UNIVERZITA KARLOVA
LEKARSKA FAKULTA V PLZNI

Mikroskopicka stavba a mechanické
vlastnosti aorty a plicnice

Microscopic structure and mechanical properties
of aorta and pulmonary artery

Autoreferat dizertacni prace

Mgr. Tereza Kubikova

Plzen 2017



Dizerta¢ni prace byla vypracovana vramci prezen¢ni formy doktorského studijniho
programu Anatomie, histologie a embryologie na Ustavu histologie a embryologie a
v Biomedicinském centru LF UK v Plzni.

Uchaze¢: Mgr. Tereza Kubikova
Skolitel: doc. MUDr. et Mgr. Zbynék Tonar, Ph.D.
Konzultant: Ing. Petra Kochova, Ph.D.

Oponenti: doc. MUDr. Tomés$ Kucera, Ph.D.
prednosta Ustavu histologie a embryologie
1. 1ékarska fakulta, Univerzita Karlova

doc. Ing. Lukas Horny, Ph.D.

Laboratoi kardiovaskularmi mechaniky

Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky
Fakulta strojni, CVUT v Praze

Autoreferat byl rozeslan dne: ..................

Pi'edsedkyné oborové rady pro doktorsky studijni program Anatomie, histologie a
embryologie:

prof. MUDr. Milena Kralickova, Ph.D.

vedouci Ustavu histologie a embryologie LF UK v Plzni

Obhajoba dizerta¢ni prace pied komisi pro obhajobu dizertaénich praci studijniho
programu Anatomie, histologie a embryologie se kona

dne: v: hod.

misto obhajoby:

S dizerta¢ni praci je mozno se seznamit na dé€kanaté Lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Plzni, Husova 3, Plzen


https://is.cuni.cz/webapps/whois2/osoba/1099319280376305/?lang=cs

Abstrakt

Uvod: Predkladana dizertace je souborem sedmi studii, jejichz spoleénym cilem byl popis
funkéni histologie aorty a jejich nékterych vétvi, popf. popis plicnice. Prace se zaméfuje
na analyzu mikroskopického slozeni riznych segmentd celé prase¢i aorty béhem
ontogeneze jako Casto uzivaného experimentalniho modelu, lidskych kryoprezervovanych
vzorki aorty, plicnice a jejich chlopni, ddle na hodnoceni poskozeni rendlni tepny pfi jeji
katetriza¢ni denervaci a na hodnoceni osidleni umélych cévnich nahrad po implantaci $tépu
do mysi bfisni aorty. Uvod podava prehled o stavb& aorty a plicnice a jejich chlopni, o
vybranych onemocnénich postihujici velké tepny a o histologickych a biomechanickych
metodach pouzivanych pro jejich charakterizaci.
Metody: V praci jsme vyuzili metody parafinovych fezti s histologickym barvenim,
imunohistochemickym priikazem antigenti (o-hladky svalovy aktin, desmin, vimentin,
chondroitinsulfat, von Willebrandiv faktor, neurofilamentovy protein, tyrosin
hydroxylaza) a biomechanické testy (jednoosé tahové zkousky) k ureni meze pevnosti,
mezni deformace a Youngova modulu pruznosti. Ke kvantifikaci plosnych podila
jednotlivych slozek a kurCeni délkové hustoty elastinu v cévni sténé jsme pouzili
stereologické metody zaloZené na interakci testovacich mtizek o znamych geometrickych
vlastnostech s mikrofotografiemi. K hodnoceni miry poskozeni renalni tepny ovci po
radiofrekven¢ni ablaci okolnich nervi jsme pouzili nami modifikovany semikvantitativni
skorovaci systém.
Vysledky: Prokazali jsme, ze sestupna hrudni aorta prasete méla ze vSech segmentl
nejvyssi podil elastinu, ktery se snizoval proximalné k oblouku aorty stejné jako distalné
k bfisni aorté. Podil kolagenu ve sténé se snizoval od vzestupné aorty a aortalniho oblouku
smérem k sestupné aorté. Segmenty biisni aorty mély nejvyssi podil aktinu, desminu a
vimentinu a vSechny tyto markery hladkych svalovych bunék mély v hrudnich segmentech
aorty niz§i hodnoty. Pfi srovnani suprarenalni s infrarenalni btisni aorty nebyly zjistény
zadné kvantitativni rozdily. Plosny podil aktinu v medii byl srovnatelny ve vSech vékovych
skupinach a byl umérny postnatalnimu ristu do sedmi mésict véku. Segmenty aorty s vétsi
tloustkou mély vétsi podil elastinu i kolagenu a mensi podil kontraktilnich bunék nez
segmenty s mensi tloustkou. Ve vzorcich s menSim podilem elastinu a vét$im podilem
aktin- a desmin-pozitivnich hladkych svalovych bunck byly Sroubovice hladkych
svalovych bunék tésné navzajem uspofadany a byly vice soustfedéné nez ve vzorcich
s vétsim podilem elastinu a s mensim podilem kontraktilnich hladkych svalovych bunék.
Elasticka vlakna v tunica media aorty a plicnice ¢lovéka zlistala i po kryoprezervaci
v tkanové bance jeji hodnotnou slozkou. Biomechanické vlastnosti kryoprezervované aorty
a plicnice, jako je Younglv modul pruznosti v oblasti velkych deformaci a mezni
deformace, mirné pozitivné korelovaly s tloustkou intima-media. Mezni deformace mirné
negativné korelovala s plosnym podilem elastinu a plosnym podilem kalcifikace v intima-
media a mimé pozitivné korelovala s ploSnym podilem kolagenu ve sténach aorty a
plicnice. U cipti aortalni a pulmonalni chlopné slabé pozitivné korelovala tloustka stény
s mezi pevnosti a Youngovym modulem v oblasti malych i velkych deformaci.
Prokazali jsme, ze pouziti vicebodového katetru pfi denervaci rendlni tepny vedlo
k vétsimu poskozeni renalni tepny a nervovych pleteni obklopujici rendlni tepnu ve
srovnani s jednobodovym katetrem. Avsak, zadny testovany zpisob denervace renalni
tepny nevedl k uplné ablaci nervli doprovazejici renalni tepnu.
Prokazali jsme, ze hodnocené nanovlakenné nosic¢e u mysi zastoupily po dobu Sesti mésict
ulohu aorty, pii¢emz doslo k jejich postupné endotelizaci, k osidleni burikami, ke vzniku
rozvrstveni obdobnému intimé a medii skuteénych elastickych tepen, dale k diferenciaci
bunék s kontraktilnim fenotypem, k tvorbé a zrani kolagenu I a v nékterych piipadech i
k tvorbé elastickych lamel. St&py byly dobie snéseny a jejich prisvit byl priichodny.



