky byly nelinearni, vykazovaly malou deformacni oblast, zpevnéni a linearni
oblast velkych deformaci (obr. 20B). Oblast malych deformaci byla charakterizovana
nizkym gradientem, tj. nizkym Youngovym modulem pruznosti. V linedrni oblasti velkych
deformaci byl Youngliv modul pruznosti podstatné vyssi, coz piedstavuje zpevnéni tkané

s rostoucim napétim (Kubikova et al., 2017a).
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Obr. 20. K¥ivky z mechanického zatéZovani cipu chlopné (Kubikova et al., 2017a).
Typicka kiivka napéti-deformace cipu aortalni/pulmonalni chlopné (A). Nelinedrni kiivka
napéti-deformace pro viskoelastické materidly (B). Pozn. Stress — napéti; strain —
deformace.

Tloustka stény cipii chlopni méla slabou korelaci s Youngovym modulem pruznosti
v oblasti malych deformaci (r = 0,29, p <0,05), stfedné silnou korelaci s Youngovym
modulem pruznosti v oblasti velkych deformaci (r = 0,32, p <0,05) a slabou korelaci s mezi
pevnosti (r= 0,27, p <0,05). Tloustka stény cipt aortalni chlopné byla vétsi nez tloustka
stény ciptt pulmonalni chlopné (p <0,001) (obr. 21A). Mezi plosSnym podilem elastinu
v cipech aortdlni a pulmonélni chlopné nebyly zadné rozdily (obr. 21B). Plosny podil
kolagenu v cipech aortalni chlopné byl vyssi neZ v cipech pulmondlni chlopné (p < 0,05)

(obr. 21C) (Kubikova et al., 2017a).
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aortalni chlopen pulmonalni chlopen

C

Obr. 21. Porovnani cipt aortalni (vlevo) a pulmonalni chlopné (vpravo) (Kubikova et
al., 2017a).
Celkova tlouStka stény cipti aortdlnich chlopni byla vétsi nez tlouStka stény cipt

pulmondlnich chlopni (p <0,001). Verhoeffiiv hematoxylin a zeleny trichrom obarvily
kolagen zelen¢ a elastin cerné (A). Nebyly zjistény zadné rozdily mezi ploSnym podilem
elastinu v cipech aortalnich a pulmonélnich chlopni. Cerveno-hnéda elasticka vlakna byla
obarvena orceinem. Plo$ny podil kolagenu v cipech aortalnich chlopni byl vyssi nez plosny
podil kolagenu v cipech pulmonalnich chlopni (p <0,05). Cerveny kolagen typu I byl
obarven pikrosiriovou Cerveni a byl pozorovan v polarizaénim svétle. Métitko 500 pum (A),
100 um (B) a 50 pm (C).
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5.5 SiFeni experimentalné navozené trhliny v aorté a plicnici

Teoretickd hustota prasec¢ikt profili trhliny s elastickymi vlakny byla vyssi nez skute¢na
hustota pruseciki (p <0,001) (obr. 22). Elasticka vldkna i po kryoprezervaci zlstavaji
hodnotnym prvkem stény elastickych cév (Kubikova et al., 2017a).
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Obr. 22. Porovnani teoretické (Pr) a reilné (P.’) hustoty prisecikii mezi trhlinou
a elastickymi vlakny (Kubikova et al., 2017a).

Teoreticka délkova hustota prusecikt profilt trhliny s elastickymi vlakny byla vyssi nez
skute¢na hustota prusecika (p < 0.001).

5.6 PoSkozeni stény renalni tepny ovce pii radiofrekvenéni ablaci
autonomnich nervi

Skorovaci systém ukdzal, ze soucet, maximalni a stfedni pocet bodii poskozeni cév byl
vy$$i po ablaci nez u neoSetfené renalni tepny jak u zvifat oSetfenych pomoci katetru
Symplicity Flex (obr. 23A), tak u zvifat oSetfenych za pouzitim katetru EnligHTN
(obr. 23C). U zvitat oSetfovanych katetrem Symplicity Flex skore nervového poSkozeni
nedosdhlo vyznamného rozdilu ve srovnani s nervovymi pletenémi obklopujicimi renalni
tepnu bez ablace (obrazek 23B). U zvirat, u kterych byl pouzit katetr EnligHTN, bylo skore
poskozeni nervli vy$§i po zakroku nez u nervil neoSetfené rendlni tepny (obr. 23D).

Primarni udaje pouZité pro statistiky jsou shrnuty v tabulce 5 (Téborsky et al., 2017).
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A: Symplicity - cévni poSkozeni po ablaci (after interention) a bez ablace (without intervention)
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Obr. 23. Porovnani poSkozeni cév a nervii u obou katetrii v renalnich tepnach po
ablaci a bez ablace.

U zvitat oSetfenych katetrem Symplicity Flex bylo skore poskozeni rendlnich tepen vyssi
po zasahu neZ bez zasahu (A). U zvifat oSetfenych pfipravkem Symplicity Flex skore
poranéni nervii nedosdhlo vyznamného rozdilu ve srovnani s nervy obklopujicimi
neoSetienou rendlni tepnu (B). U zvifat oSetfenych katetrem EnligHTN bylo skore
poskozeni rendlni tepny vysSs$i po zdkroku nez u rendlni tepny bez zasahu (C). U zvitat
osetfenych katetrem EnligHTN bylo skoére poskozeni nervli vys$si po zakroku nez u nervii
neoSetiené rendlni tepny (D). Data jsou zobrazena jako stfedni hodnoty, boxy piedstavuji
horni hranice prvniho a tfetiho kvartilu, a isecky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty
pro kazdou skupinu. Statisticky vyznamné rozdily byly vyznaceny (*p < 0,05),
Wilcoxonlv parovy test. Pozn. Sum of the vascular/nerve injury score — soucet bodl
cévniho/nervového poskozeni, maximum vascular/nerve injury — maximalni cévni/nervové
poskozeni, mean vascular/nerve injury score per segment — prumérny pocet bodi
cévniho/nervového poskozeni na segment.
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Pouziti katetru EnligHTN vedlo k vétSimu poskozeni rendlni tepny ve srovnani
s katetrem Symplicity Flex (obr. 24A). Pouzitim EnligHTN katetru bylo dosazeno vétsiho
souctu bodi poskozeni nervii a primérného poctu bodii poranéni nervii ve srovnani

s ucinky katetru Symplicity Flex (obr. 24B) (Téborsky et al., 2017).

A: Skére cévniho poskozeni po ablaci.
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Obr. 24. Porovnani ucinkii dvou typu katetrii na renalni tepnu a nervova vlikna
probihajici kolem ni po ablaci (Taborsky et al., 2017).