Diskuze: Vysledky mechanickych analyz kryoprezervovanych §tépt aorty, plicnice a jejich
chlopni nemohly byt zcela vysvétleny objemovymi pomeéry hlavnich tkanovych slozek.
Proto by mély byt obé metody povazovany za komplementarni 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 bezpetnost zkoumanych katetri uréenych k denervaci renalni tepny

schvalenych pro klinické pouziti, se zda byt do znané miry zavisld na anatomické
interindividualni variabilité stény renalni tepny a pfilehlych nervovych pleteni.
Studie, zabyvajici se histologickym slozenim a biomechanickymi vlastnostmi lidskych ¢i
zvitecich velkych tepen, se prozatim soustfedily na prvky mezibunééné hmoty jako je
elastin, kolagen, hladké svalové bufiky nebo glykosaminoglykany, ale opomijeli dalsi
slozky napf. strukturalni glykoproteiny, které zprostiedkovavaji vazby mezi bunkami a
slozkami mezibunécné hmoty.

Kromé vlastnich vysledku jednotlivych studii je v metodické asti obsazena fada

praktickych postupli a doporuceni s ohledem na zpusoby vicetroviiového vzorkovani pii
odbéru a hodnoceni materialu, volbu barvicich metod a volbu mikroskopického zvétseni
vhodného pro feseni konkrétnich otazek.
Zavér: Za hlavni doménu histologickych metod pii studiu cévni stény povazujeme
kvantitativni 1 kvalitativni popis mikroskopického slozeni piiblizné v méfitku jednotek az
tisich mikrometri, charakteristiku bunécnych fenotypt, popis prestavby cévni stény
za riznych podminek a v neposledni fadé i popis rozlozeni a prostorovych vztahti mezi
buiikami a mezibunéénou hmotou. Nejvétsi piinos histologické analyzy spociva predevsim
v poskytnuti informaci o vzijemné pozici histologickych struktur oproti technikam,
analyzujici homogenizované tkanové vzorky vyuzivané v biochemii a molekularni biologii.
Propojeni histologické analyzy s dalSimi metodami, pfedevs§im biomechanickymi je
piinosné 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 zKkratek

A - plocha [m?]

Ay - area fraction — plosny podil hodnocené slozky v referencni plose
vzorku

ANOVA - analysis of variance - analyza variace nebo jeji neparametricka obdoba

CD - cluster of differentiation

CS - chondroitinsulfat

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

E - Youngtv modul pruznosti [Pa]

IMT - intima-media thickness — tloustka tunica intima a media

1 - délka[m]

Ly - délkova hustota profili objekti v fezu [m™]

NO - oxid dusnaty

P - pocet priseciki testovaci miizky s hodnocenym objektem

p-hodnota - mezni hladina vyznamnosti statistickych testl

PAS - periodic acid Schiff

PCL - polykaprolaktanova kyselina

P, - teoreticka hustota prusecikt sledované slozky s profilem trhliny

P - skute¢na hustota pruseciki sledované slozky s profilem trhliny

(o - pocet profili objektii v fezu o plose 4 [m?]

SMC - smooth muscle cells - hladké svalové buniky

WT - wall thickness - tloustka celé stény cévy

K - mira koncentrace von Misesova rozdéleni

Io(x) - modifikovana Besselova funkce prvniho druhu

u - mira polohy von Misesova rozdéleni

2 Pi‘chled problematiky a cile prace

2.1 Mikroskopicka stavba a mechanické vlastnosti elastickych tepen a jejich
chlopni

Sténa elastickych tepen je ¢lenéna na tunica intima, media a adventitia. Prisvit elastickych
tepen je vystlan endotelovymi bunkami. Ty spolu se subendotelovym vazivem, tvoii
tenkou vrstvu tunica intima. Tunica media je nejsilngjsi vrstvou a obsahuje predev§im
hladké svalové buiiky, elastické lamely a dalsi slozky mezibunééné hmoty, jako jsou
kolagenni vlakna a zakladni hmota. Dal§imi slozkami mezibunééné hmoty tepen jsou
glykosaminoglykany, glykoproteiny a proteoglykany. Tyto slozky jsou produkovany
hladkymi svalovymi bunkami, zejména bchem vyvoje téchto tepen, ale také pfi
patologickych procesech, jako je ateroskleroza. Ve stafi dochazi k fragmentaci elastickych
lamel a usazovani vapniku, coz vede ke zvySeni tuhosti tepen. Velké elastické tepny
mohou byt také zménény pii genetickych poruchach, napf. pfi Marfanové syndromu,
osteogenesis imperfecta nebo Ehlers-Danlosové syndromu.

Aortalni a pulmonalni chlopné jsou tvofeny tfemi cipy, které jsou ukotveny v prstenci
vazivové tkan¢. Cipy chlopni maji polomésicity tvar a jsou obvykle ten¢i nez 1 mm [1].
Cipy chlopni jsou pokryté endotelem a jejich vazivovy skelet se sklada ze dvou vrstev:
z hustého vaziva — lamina fibrosa, a z vrstvy fidkého vaziva — lamina spongiosa [2]. Tento
skelet obsahuje builky pojivové tkané¢ (fibroblasty, fibrocyty) a mezibunéénou hmotu,
predev§im kolagenni a elastickd vlakna a proteoglykany [3]. Nejcast&j§i vyvojova



onemocnéni aortalni a pulmonalni chlopné jsou stenéza chlopni, insuficience chlopni a
snizeni poctu jejich cipl.

Visceralni vétve aorty, napf. rendlni tepna, jiz od svého odstupu od aorty (elasticka
tepna) ziskava stavbu tepny svalového typu. Tunica intima je tvofena endotelovymi
burikami a tenkou vrstvou fidkého kolagenniho vaziva. Lamela elastica interna oddéluje
tunica intima a media. Hlavni slozkou tunica media jsou spiralovité usporadané hladké
svalové buiky, tvorfici pfiblizné 40 vrstev. Mezi bunikami mohou byt cirkularné
orientované elastické lamely, napf. v rendlni tepné. Velké mnozstvi zakladni hmoty tvofi
proteoglykany. Tunica adventitia je tvofena longitudinalné a Sroubovicové usporadanymi
kolagennimi a elastickymi vlakny a nachazi se zde nemyelizinovand nervova vldkna
autonomniho nervového systému (Silver et al., 2001).

K charakterizaci mikroskopické stavby tepen a chlopni mizeme vyuzit histologické
analyzy parafinovych fezii. Pomoci histologickych a imunohistochemickych metod
mizeme zviditelnit hledané struktury, jako jsou elasticka a kolagenni vlakna,
glykoproteiny, proteoglykany, glykosaminoglykany, kalcifikace, mikrofilamenta pfitomna
v hladkych svalovych buinikdch pro posouzeni jejich fenotypu, endotelové buriky, vasa
vasorum a nervi vasorum ve sténé tepen, popf. zanétliva infiltrace a tyty slozky
kvantifikovat, posuzovat jejich vzajemnou interakci, také jejich expresi nebo degradac¢ni
procesy.