Pouziti katetru EnligHTN vedlo k vétSimu poSkozeni renélni tepny ve srovnani s katetrem
Symplicity Flex (A). Pouziti EnligHTN katetru vedlo k vétSimu souétu bodli poranéni

o v & @ ™

0

nervi a k primérnému skoére poranéni nervll ve srovnani s katetrem Symplicity Flex (B).
Data jsou zobrazena jako stfedni hodnoty, boxy pfedstavuji horni hranice prvniho a tietiho
kvartilu, a usecky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro kaZzdou skupinu.
Statisticky vyznamné rozdily byly vyznaceny (* p < 0,05, ** 0,01 > p > 0,001), Mann
Whitney U test. Pozn. Sum of the vascular/nerve injury score — soucet bodl
cévniho/nervového poskozeni, maximum vascular/nerve injury — maximalni cévni/nervové
posSkozeni, mean vascular/nerve injury score per segment — prumérny pocet bodu
cévniho/nervového poSkozeni na segment.
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Typické histologické ndlezy nachazejici se ve stén¢ renalnich tepen po ablaci
katetry jsou ukdzany na obr. 25. V tepndch oSetienych katetrem Symplicity byly léze
cévnich stén mén¢ rozsahlé a Casto postihovaly pouze jeden kvadrant cévni Casti (obr. 25A ,
B). U tepen oSetifenych katetrem EnligHTN byly vaskularni 1éze rozsahlejsi a ¢asto postihly
nékolik kvadranti na pti¢nych fezech nékolika segmentd (obr. 25E, H). Kromé cirkularni
vrstvy hladkych svalli mély vSechny renalni tepny, vySetiené v tomto zvifecim modelu,

také dalsi podélnou vrstvu hladkych svalovych bunék (obr. 25) (Taborsky et al., 2017).

Typické nalezy v nervovych vldknech doprovazejicich renalni tepny jsou
zndzornény na obr. 26. V mnoha ¢astech byly nalezeny zdravé a morfologicky normalni
nervy, ¢asto ve sméru opacném k poskozenému kvadrantu tepny (obr. 26). VSechny typy
poranéni nervil ukdzané na obr. 12 a uvedené v tabulce 6 byly ¢ast&jsi u zvitat, kterym byly
oSetfeny katetrem EnligHTN, ve srovnani se zvifaty oSetfenymi katetrem Symplicity

(Taborsky et al., 2017).
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Obr. 25. 'iady histologick)’fch nalezi cé?niho poskozeni u obou skupin zvirat po
ablaci s pouzitim katetru Symplicity Flex (vlevo) a EnligHTN katetru (vpravo)
(Taborsky et al., 2017).

U tepen oSetfenych katetrem Symplicity byly 1éze cévni stény méné rozsihlé, casto
postihujici pouze jeden kvadrant cévni ¢asti (A, B, Sipky). Doprovodné nervy byly casto
zcela normalni a nedotéené (A, B, Spicky Sipek). Nékdy bylo oslabeni stény a denaturace
kolagenu pfti ztraté hladkého svalstva (C, Sipka) doprovéazeno sousedicim edémem tkanové
vrstvy (C, $picka Sipky). U jednoho zvifete bylo postizeno vice kvadranti (D). U tepen
oSetfenych katetrem EnligHTN byly cévni 1éze rozsahlejSi a cCasto ovlivilovaly vice
kvadrantli v prafezech n¢kolika segmentti (E-H, Sipky). VSechny snimky ukazuji, Ze renalni
tepny u ovci maji nejen kruhovou vrstvu hladkého svalu, ale také znacné tlustou vrstvu
podélného hladkého svalu. Verhoeffiiv hematoxylin a zeleny trichrom (A, B, E-F),
Malloryho trichrom (C), imunohistochemickd detekce a-hladkosvalového aktinu (G-H,
tmavé hnéda pozitivita). Métitko 500 um (A-H).

D . ;
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Obr. 26. Priklady histologickych nalezti po§kozenych nervii u obou skupin zvirat po
ablaci katetrem Symplicity Flex (vlevo) a EnligHTN (vpravo) (Taborsky et al., 2017).
V mnoha ¢astech byly nalezeny zdravé a morfologicky a imunohistochemicky normalni
nervy (A, E, cervené Sipky) v blizkosti rendlni tepny. V obou skupindch zvifat byla bézné
nalezena hyperémie nervi bez dalSiho poskozeni nervové mikrostruktury (B, F).
S vyjimkou uplné imunohistochemické negativity (zde neuvedené viz obr. 12) byly nckteré
nervové svazky casteCné posSkozeny a vykazovaly lokalni ztratu imunopozitivity na
neurofilamentovy protein (C) nebo tyrosin hydroxyldzu (D, H). V nékterych nervovych
svazcich byly mikrocév ve vasa nervorum (G, Cernd Sipka) roztaZzeny nebo zniCeny.
Imunohistochemickd detekce neurofilamentového proteinu (A, C, E, tmavé hnéda
pozitivita), imunohistochemickd detekce tyrosin hydroxylazy (D, H, tmavé hnéda
pozitivita), Verhoeffuv hematoxylin a zeleny trichrom (B, F). Métitko 500 um (A, E), 200
um (B-D, F) a 100 um.
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5.7 Porovnani sloZeni a bunééné osidleni cévnich nahrad po implantaci

5.7.1 Kvantitativni analyza

Parametry, které jsme kvantitativné¢ hodnotili, jsou uvedeny v legendach obrazka 27-30:
tloustka Stépu a relativni distribuce a hustota profild jader bunék prostoupenych Stépem
(obr. 27), plosny podil elastinu v nahradé (obr. 28), plosny podil kolagenu v nahradé (obr.
29) a plosny podil a-hladkosvalového aktinu (obr. 30).

PCL 4 S~ PCL+NO

§ oo RS X A
6 mésicl 6 mésict’ ¥

P =

Obr. 27. Vzorky barvené hematoxylinem-eosinem pouzité pro hodnoceni tloust’ky
$tépu a relativni distribuce a hustoty profili jader bunék prostupujicich $tépem.
Vsechny vzorky jsou orientovany tak, aby prasvit smefoval nahoru. Ackoli nékteré
z jednotlivych vzorkl vykazovaly urc€ité preferencni rozlozeni jader, statisticka kvantifikace
nevykazovala zaddné rozdily pii porovnavéani typti S$tépi nebo skupin s rlznymi Casy
implantace. Vnitini tfetina tloustky sStépu byla osidlena buikami hustéji nez stfedni
(p <0,01) avngjsi vrstva (p < 0,05). Métitko 200 um. Pozn. PCL — polykaprolaktan; NO —
oxid dusnaty.
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Obr. 28. Vzorky barvené orceinem, pouZité pro hodnoceni ploSného podilu elastinu

(tmavé hnédy) v cévni nahradé.

Vsechny vzorky jsou orientovany tak, aby prusvit sméfoval nahoru. Po 10 dnech od
implantace byly zjiStény jen zanedbatelné nebo Zadné stopy elastinu (vétSina tmavé
hnédych skvrn jsou faleSné pozitivni skvrny na okrajich mikrostruktury Stépu).
Po 6 mé&sicich byly oba typy St€pi pokryty neointimalnim endotelem, pod kterym byly
ulozeny rizné elastické vrstvy. Podil elastinu byl vys§i po 6 mésicich neZ po 10 dnech

(p <0,001). Métitko 200 um. Pozn. PCL — polykaprolaktan; NO — oxid dusnaty.