Jednoosa tahova zkouska je nejzakladnéjsi metodou k charakterizaci biomechanickych
vlastnosti cév, chlopni a jejich nahrad. Mizeme pomoci nich ziskat parametry jako je mez
pevnosti, mezni deformace a Youngtiv modul pruznosti. Pokrocilejsi metodou je dvouosa
tahova zkouska, ktera zatézuje vzorek ve dvou osach a poskytuje tedy komplexnéjsi tidaje
o vzorku.

2.2 Zakladni vychodiska studie

221 Stavba praseci aorty jakozto modelu v experimentalni chirurgii

Praseci aorta se pouziva naptiklad pfi modelovani zmén aorty béhem hypertenze [4], po
vagotomii [5], po hrudni sympatektomii [6] a jako model vyduté bfisni aorty [7,8]. Praseci
model vyduté bfisni aorty se uziva pro zavedeni mezenchymalnich kmenovych bunék do
poranéné aorty [9], pro simulaci opravy ruptury vyduté bfisni aorty [10], pro testovani
technik endovaskularnich zakrokti [11] a pro testovani stentd [12]. Histologické a
biomechanické rozdily mezi segmenty aorty byly sledovany Sokolisem [13,14], ktery
prokazal prevladajici elastin nad kolagenem v proximalnich segmentech aorty stejné jako
prevladajici kolagen nad elastinem v distalnich segmentech. Kim [15,16] se zabyval
biomechanickymi odliSnostmi obvodovych a podélnych segmentli aorty, piicemz nalezl
nejvetsi moduly pruznosti v dorzalni oblasti distalnich segmenti. Nicméné systematické
histologické a histopatologické studie, zahmujici celou aortu, jako v piipadé Sokolise [14],
jsou vzacné, zvlasté u praseCich aort. Diivodem nasi studie bylo piispét k rozsifeni
védomosti o segmentalnich rozdilech a s vékem souvisejicich rozdilech v praseci aorté.

222 Mikroskopicka stavba a mechanické vlastnosti alogennich §tépl aortalni a
pulmonalni chlopné

Lidské kryoprezervované alogenni $tépy pulmonalnich a aortalnich chlopni, stejné jako
koteny téchto velkych elastickych tepen, jsou rutiné pouzivané jako nahrady kofene aorty,
plicnice a jejich chlopni u vybrané skupiny pacienttl. Tato operace je nezbytna zejména pii
valvularni aortalni stenoze [17,18], ale alografty srdecnich chlopni se pouzivaji také pti
jinych aortalnich a pulmonalnich chlopenni patologii, kdy chirurgicka oprava neni mozna.
Spolu s chirurgickou technikou, jsou dostate¢né biomechanické vlastnosti a zachovana



histologicka struktura §tépi povazovany za nezbytné pro fadny vysledek rekonstrukeni
chirurgie [19]. Doba pouzitelnosti kryoprezervovanych alografi byla libovolné stanovena
na pét let ve vétsiné tkanovych bank ve svété. Nicmén¢ kryoprezervace mize vést ke
zménam téchto nahrad. K hodnoceni kvality $tépli muizeme pouzit histologickou a
mechanickou analyzu. Dosud neni znamo, jak koreluje histologicka stavba s mechanickymi
vlastnostmi kryoprezervovanych lidskych aortdlnich a pulmonalnich chlopni a kofent
velkych elastickych tepen.

Elasticka vlakna jsou povazovana za odolny prvek mezibuné&tné hmoty cévni stény
[20]. Neni vSak znamo, zda elastické lamely plni tuto ulohu i po kryoprezervaci. Proto
jsme studovali Sifeni experimentdlné navozenych trhlin pfes sténu kryoprezervovanych
alograftti aort a plicnic.

223 Akutni zmény renalni tepny po radiofrekvencni ablaci autonomnich nervovych
pleteni

Zvysena aktivita sympatického nervového systému je jednim z rozhodujicich faktorl pii
rozvoji a udrzovani hypertenze [21]. U pacientd s tzv. rezistentni hypertenzi, ktefi
nereaguji na standardni antihypertenzni terapii [22], mize byt pouzita k 1é¢b& hypertenze
denervace renalni tepny. Ackoli tato metoda byla v poslednich péti letech velmi rozsitena a
u vybranych pacientll vedla u¢inné ke snizeni krevniho tlaku [23,24], dosud nejsou k
dispozici uspokojivé udaje o bezpe€nosti a u€innosti této metody. Dukazy z preklinickych
experimentalnich studii, tykajici se bezpecnosti a ucinnosti riznych systémi pro
radiofrekvenéni denervaci rendlni tepny, jsou omezené a prozatim poskytly pouze
nepiesvéd¢ivé udaje tykajici se ucinnosti denervaci. Jednobodovy katetr (Symplicity Flex
od spolecnosti Medtronic) byl Siroce vyuzivan ve studiich na prasatech, ovcich i lidech
[22-26]. Inovativni vicebodovy abla¢ni katetr pracuje ve vice vrstvach rendlni tepny
soucasné [27-29]. Ptilehly nervovy svazek ma byt tedy vice ovlivnén aplikovanou
radiofrekvencni energii. Na druhé strané muze byt vazné poskozena renalni tepna. Dosud
nebyly poskytnuty zadné daje pro porovnani morfologickych tc¢inki jednobodového a
vicebodového katetru v akutni fazi, proto jsme tyto dva systémy sledovaly a histologicky
porovnaly poskozeni renalni tepny po jeji katetrizacni denervaci [30].

224 Hodnoceni sloZeni a bunééné osidleni cévnich nahrad po in vivo experimentu

Syntetické cévni nahrady s velkym primérem jsou jiz uspésné pouzivany v klinické praxi.
K nahrad¢ cév s primérem mensim nez Sest milimetra jsou stale prvni volbou biologické
Stépy. Jejich kvalita a délka nemusi byt vzdy dostate¢nd. Tkanové inzenyrstvi se
v souCasné dob& zaméfuje na vyrobu pravé maloprimérovych cévnich nahrad, které
prozatim v klinické praxi chybi [31].

2.3 Cile a hypotézy

Pfi feSeni zakladni otazky mikroskopického slozeni a mechanickych vlastnosti aorty
a plicnice vyvstalo mnoho otazek, proto jsem si vyty€ila nize popsané dil¢i cile a postupné
je fesila. Pro experimentalni chirurgii a biomechaniku elastickych tepen je casto jako
model pouzivana praseci aorta, proto jsem studovala otazku rozdilu histologického slozeni
praseci aorty v zavislosti na lokalizaci a véku. A nésledné 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 alograftii aortalnich a pulmonélnich chlopni a aort a plicnic a také vliv elastickych
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lamel na Sifeni experimentalné navozenych trhlin u kryoprezervovanych vzorka aort a
plicnic. Dale jsem sledovala akutni poSkozeni rendlni tepny a pfilehlych nervovych pleteni
po radiofrekvenéni ablaci. V neposledni fad¢ jsem porovnavala dva typy cévnich néhrad
pfi in vivo experimentu na mysi bfiSni aorté.

K ovéreni téchto hypotéz jsem definovala nasledujici cile:

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

e Zjistit, zda orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete
statisticky koreluje s lokalnim slozenim tepenné stény.

e Zjistit, do jaké miry spolu statisticky koreluje mikroskopické slozeni
kryoprezervovanych alografti aorty, plicnice a jejich chlopni s jejich mechanickymi
vlastnostmi.

trhliny v kryoprezervovanych alograftech aorty a plicnice.

e  Zjistit rozsah poSkozeni rendlni tepny ovce na histologické urovni pfi experimentalni
renalni denervaci a posoudit ucéinnost dvou typi Kkatetri pouzivanych
k radiofrekven¢ni ablaci.

e Zjistit rozdil v osidleni a stavbé dvou typl cévnich nahrad po jejich implantaci misto
mysi bfi$ni aorty po deseti dnech a Sesti mésicich.

3  Metody

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

Jedinci byli rozdéleni do tii skupin podle véku: 0-28 dni (selata); 29-75 dni (odstavena
selata) a 180-230 dni (vykrmova prasata). Pro analyzu bylo pouzito 25 celych aort prasat,
které byly po chemické fixaci formaldehydem rozdéleny na pét segmentti (obr.1A): hrudni
vzestupnd aorta, oblouk aorty, hrudni sestupnd aorta, bfiSni aorta suprarendlni a
infrarenalni. Z kazdého segmentu byl vytvoren parafinovy tkanovy blocek, ktery by krajen
kolmo na podélnou osu cévy na fezy o sile 4 um. Z kazdého blocku bylo odkrojeno Sest
tezll, které byly barveny kombinaci Verhoeffova hematoxylinu se zelenym trichromem,
pikrosiriovou ¢erveni, orceinem a imunohistochemicky byly detekovany antigeny:
a-hladkosvalovy aktin, vimentin a desmin. Z kazdého fezu byly nasniméany a hodnoceny
Ctyii fotografie (obr.1B), pfi zachovani nahodného vybéru. Byly hodnoceny tyto
parametry: tloustka intima-media, celd tloustka stény, plosny podil kolagenu, elastinu,
hladkosvalového aktinu, desminu a vimentinu. Ke stereologickému odhadu plosnych
podili byla vyuzita bodovaci testovaci miizka v programu Elipse (VIDITO, Kosice,
Slovenska Republika).
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C - hrudni sestupnd aora E - biisni infrarenaini aorta