81



Vysledky
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Obr. 29. Vzorky barvené pikrosiriovou €erveni a pozorované v polarizaénim svétle
pro hodnoceni ploSného podilu kolagenu (¢erveny) v cévni nahradé.

Vsechny vzorky jsou orientovany tak, aby prisvit sméfoval nahoru. Po 10 dnech byla
v obou typech $tépu zjisténa piitomnost kolagenu v blizkosti vnéjSiho okraje St€pu. Malé
mnozstvi kolagenu také v adlumindlnich cCastech Stépu bylo v nékterych vzorcich se
St€épem obohacenym o oxid dusnaty. Po 6 mé&sicich bylo pfitomno vétsi mnozstvi kolagenu
nez po 10 dnech (p < 0,001). Stépy ze skupiny vzorki obohacenych oxidem dusnatym
vykazovaly tendenci k homogennéjSimu rozloZeni kolagenu. Celkovy ploSny podil
kolagenu byl srovnatelny uobou typa Stépt. Meétitko 200 pm. Pozn. PCL -
polykaprolaktan; NO — oxid dusnaty.
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Obr. 30. Imunohistochemicka detekce a-hladkosvalovému aktinu (hnéd4a) pouzita pro
hodnoceni jeho plo§ného podilu v cévni nahradé.

Vsechny vzorky jsou orientovany tak, aby prisvit smétoval nahoru. Po 10 dnech byly
buniky vykazujici pozitivitu na a-hladkosvalovy aktin v sousedstvi s prisvitem S$tépt
z &istého polykaprolaktanu. St&py obohacené o oxid dusnaty pfileZitostnd vykazovaly také
aktin-pozitivni buiiky ve stfednich vrstvach §tépu. Po 6 mésicich mély oba typy $té€pi dobie
diferencovanou vaskularni vrstvu, ktera vykazovala pravidelné uspotfadani hladkych
svalovych bunék vietenovitého tvaru. Navic $t€py obohacené o oxid dusnaty vykazovaly
oblasti aktin-pozitivnich buné€k také v hlubSich vrstvach. Mnozstvi aktinu bylo srovnatelné
u obou typt $tépt. Métitko 100 pm. Pozn. PCL — polykaprolaktan; NO — oxid dusnaty.
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Primérny pocet profilti jader na jednotku plochy celého $tépu siln¢€ koreloval jak
s poctem profilti jader na jednotku plochy ve vnitini (adlumindlni) tetin€ tloustky Stépu
(Spearman r = 0,79), tak s poctem profilii jader na jednotku plochy ve stiedni tfetiné
tloustky stépu (r=0,78), ale také s poctem profilli jader na jednotku plochy ve vnéjsi
(abluminalni) tfetin¢ tloustky stépu (r = 0,85). To znamena, Ze u vrstev s velkou bunécnou
infiltraci byly vSechny vrstvy statisticky zodpovédné za celkovou vysokou bunécnou
infiltraci, ale nejvice vnéj$i vrstva. Prostoupeni vnitini vrstvy buitkami byla statisticky
nezavisld na prostoupeni stiedni a vné&jSi vrstvy. Prostoupeni stiedni vrstvy bunkami
vykazovala mirnou korelaci s vné&jsi vrstvou (r = 0,59). Pocet profili jader na jednotku
plochy ve stiedni tfetiné tloustky stépu stiedné koreloval (r= 0,66) s plosnym podilem
hladkosvalového aktinu v celé¢ nahrad€. Plosny podil kolagenu v ndhradé mirné az silné
pozitivné koreloval s ploSnym podilem elastinu v nahradé (r = 0,74). To znamena, Ze

vzorky s vétsim plosnym podilem kolagenu obsahovaly také vice elastinu a naopak.

Vzhledem k malému poctu vzorkli byly pro tcely porovnani typu cévni nahrady
slouceny oba ¢asy implantace vzorkl (10 dni a 6 mésicit). Nebyly zjiStény Zadné statisticky
vyznamné rozdily pfi porovnavani vzorkd s ndhradami z cistého polykaprolaktanu

a obohaceného o oxid dusnaty.

Vzhledem k malému pocétu vzorkli byly pro ucely porovnani vzorkti podle doby
implantace slouceny oba typy nadhrad (z Ccistého polykaprolaktanu a obohaceného
polykaprolaktanu o oxid dusnaty). PloSny podil jak elastinu, tak kolagenu byl vyssi
ve vzorcich po 6 mésicich od implantace ve srovnani se vzorky po 10 dnech (p < 0,001).
Dalsim rozdilem velmi blizko statistické vyznamnosti (p = 0,051) byla tendence k vétsi
vzdalenosti jader bun€k od vnéjsi hranice $t€épu po 10 dnech nez po 6 mésicich, tj. builky
byly bliz k adluminalnimu povrchu po 10 dnech neZ po 6 mé&sicich. Jinak nebyly nalezeny

zadné dalsi rozdily.

5.7.2 Ostatni nalezy

U jednoho vzorku z celkového poctu 14 doslo k uzavieni jeho prasvitu. VSechny ostatni

vzorky mély voln€ prichodny prisvit bez zndmek trombdzy. Po Sesti mésicich byla
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nalezena metaplazie v chrupavku u jednoho S§tépu z Cistého polykaprolaktanu a také u
jednoho $tépu obohaceného o oxid dusnaty t€sné€ u napojeni mezi aortou a nasitou nahradou

(obr. 31).
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Obr. 31. Metaplazie v chrupavku v cévnich nahradach po 6 mésicich.

Jeden vzorek s Cistym polykaprolaktanovym §tépem a jeden vzorek se St€épem obohacenym
o oxid dusnaty obsahoval oblasti pojivové tkané morfologicky pfipominajici chrupavku.
Ob¢ byly nalezeny tésné u napojeni St€pu na aortalni segmenty. Buinky morfologicky
pripominaly chondroblasty a chondrocyty (prostiedni snimky) a mezibunéénd hmota byla
slabé pozitivni pfi barveni na neutralni glykosaminoglykany (barveni PAS, spodni snimky)
a silné pozitivni vici kyselym glykosaminoglykantim (barveni alcianovou modii, spodni
snimky) typické pro chrupavku. Hematoxylin-eosin (horni ctvefice snimkil), PAS
kombinovany s alcianovou modfi (spodni snimky); méfitko 200 pm. Pozn. PCL —
polykaprolaktan; NO — oxid dusnaty.
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Po 10 dnech od implantace byla proximalni a distdlni ¢ast ndhrady sousedici
s aortou vystlana endotelem u obou typll ndhrad, pficemz pfiblizné polovina Stépu zlstala
bez morfologicky diferencovaného endotelu (obr. 32). Ale ani oblasti bez endotelu
nevykazovaly 7adné znamky trombozy. Po 10 dnech byl endotel negativni na jakykoliv
z endotelidlnich znakl (von Willebrandiv faktor, CD34, CD31). Po Sesti mésicich byly
vSechny vzorky kompletné pokryty endotelem pozitivnim na von Willebrandiiv faktor (obr.
32), ale negativnim na CD34 a CD31. Pii endotelizaci obou typil §tépli nebyl zaznamenan

zadny rozdil.