/e

D - bfigni suprarenalini aorta

(B - oblouk aorty

A- hrudni vzestupna aorta ;
A B T

Obr. 1. Vzorkovani prase¢i aorty a vybér zornych poli pro odhad plosnych podili slozek

stény praseci aorty [32]. A — Schéma odbéru 5 segmenti aorty. B - Sténa aorty prasete;
barveno imunohistochemicky protilatkou anti-a-smooth muscle actinu; méfitko 500 pum.

3.2 Orientace hladkych svalovych bunék v tunica media aorty prasete

Pro analyzu bylo pouzito 17 prasecich aort, rozdélenych na pét segmenti jako v predesle
studii (obr. 1A). Rezna rovina byla tangencialni k aorté. Rezy z vytvofenych tkanovych
blockl byly barveny hematoxylinem-eosinem. Orientaci hladkych svalovych bunék jsme
sledovali s vyuzitim orientace jejich jader. Smér kazdého jadra hladké svalové butiky na
fotografiich tangencialnich fezi aorty byl oznaen pomoci orientované ¢ary rovnobézné s
dlouhou osou jadra. Histogramy distribuce byly ziskany za pouziti dvou von Misesovych
rozdéleni charakterizovanych parametry: ¢ mira umisténi a x mira koncentrace (pfevracena
hodnota rozptylu). Pokud k = 0, distribuce je uniformni. Jestlize je hodnota k velka,
distribuce je soustfedéna kolem uhlu p [33], viz rovnice 1.

KcoSs(xX—p)

flelwr) =<

2mly(K)

M

kde Iy(x) je modifikovana Besselova funkce prvniho druhu s p=0. Parametr x ukazuje
polohu, kolem které je distribuce seskupena a je analogicka stfedni hodnoté normalniho
rozdéleni; x ukazuje koncentraci distribuce [34]. Vétsi hodnoty x reprezentuji orientace
populace hladkych svalovych bunék vice soustfedénych kolem jejich uhlu x4, zatimco nizsi
hodnoty « reprezentuji vice rozptylenou orientaci hladkych svalovych bunék [33]. Pouzili
jsme predpoklad [35] existence centralniho uhlu symetrie, ktery rozdéluje populace
hladkych svalovych bunék na dva hlavni sméry (Sroubovice), z nichz kazdy je
charakterizovan vlastnim parametrem u/ a u2. Stiedni thel mezi obéma sméry
charakterizuje blizkost mezi obéma piedpokladanymi symetrickymi Sroubovicemi
hladkych svalovych bunék. Centralni ihel symetrie oddélujici dvé Sroubovice hladkych
svalll do dvou hlavnich smér jsme statisticky porovnali s informacemi o sloZeni stény
aorty z predchozi studie, jako byl objemovy podil elastinu, kolagenu, a-hladkosvalového
aktinu, desminu a vimentinu a také s hodnotou tloustky intima-media.

3.3 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aorty, plicnice a jejich
chlopni

Ke studii bylo pouzito 12 aortalnich a 8 pulmondlnich kryoprezervovanych alografti

chlopni, které byly odebrany, zpracovany a skladovany pfi teplot¢ -196 °C na Oddéleni

transplantaci a tkanové banky FN Motol podle etablovaného protokolu [36]. Z kazdého

alograftu byl po rozmrazeni vyfiznut prstenec kofene aorty nebo plicnice a dva prouzky
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z cipi chlopni. Schéma odbéru cipti chlopni je na obr. 2. Tyto vzorky byly nasledné
mechanicky testovany v laboratofi centra excelence NTIS Fakulty aplikovanych véd ZCU.
K analyze pasivnich mechanickych vlastnosti téchto vzorkd byl pouzit jednoosy tahovy
test prstencl tepen. Smér zatizeni cipli chlopni je znazornén na obr. 2. Ziskali jsme
hodnoty nasledujicich parametrti: Youngtv modul pruznosti v oblasti malych a velkych
deformacich, mez pevnosti a mezni deformaci. Poté byly vzorky chemicky fixovany a
dorugeny na Ustav histologie a embryologie LF v Plzni, kde byly odvodn&ny a zality do
parafinovych blockd kolmo ke své dlouhé ose. Parafinové blocky byly krajeny na fezy
o sile 5 pm a ziskané fezy byly barveny kombinaci Verhoeffova hematoxylinu se zelenym
trichromem, pikrosiriovou Cerveni, orceinem, metodou von Kossa (u tepen) a
imunohistochemicky byly detekovany antigeny: chondroitinsulfat a a-hladkosvalovy aktin
(u tepen). Byly hodnoceny tyto parametry: tloustka tunica-media (u tepen), cela tloustka
stény, plosny podil kolagenu, elastinu, hladkosvalového aktinu (u tepen),
chondroitinsulfatu a kalcifikace (u tepen). Ke stereologickému odhadu plosnych podili
byla vyuzita bodovaci testovaci miizka v programu Elipse (VIDITO, Kosice, Slovenska
Republika). U parametr z mechanické a histologické analyzy jsme sledovali jejich
vzajemnou statistickou korelaci.

tok krve

Valvula semilunaris

Posterior/ Posterior/

Anterior Dextra Sinistra

Obr. 2. Schéma odbéru vzorkt z cipli aortalni/pulmonalni chlopné a smér jejich zatézovani
pii mechanické analyze [40]. Z ciph srdec¢nich chlopni byly vyfiznuty vzdy dva vzorky z
kazdé chlopné podle schématu, valvula semilunaris dextra a sinistra (Cervené obdelniky).
Smér zatézovani pfi analyze mechanickych vlastnosti je naznacen zlutymi Sipkami.

3.4 Sifeni experimentalné navozené trhliny v aorté a plicnici po kryoprezervaci

Pro studium mikrotrhlin bylo pouzito deset kofent aorty a deset plicnic po mechanickém
zatizeni. Pro histologickou analyzu mikrotrhlin vyvolanych experimentalnim mechanickym
zatizenim byla pouzita jiz dfive zavedena metoda [37]. Abychom ur¢ili vztah mikrotrhlin a
elastickych vlaken, porovnali jsme odhadovanou hodnotu hustoty pruseciku elastickych
vldken podél trhliny P’ s jeho teoretickou hodnotou P, vypocitanou za ptedpokladu
nezavislosti trhlin na elastickych vldknech. Hustota prusecikil elastickych vladken
v mikrotrhlinach byla definovana nasledovné:

p=% 2
kde p je pocet prusecikt podél trhliny o délce /.
Hustota prusecikd profild trhlin s elastickymi vlakny P’, byla spodtena délenim

skutecného poctu téchto prisecikl (p') pocitanych v Gsecich maximalni projekéni délkou
profilti (/). Maximalni délku projekce trhliny jsme pouzili jako spodni hranici skute¢né
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délky. Maximalni projekéni délku trhliny (/) jsme odhadli jako nejkratsi vzdalenost mezi
pocatkem a koncem profilu trhliny.

Teoreticka hustota prisecikid byla za ptedpokladu nezavislosti trhlin a elastickych
vlaken vypoctena jako hustota prusec¢ikii ndhodné orientované linie (tj. profilu trhliny)
s elastickymi vlakny [38] podle rovnice:

2
P = iy I 3)
kde L, byla 2D hustota elastickych vldken v tunica media. Pro kazdou elastickou tepnu

jsme stanovili délkovou hustotu L, elastickych vlaken nasledovné:

La=} @

kde L, je délkova hustota, L je délka elastickych vlaken a 4 je oblast referen¢niho prostoru
tunica media. Délka (L) byla odhadnuta pocitanim praseciki mezi elastickymi vlakny a
kruhovymi oblouky umisténymi ndhodné na mikrofotografie, obr. 3. Pro odhad parametri
L a A jsme pouzili modul LineSystem v programu Ellipse (VIDITO, Kosice, Slovensko)
[39,37,40].

inami a elastickymi vlakny [40]. A - Kruhové
obloucky, které jsou v kontaktu s elastickymi vlakny, byly pouzity pro stanoveni
dvojrozmeérné délkové hustoty elastickych vlaken L,. B - Okraj trhliny je zvyraznén zelené.
Maximélni délka projekce I je nakreslena jako Zluta ¢ara. Cerveno-hnéda elasticka vlakna
byla obarvena orceinem.