PCL . PCL+NO
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Obr. 32. Endotelova vystelka u obou typii nahrad.
Po 10 dnech byly endotelialni buiiky negativni viici jakémukoliv imunohistochemickému
znaku, ale byly morfologicky odlisné. Periferni oblasti obou typil Stépi byly pokryty
endotelovymi bunkami, ale centrdlni oblasti zabirajici priblizné polovinu $tépti nebyly
pokryty endotelem ani u nahrad z cCistého polykaprolaktanu, ani obohacené¢ho o oxid
dusnaty. Po Sesti mésicich byly oba typy $tépt zcela pokryty endotelem pozitivnim na
von Willebrandiv faktor. Méfitko 50 um. Pozn. PCL — polykaprolaktan; NO — oxid
dusnaty.
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6 Diskuze

6.1 SlozZeni aorty prasete v riiznych proximodistalnich segmentech a
v zavislosti na stari

6.1.1 SloZeni hrudni aorty je odliSné od sloZeni briSni aorty

V segmentech prase¢i aorty v proximodistalnim sméru se obsah elastinu zvysil a dosahl
svého maxima v hrudni sestupné aorté¢ a pak se snizil na minimum v bfiSni aorté.
Prekvapivé byla sténa suprarendlni aorty srovnatelnd se sténou infrarendlni bfiSni aorty.
Infrarenalni bfi$ni aorta vykazovala tendenci k niz§imu obsahu elastinu (obr. 13A) a vyssi
pozitivit¢ na vimentin (obr. 13D) nez suprarenalni aorta, ale zadny z téchto rozdili nebyl
statisticky vyznamny. Vyssi obsah elastinu v hrudni aorté ve srovnani s bfisni aortou, ktery
jsme pozorovali v nasi studii, je v souladu s vysledky n€kolika studii u riznych savci (Guo
and Kassab, 2004; Sokolis et al., 2008; Dinardo et al., 2014). V¢tSina autorti pfimo
ptisuzovala rozdily v mechanickém chovani aortalni stény k riiznému obsahu elastinu
v tunica media. Napiiklad Guo a Kassab (2004) pozorovali niz§i pomér napinani
a Cauchyova stresu v prase¢i hrudni aorté¢ a Roach a Song (1994) pozorovali, Ze dolni
bfiSni aorta se roztrhla pfi niz§im zatizeni na pocatku, ale k disekci aorty bylo potteba
mnohem vys§i energie (Roach and Song, 1994). Dinardet al. (2014) pozoroval vyssi tuhost
v bfiSni aorté v disledku sniZeného obsahu elastinu. Kromé& mechanické funkce elastinu
v aortalni stén¢ mize byt tento protein dulezity v prubéhu Sifeni zanétlivych zmén, protoze
Lannoy et al. (2014) pozoroval, Ze elastin spolené s fibrillinem plsobi jako autokrinni
faktor, ktery reguluje aktivitu a dostupnost transformujiciho riistového faktoru ve tkani
(Lannoy et al., 2014). Je zajimavé, ze nizsi podil elastinu ve vzestupné aorté a aortalnim
oblouku v nasi studii nebyl v zddné jiné studii zminén, pfestoze jsou znamy poruchy, jako
jsou vyduté hrudni aorty, které jsou oslabeny pravé v proximdlnich oblastech aorty
(Kuzmik et Al., 2012). Kombinace vysokého krevniho tlaku v proximalnich segmentech
aorty a ponckud mensi hladiny elastinu v tunica media by mohly vést ke snizeni odolnosti
této oblasti kardiovaskularniho systému. Vzestupnd aorta se 1iSi od aortalniho oblouku
a sestupné hrudni a bfiSni aorty v obsahu elastinu a fenotypu bunék hladkého svalstva.
Ko et al. (2001) naSel pfevazn¢ populaci bun¢k pozitivnich na desmin a negativnich na

konexin 43 v aortdlnim oblouku a sestupné aorté potkanti, stejné jako prevazné desmin
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pozitivnich a konexin 43 negativnich populaci hladkych svalovych bunék v bfisni aorté.
Hladké svalové buiiky pozitivni na desmin a konexin 43 byly omezeny na vzestupnou aortu
u potkanti (Ko et al., 2001). V nasi studii nebyla studovana exprese konexinti hladkymi
svalovymi buiitkami. AvSak i v praseci aort¢ byla v tunica media vzestupné aorty vyssi mira
desminu ve srovnani s aortadlnim obloukem (s trendem v sestupné hrudni aort€). Obecné
plati, ze naSe vysledky potvrdily vyssi relativni hladinu hladkych svalovych bunék
pozitivnich na aktin v bfiSni aort¢ ve srovnani se segmenty hrudni aorty (Tonar et al.,
2015a). Tato data podporuji vysledky Arnauda (2000), ktery uvedl vyssi metabolickou
aktivitu a vyslednou sniZzenou toleranci proti kryoprezervaci v distalnich segmentech
segmentu aorty (Arnaud, 2000). Informace o rozsifeni fenotypti hladkych svalovych bun¢k
v aorté a cévnim stromu ndm mohou pomoci pochopit vyvoj atherosklerdzy a jejich slabych
mist, protoze (alespon u lidi) hladké svalové buniky se syntetickym fenotypem se mohou
Sifit a produkovat mezibunénou hmotu, hrajici dulezitou roli v postupu tohoto onemocnéni

(Rao et al., 2000).

6.1.2 Podil elastinu a kolagenu ztistal konstantni u odstavenych selat, ale podil
aktinu zustal konstantni béhem ristu u vykrmovych prasat

U selat do 75. dne stafi nebylo zvétSeni tlouStky stény (obr. 13F) doprovazeno
vyznamnymi zménami v podilu elastinu a kolagenu. Vysledky naznacuji, Ze tvorba elastinu
a kolagenu pokracuje u selat po narozeni a u odstavenych selat umérné k zesileni aortalni
stény, coz odpovida vysokému podilu bun¢k odvozenych z mezenchymu pozitivnich na
vimentin, které produkuji vldkna mezibunécné hmoty. U vykrmovych prasat starSich 180
dni se podilu elastinu snizil a kolagenu zvysil (obr.15A-B). To by mohlo byt zpiisobeno
nizsi rychlosti syntézy elastinu béhem starnuti a metaloprotedzami nebo fibrinolytickymi
faktory ovlivitujicimi pfestavbu aortalni stény (Krikova et al., 2009). Je zajimavé, ze podil

aktinu nebyl vékem ovlivnén (Tonar et al. 2015a).
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6.1.3 Silnéjsi segmenty aorty maji vyssi podil elastinu a kolagenu a niZz§i podil
kontraktilnich bunék

Tloustka aorty zavisi soucasné na dvou proménnych, zvysSuje se s vékem (obr. 13F), ale
snizuje se v proximodistalnim sméru (obr.1 2F). Korela¢ni analyza mezi elastinem a znaky
hladkych svalovych bunék ukazala, ze zvySena tloustka stény proximalnich segmentl aorty
korelovala s vys$§im podilem elastinu a kolagenu a s niz§im podilem aktinu, desminu
a vimentinu. Celkovy podil desminu byl niz§i nez vimentinu, coz je v souladu s ptiivodnimi
nalezy Franka and Warrena (1981), ktefi uvedli, ze vimentinova intermedialni vlakna
pfevazuji nad desminovymi vlakny v aortalnich hladkych svalovych buitkédch (Tonar et al.,

2015).

6.1.4 Vyznam studie

Znalost segmentové a ve&kové variability prase¢i aorty je uzite¢nd pii planovani
experiment s hrudni a bfisni aortou a odhadu poctu potifebnych zvifat. Vzhledem
k rychlému ristu selat bude pfinosem pro experimenty s rostoucim prase¢im modelem,
ve kterém je rhst stény tepny soucasti experimentidlniho navrhu, jako jsou pokusy
s rekonstrukei aorty a nahrazenim aorty (Cheng et al., 2001; loannou et al., 2003) a tepenné
bandaze napodobujici paliativni operaci plicnice novorozencli s vrozenymi srde¢nimi
vadami (Nedorost et al., 2013). Udaje o slozeni aortalni stény z nasi studie byly pouZity pro
korelaci s hustotou vasa vasorum. Z vysledka vyplyva, vétsi hustota vasa vasorum v tunica
media koreluje s vétsi tloustkou tunica media a vétSim podilem elastinu (Tonar et al.,
2016). Daéle byly vysledky pouZity pro sledovani korelace s orientaci hladkych svalovych
vldken v tunica media praseci aorty (Tonar et al., 2017). Nedostatek kvantitativnich rozdilt
v kompozici stén mezi suprarendlni a infrarendlni bfiSni aortou v nasi studii poskytuje
zajimavé informace o vyvoji chirurgickych pfistupl. Infrarendlni bfiSni aorta je podstatné
snadné&ji posuzovana a muze tedy slouzit jako ekvivalentni model pro suprarendlni aortu
s podobnym histologickym slozenim. Pfi modelovani jinych oblasti aorty je tfeba pfi

interpretaci vysledkt peclivé zvazit rozdily ve sloZeni aortalni stény (Tonar et al., 2015a).
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Data z této studie mohou byt pouzity v biomechanickych modelech praseci aorty zalozené
na histologickych nalezech (Sokolis, 2010; Horny et al., 2014a, 2014b) nebo k lepSimu
pochopeni mechanického selhani pti disekci aorty (Kriiger et al., 2016; Witzenburg et al.,
2017). Modelovani biomechaniky praseci aorty se znacn¢ prekryvaji s modely lidské aorty
(Holzapfel and Ogden, 2010; Humphrey and Holzapfel, 2012; Schriefl et al., 2012; Wilson
et al., 2012), v tomto ohledu vyuzil nase nalezy Sokolis et al. (2017). K tomuto tcelu mize
byt rast aortalni stény popsan pomoci rustovych kiivek podle Gielecki et al. (2006) nebo
Szpinda (2007).

6.1.5 Metodicka omezeni studie

Me¢teni tloustky stény bylo ovlivnéno vyfiznutim aorty a postmortdlni kontrakci cévnich
segmentd. Bylo vSak vyvinuto usili manipulovat se v§emi vzorky aorty stejnym zplisobem,
aby se zachovala pfirozend vné&jsi hranice stény aorty. Neprovedli jsme Zadnou korekci
smr$téni tkdni. Nenasli jsme vSak témét zadné mikrotrhliny v tunica media a zadné mezery
mezi slozkami. Nebyly zjiStény Zadné vyznamné rozdily smr$téni mezi elastinem,
kolagenem, hladkymi svalovymi butikami a dal§imi sloZkami mezibunééné hmoty béhem
fixace, zalévani do parafinu nebo krajeni. Proto s nejvétSi pravdépodobnosti nebylo
zkresleno hodnoceni ploSnych podili jednotlivych slozek. Uvadime data jako stfedni
hodnoty pro tunica media, aniZ bychom popsali radidlni rozdily v tunica media. Posouzeni
rozdili mezi elastickymi lamelarnimi jednotkami by vyZadovalo perfuzni fixaci, aby se
vyloucilo jakakoli zkresleni vyvolané posmrtnou kontrakeci. Kromé toho pfitomnost vasa
vasorum v tunica media mohla byt zdrojem zkresleni, protoZe je negativni na elastin, ale
pozitivni na a-hladkosvalovy aktin, desmin a vimentin. NasSe studie neodliSovala vzorky od
dorzélni, lateralni a ventralni strany bfiSni aorty. Dal§im omezenim je to, Ze odhady byly
vzdy zalozeny na jednom fezu na barvici metodu a anatomickou polohu. Vzhledem k poctu
zvitat jsme neprovadéli soubé&znou statistiku se seskupenim vzork podle aortalnich

segmentd a véku (Tonar et al., 2015a).
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6.2 Orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete

Byly nalezeny statistické souvislosti mezi proménlivosti orientace hladkych svalovych
bun¢k a slozenim tunica media podle segmenti aorty u prasat. Ve vzorcich s vétSim
podilem kontraktilnich hladkych svalovych bun¢k a mensim podilem elastinu byly
symetrické Sroubovice hladkych svalovych bunék tésné navzajem usporadany a byly vice
soustiedéné nez ve vzorcich s vétSim podilem elastinu a s mensim podilem hladkych
svalovych bungk, které¢ byly méné pozitivni na aktin a desmin. Tyto ndlezy jsou vhodné pro
biomechanické modelovani praseci aorty zalozené na strukture (Horny et al., 2014b; Polzer

et al., 2015) za normalnich podminek (Tonar et al., 2017).

6.3 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aorty a plicnice

Nase vysledky ukézaly, Ze kalcifikace negativné korelovala s mezni deformaci u aort, tzn.,
ze deformace aortalni tkan¢ byla snizena kalcifikaci. To je v souladu se zjiSténim
Niederhoffer et al. (1997), ze kalcifikace aorty zvySuje jeji tuhost. Pfitomnost kalcifikace
vedla k vzniku lokalniho napéti a ruptury v téchto oblastech (Marra et al., 2006; Li et al.,
2008). V nasi studii jsme nevidéli vice kalcifikace kolem trhlin neZ v jinych castech
vzorku. Avsak Stépy aorty a plicnice jsou makroskopicky vySetfeny kardiochirurgem
v dobé procedury odebrani §tépu pied jeho kryoprezervaci. Pokud jsou nalezeny léze
s kalcifikaci, neni alotransplantat zatazen do tkanové banky. Proto jsme pozorovali pouze

malé oblasti s kalcifikaci (obr. 1F) v tunica media aorty a plicnice (Kubikova et al., 2017a).

Vysledky histologické kvantifikace ukazaly, Ze zdkladnimi sloZkami stény aorty
aplicnice jsou elastin a kolagen. Nelinearni chovani komponent vzorkli lze vysvétlit
mechanickymi vlastnostmi, konstrukénim slozenim a propojenim kolagenu a elastinu.
Kolagen je zvinény, coZ ptispivd k mechanickym vlastnostem tkan¢ pouze pii vysSich
hodnotach deformace po jeho narovnani ve sméru zatizeni. V pocatecni fazi zatiZeni
ovlivituje kolagen pouze nepatrné modul pruznosti tkdn€. Hlavni tlohu pfi malych
deformacich hraje elastin s malym Youngovym modulem pruznosti (0,6 MPa v ligamentum

nuchae) (Vincent, 1990). Kolagenova vldkna maji po nataZzeni vysoky Youngiv modul
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pruznosti (1-2,5 GPa pro kolagen ve §laSe potkana) (Meyers et al., 2008) a zacnou piispivat

k celkové mechanické odezvé tkané (Kubikova et al., 2017a).

V soucasné dobé se pouzivaji pouze kryokonzervované alotransplantaty lidskych
cév a chlopni, které byly uchovavany zamrazené po dobu krat$si nez pét let. Toto je
zalozeno na zvyklosti tkanovych bank a stavajicich vysledcich studie pétiletych
kryoprezervovanych vzorkii (Goffin et al., 1996). Bohuzel neexistuji zadné studie
porovnavajici mechanické vlastnosti a histologické slozeni téchto vzorkt s témi, které byly
uchovavany po dobu delsi dobu (Kubikova et al., 2017a). Proces kryoprezervace a nasledné
rozmrazeni $tépu pied pouzitim zplsobuje ztratu endotelu na povrchu stény aorty (Novotny

etal., 2017).

V této studii bylo nékolik omezeni. Nékteré parametry (napiiklad tlouStka stény)
mohou byt ovlivnény malymi rozdily v orientaci pfi zalévani vzorkii do parafinu. Navic
nase studie zahrnovala pouze jednoosé zatizeni. Je zndmo, ze dvouosé zatizeni poskytuje
komplexnéjsi nédhled na mechanické chovani kardiovaskularnich vzorka (Metzler et al.,
2012), ale zvolili jsme jednoosé zatiZzeni a Younglv modul pruznosti ve dvou linedrnich
oblastech, konkrétn¢ v oblasti malych deformaci a oblasti velkych deformaci, abychom
ziskali jednoduchou a fyzikdlné vyznamnou charakteristiku pasivniho mechanického
chovani kotfent aorty a plicnice. Tato vlastnost miize byt snadno pouzita pro porovnani

riznych skupin alogennich $tépt (Kubikova et al., 2017a).

6.4 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aortalni a pulmonalni
chlopné

Vysledky histologické kvantifikace ukéazaly, ze stejné jako u aorty a plicnice, hlavnimi
slozkami cipti chlopni jsou elastin a kolagen. Zapojeni elastinu a kolagenu pii odpovéedi
tkdn¢ na zatizeni v oblasti malych a velkych deformaci je popsdno vySe. Rozlozeni
elastickych vldken neni zavislé na pohlavi, ale je odlisné v jednotlivych vrstvach cipi
chlopni (Otto et al., 2006), my jsme hodnotili plosny podil elastinu v celé sténé cipii
(Kubikova et al., 2017a).
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U ovci byla zkoumdna funkce Stépti kryoprezervovanych mitralnich chlopni po
implantaci misto trikuspidalni chlopné. Mechanicka kvalita $tépti byla podle chirurga velmi
dobra (Vojacek et al., 2006). Proto v dalsi studii implantovali ovcim kryoprezervované
lidské Stépy mitralni chlopné a hodnotili mechanické vlastnosti. Nebyly zjisStény zadné
vyznamné rozdily v hodnocenych parametrech, kryokonzervace tedy vyznamné
neovlivituje mechanické vlastnosti tkané¢ (Hlubocky et al., 2011). Tato studie vsak
postradala morfologické hodnoceni (Kubikova et al., 2017a). Stejn¢ jako endotel cév je
1 endotel pokryvajici povrch cipti chlopni poskozen kryoprezervaci (Burkert et al., 2008).
Bylo provedeno také mnoho studii se srde¢nimi chlopnémi prasete (Vesely, 1998; Balaoing
et al., 2014). Studie Martina a Suna (2012) naznacuji, ze jednolety model ovce a 6- az
9mési¢ni model prasete nemusi byt dostate¢né reprezentativni pro typické starnuti lidské
tkané. Starnouci lidské aortalni chlopné jsou tuzsi a maji odliSnou histologickou strukturu
nez sledované zviteci modely (Kubikova et al., 2017a). Tyto zvifeci modely by mély byt

pouzivany s opatrnosti v budoucich studiich (Martin and Sun, 2012).

V soucasné dob¢ se pouzivaji pouze kryokonzervované alostépy lidskych chlopni,
které byly kryoprezervovany po dobu krats$i nez pét let stejné jako je tomu u $tépl kotene
aorty a plicnice. To je zalozeno jen na zvyklostech tkanovych bank. Prozatim neexistuji
studie srovnavajici mechanické vlastnosti a histologické sloZeni chlopni mrazenych méné
avice nez 5 let. Proto by mély byt provedeny dalsi studie na pouZitelnost téchto St&pi

(Kubikové et al., 2017a).

Nase vysledky mohou byt pouzity pro vypocetni modelovani mechaniky srde¢nich
chlopni (Prot et al., 2010) nebo k optimalizaci sloZzeni umélych chlopni, které se snazi co

nejvice napodobit skutecné vzorky (Kubikova et al., 2017a).

Stejnd omezeni, jaka byla u hodnoceni mechanickych vlastnosti a slozeni aorty
v nasi prechozi studii, se vyskytovala i pfi analyze cipii aortdlni a pulmonalni chlopné

(Kubikova et al., 2017a).
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6.5 SifFeni experimentalné navozené trhliny v aorté a plicnici

Teoretickd hustota prasecikii elastickych vlaken spolu s profilem experimentalné vytvoiené
trhliny aorty a plicnice byla vét§i nez skutecnd hustota prusecika (p < 0,001). Trhlina se
Sifila mimo elastickéd vlakna, tzn., ze elasticka vldkna jsou i po kryoprezervaci hodnotnou

slozkou stény aorty a plicnice (Kubikova et al., 2017a).

6.6 Poskozeni stény renalni tepny ovce pri radiofrekvencéni ablaci
autonomnich nervii

Multicentrickd studie PRAGUE-15 srovnavala vliv rendlni denervace a spironolaktonu
(diuretika) na snizeni krevniho tlaku po jednom roce a dvou letech. Po roce mélo piridani
spironolaktonu vyznamné leps$i G€inek na snizeni krevniho tlaku neZz pfi renalni denervaci.
Po dvou letech se zdal byt spironolakton stale G¢innéjsi, ale rozdil uz nebyl statisticky
vyznamny (Rosa, 2017). Zvysledki soucasnych studii stdle neni zcela ziejmy
mechanismus uc¢inku rendlni denervace. Abychom rozsitili poznatky ziskané v predchozich
preklinickych studiich (Booth et al., 2015; Gan et al., 2015; Sakakura et al., 2015; Mahfoud
et al., 2016), zamé¢ftili jsme se na zkoumani u¢inkli jednobodového a vicebodového katetru
po 48 hodinach od ablace autonomnich pleteni doprovazejici renalni tepnu. Tato pocatecni
faze denervace, respektive bezpeCnost pouziti a vliv na mikroskopickou stavbu renalni

tepny a autonomnich pleteni, nebyla dosud zkouména (Taborsky et al., 2017).

Hlavnim zji$ténim pfi histologickém hodnoceni poskozeni stény rendlni tepny
a pfidruzenych nervli bylo, Ze postup denervace pomoci vicebodového abla¢niho katetru
vedl k vyrazné¢ vy$Simu vyskytu vaskuldrniho a perivaskuldrniho posSkozeni, nejspiSe
vlivem dobré ucinnosti tohoto postupu. Nicméné zadna varianta denervace nedosdhla
uplného poskozeni cilovych renalnich nervovych pleteni, pravdépodobné kvuli anatomické
variabilité stény rendlni tepny a variabilnimu rozdéleni periarterialni nervové pletené u ovci

(Téborsky et al., 2017).

Prestoze jsme si védomi hrubych anatomickych a morfologickych rozdili mezi

ptislusSnymi strukturami u ovci a lidi, studie modelu ovci se zdaji byt klinicky relevantni.
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Kromé rozdilné anatomické lokalizace levé ledviny u ovei jsme zaznamenali také rozdily
v tloust'’ce tunica media rendlni tepny. Histologickd morfometrickd analyza ukazala, ze
tloustka renalni tepny u ¢lovéka vyznamné souvisi s vékem a jak intima, tak i media
podstupuji hyperplazii s vékem (Reddy et al., 2011). Dalsim problémem je to, ze u lidi je
distribuce periarteridlnitho nervu s ohledem na hustotu, velikost a vzdéalenost od prisvitu
rizna podél délky rendlni tepny (Sakakura et al., 2014). Zjistili jsme, Ze u ovci se
vzdalenost periarteridlniho rendlniho nervu od prisvitu rendlni tepny pohybovala
od 1 do 3 mm. Celkové takové individualni variability mohou zfejmé ovlivnit u¢innost
postupu denervace zaméteného na renalni denervaci a tato studie poskytuje dalsi dikaz, ze
rozsah poskozeni nervové struktury béhem denervace zavisi na vzdalenosti od mista ablace
(Téborsky et al., 2017). Toto pozorovani mize pomoci vysvétlit omezené antihypertenzni
ucinky denervace a muze byt také relevantni pro proces nasledné progresivni regenerace

(Booth et al., 2015; Sakakura et al., 2015).

Porovnani morfologickych ucinkli pouziti jednobodovych a vicebodovych ablacnich
katetri siln¢ naznacuje, Ze zvySeni poctu ablac¢nich mist zvySuje pravdépodobnost vzniku
poskozeni nervll kolem rendlni tepny (Tzafriri et al., 2014; Tsioufis et al., 2015; Rosa et al.,
2016). Je pravda, ze dikazy o dlouhodobych vynikajicich ucincich vicebodového systému
pii denervaci jsou stdle omezené (Tsioufis et al., 2015; Rosa et al., 2016). V této studii
anatomickd variabilita distribuce renalnich nervii u ovei neumoznila uplné nebo velké
naruSeni rendlniho nervového svazku. Proto lze ptedpokladat, Ze ucinnost jakéhokoli
systému denervace je siln€ ovlivnéna specifickou anatomickou distribuci rendlnich nervi
a také tkanovou vodivosti urCujici pfechod energie z abla¢niho mista na periarterialni
nervovou pletent (Sakakura et al., 2014). Navic nervové pletené obklopujici rendlni tepnu
maji zna¢nou anatomickou interindividudlni variabilitu, pokud jde o rozdilny pocet nervd,
riznou prostorovou distribuci jejich vétveni a anastom6z a variabilni vzdalenost od renélni
tepny (Reddy et al., 2011). Proto se zda, ze histologicky skorovaci systém hodnoceni je
nejvhodnéjsi pro posouzeni dopadu rendlni denervace (Tzafriri et al., 2014). Nas
modifikovany skorovaci systém pouzivany v této studii byl zaméfen na podrobné
vyhodnoceni variabilnich mikroskopickych zmén stény rendlni tepny a nervové
mikrostruktury po akutni denervaci. Ackoli jsme pozorovali, ze vicebodovy postup ablace

vedl k vétSimu posSkozeni rendlnich nervli ve srovnani s jednobodovou ablaci, naSe
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histologicka analyza nervovych pleteni doprovazejici rendlni tepnu ukazala stale netplnou

efektivitu obou systému pii denervaci (Taborsky et al., 2017).

Omezenim této studie je, Ze histologické zpracovani vzorki tkan¢ mohlo zptisobit
poskozeni endotelu, a proto mize byt hodnota bodovani intravaskularnich zmén nejista

(Taborsky et al., 2017).

6.7 Porovnani sloZeni a bunééné osidleni cévnich nahrad po implantaci

Oba typy testovanych $tépt byly po deseti dnech ¢astecné a po Sesti mésicich zcela pokryty
endotelem, ktery zabranuje tvorbé trombu (Zilla et al., 1993). Po Sesti mésicich od
implantace byly u obou typt S$tépl patrné znamky pravidelnych vrstev aorty
s koncentrickymi  vrstvami elastinu, vaskuldrnimi hladkymi svalovymi bunikami

a kolagenem, ¢imz ptipominaly typické usporadani elastickych artérii (Shadwick, 1999)

Zdalo se, ze Stépy byly dobfe sndSeny a nebyly zjistény zddné zavazné nezddouci
ucinky s vyjimkou dvou piipadi metaplazie v chrupavku, které byly v oblasti napojeni
Stépu na aortu. To mize byt povaZzovano za znameni lokalnich degenerativnich zmén

zpisobenych tkanovou dystrofii (Qiao et al., 1995).

Vnitini tfetina $t€épu obohacené¢ho oxidem dusnatym byla buiikami nejhustéji
prostoupend vrstva. Mezi sttedni a vnéjsi vrstvou nebyly Zadné rozdily v buné¢né infiltraci.
V nihradéach bez oxidu dusnatého nebyly nalezeny Zadné rozdily v prostoupeni bunkami

mezi vrstvami Stépu.

Tloustka stény $tépu byla silngj$i neZ mysi aorta, kam byl §t€p implantovan. Navic
typ tepny (elastickd) neodpovidal zamySlenému pouziti, tj. maloprimérova nahrada, ktera
by se m¢la implantovat misto svalového svalového typu. U dalSich experimenti by mohl
byt vyuzit vétsi zviteci model, jako je prase (Leitao et al., 2016) nebo ovce (Valencia
Rivero et al., 2017), kde jsou dostupné cévy svalového typu se stfednim a malym

primérem, které by byly obdobné lidskym.
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7 Zavéry prace

Studie zodpovédela otazky formulované v kapitole 3 néasledujicim zptisobem:

Pro planovani chirurgickych experimentii jsme posoudili rozdilné kvantitativni
slozeni praseCi aorty v péti segmentech. Pfi porovnani hrudni vzestupné aorty a bfiSni
suprarenalni aorty jsme nalezli vyznacné rozdily v zastoupeni vSech hodnocenych slozek,
tj. elastinu, kolagenu, aktinu, desminu i vimentinu. Nenasli jsme zddné rozdily ve slozeni
suprarendlni a infrarendlni bfiSni aorty a mimo rozdilu v zastoupeni vimentinu je slozeni
vzestupné hrudni aorty stejné jako v piipadé oblouku aorty. Piesna znalost téchto rozdili
pfi planovani experimentll umoznuje zvolit nejvhodnéjsi segment pro studii, vzajemnou
porovnatelnost vysledkti, analyzu sily testu a odhadu poctu vzorkli pro dosazeni

pozadované urovné presnosti.

Ve sténé aorty prasete jsme zjistili, Ze statistické rozdé€leni orientaci dvou
symetrickych Sroubovic hladkych svalovych buné€k medie souvisi s lokdlnimi zménami
zastoupeni kontraktilniho fenotypu téchto bun€k a rovnéz se zmeénami zastoupeni kolagenu
aclastinu. Tato data jsou vhodnd pro biomechanické modelovani zalozené na
mikrostrukture.

Histologicka analyza kryoprezervovanych S§tépi aorty a plicnice po
biomechanickém meéfeni ukdzala, Ze elastin omezuje Sifeni trhlin jejich sténou. Déle jsme
zjistili, Ze ¢im véEtsi tlouStka intima-media, tim vEétSsi méli vzorky mezni deformaci
a Younglv modul pruznosti v oblasti velkych deformaci. Navrzend kvantitativni
histologick4 analyza je vhodna k charakterizaci kryoprezervovanych §té€pi aorty, plicnice a
jejich chlopni. Samotné histologické sloZeni nevysvétluje mechanické vlastnosti téchto
nahrad, proto by mély byt pii hodnoceni vlivu dlouhodobé kryoprezervace na vlastnosti

Stépl pouzity jak morfologické, tak biomechanickeé testy.

U ov¢iho modelu jsme popsali rozsah a intenzitu poskozeni tepenné stény a jejiho
okoli pii pouziti dvou typi katetri testovanych pro radiofrekvencéni ablaci endovaskularni
cestou. Koncept skérovaciho systému pouzitého v nasi studii umoznuje zhodnotit
poskozeni nervovych pleteni doprovazejicich renalni tepnu a taktéz sténu samotné tepny po

oSetfeni katetrem pfi denervaci.
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Pristup kvantitativni histologie poskytuje moznost posoudit biomateridly pti in vivo
experimentech. Prokazali jsme, Ze vhodné vytvarované nanovldkenné nosi¢e mohou u mysi
plnit po dobu 6 mésict tlohu aorty, pficemz dochazi k jejich postupné endotelizaci,
k osidleni bunkami, ke vzniku rozvrstveni obdobnému intimé a medii skutecnych
elastickych tepen, dale k diferenciaci bunék s kontraktilnim fenotypem, k tvorbé a zrani
kolagenu I a v nékterych ptipadech i k tvorbé elastickych lamel, to vSe pfi pomérné dobré

snasenlivosti a jen omezené zanétlivé reakci piijemce Stépu.

V predlozené dizertatni praci jsme testovali metody kvantitativni histologie
na velmi rozmanitém spektru pievazné experimentalné chirurgickych studii. Kromé
vlastnich vysledkl jednotlivych studii je v ¢asti vénované metodice obsazena fada
praktickych postupt a doporuceni s ohledem na zpusoby vicetrovitového vzorkovani pfi
odbéru a hodnoceni materialu, volbu barvicich metod a volbu mikroskopického zvétsSeni
vhodného pro feseni konkrétnich otazek. Na zaklad¢ studii, které jsou pfilozeny k dizertaci,
lze shrnout, ze klasické histologické postupy podavaji jen c¢asteCnou informaci
o trojrozmérné stavbé skutecnych cév a obvykle ve svétle soucasné urovné poznani
nepostacuji samy o sobé k vysvétleni mechanizmi funkéni adaptace cévni stény za rliznych
podminek. Ani pfi pouziti kombinaci fady histologickych barvicich metod neni dosud znam
zpusob, jak pfimocate extrapolovat informace ze strukturdlniho mikroskopického obrazu

do oblasti mechanickych vlastnosti cévni stény a naopak.

Tato omezeni potvrzuji i dosavadni praxi vtom smyslu, Ze pro komplexni
posouzeni funkce aorty, plicnice a dalSich velkych tepen jsou kromé histologickych
vySetfeni zapotiebi 1 paralelni vySetfovani metodami biomechaniky, popfipad¢ biochemie a
bunécné biologie. Naopak za hlavni doménu histologickych postupil pii studiu cévni stény
povazujeme kvalitativni 1 kvantitativni popis mikroskopického slozeni pfiblizné v métitku
jednotek az tisich mikrometrii, charakteristiku bunéénych fenotypli, popis piestavby
(remodelace) cévni stény za rtiznych podminek a v neposledni fad€ i popis rozmisténi
a prostorovych vztahi mezi bunkami a mezibunéénou hmotou. Pfi vhodné orientaci
histologickych tezl zlstava pozice mikroskopickych struktur pfistupnd mikroskopickému
vySetfeni, coz je pretrvavajici vyhoda histologického vySetfeni oproti technikdm
homogenizovanych tkanovych vzorkti vyuzivanych v biochemii a molekularni biologii.

Za velmi perspektivni zplsob odecitani kvantitativnich dat z mikroskopickych obrazl
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povazujeme stereologické postupy =zalozené na aplikaci geometrickych sond na
mikroskopické obrazy. Tyto metody se v naSich studiich pln¢ osvédcCily, jevi znacnou
odolnost vici drobnym technickym chybdm rutinnich a archivnich preparati a pfi
spravném pouziti v souladu s designem dané metody poskytuji vzorki libovolné povahy

nevychylend data, kterd je mozné testovat standardnimi statistickymi metodami.
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