3.5 Poskozeni renalni tepny ovce pfi radiofrekvencni ablaci autonomnich nervi

K hodnoceni w&inkéi dvou katetrii, jednobodového — Symplicity Flex™, Medtronic
a vicebodového EnligHTN™, uzitych k denervaci nervové pletené doprovéazejici renalni
tepnu, bylo pouzito 12 ovci rozdélenych do dvou skupin. Experiment probihal v Centru
experimentalni mediciny IKEM. Vzdy byla denervovana jedna renalni tepna. Z kazdé ovce
byla odebrana renalni tepna, ktera byla denervovana a pro porovnani také rendlni tepna,
ktera nebyla ovlivnéna. Kazda tepna byla rozdélena na osm az devét usekti po 3 mm. Tyto
vzorky byly chemicky fixovany a dile zpracovany na Ustavu histologie a embryologie
LFP. Z kazdého vzorku byly pfipraveny parafinové tkanové blocky, které byly krajeny a na
vzniklé Tezy byly pouzity Ctyfi barvici metody: hematoxylin-eosin; Verhoeffuv
hematoxylin a zeleny trichrom; Malloryho trichrom a orcein. Dale byly pouzity
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imunohistochemické metody za pouziti protilatek anti-a-smooth muscle actin,
anti-neurofilament protein, anti-von Willebrand factor a anti-tyrosine hydroxylase.

Klasifikace hodnoceni histologickych zmén po 48 hodinach po denervaci rendlni tepny
jeuvedena v tabulce 1. Byly posuzovany vzdy 4 kvadranty cévni stény na fezu. Zpisob
vyhodnoceni ziskanych hodnot pro kazdy studovany vzorek je uveden v tabulce 2. Bodovy
systém odrazi bud’ zavaznost (nebo stupeil) poskozeni stény tepen a piilehlych nervovych
vlaken a relativni rozsah téchto zmén.

Tabulka 1. Semikvantitativni stupnice pro hodnoceni poskozeni renalni tepny a pfilehlych

nervovych pleteni v pii¢né orientovanych fezech segmenti tepny [30].

body pro kazdy
segment tepny zji§téné histologické poSkozeni renalni tepny
0 nebylo pozorovéno zadné poskozeni
1,2,3,4 excentrické poskozeni a zeslabeni stény tepny
hocvililocen,l i 1,234 denaturace kolagenu
f;;n;;zn;e}eina i 1,234 poskozeni elastickych membran
denervaci 1,2,3,4 ztrata imunopozitivity na a-hladkosvalovy aktin
1,2,3,4 poskozeni vasa vasorum
1 piitomnost intralumindlnich trombi
body pro kazdy zjisténé histologické poskozeni nervi obklopujici
segment nervil renalni tepnu
hodnoceni 0 nebylo pozorovano zadné poskozeni
poskozeni 1,234 hyperémie nervovych pleteni
perifernich ) P
, . destruktivni fragmentace nebo kompletni ztrata
nervovych pleteni 1,2,34 , <
AR Schwannovych bunék
doprovazejici ~ — - -
renalni tepnu po 12.3.4 poskozeni vnitinich struktur nervu: ztréta nervové
jeji denervaci pochvy a struktury endoneurialni pojivové tkané
1,2,34 ztrata imunopozitivity na neurofilamentovy protein
1,2,34 ztrata imunopozitivity na tyrosin hydroxylazu

Pozn. Body (1-4) byly piidéleny kazdému kvadrantu tepny a ukazuji poranéni tepny nebo nervovych
vlaken ve studovaném segmentu.

Tabulka 2. Zptsob vyhodnoceni ziskanych hodnot ze skérovaciho systému [30].

parametr definice

soucet bodti vaskularniho vypocitano souctem bodu ze viech 3 mm dlouhych
poskozeni a soucet bodu nervového  segmentl renalni tepny (typicky 8 segmentti); toto bylo
poskozeni na jedince provedeno pro cévni poskozeni a poskozeni nervi zvIast’
maximalni vaskularni poskozeni a maximalni hodnota zji$téna u studovanych segmenti u
maximalni poskozeni nervii daného zvifete a organu

aritmeticka stfedni hodnota skorovacich vysledki na
segment, vypo¢tena délenim souctu skore vaskularniho
poskozeni nebo souctu skore poranéni nervu poétem
segmenti tepny v daném jedinci a organu

prumérny pocet bodi vaskularniho
nebo nervového poskozeni na
segment
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3.6 Porovnani sloZeni a bunééné osidleni cévnich nahrad po implantaci

Hodnoceny byly dva typy cévnich nahrad: jeden z cCistého polykaprolaktanu a druhy
z polykaprolaktanu, ktery navic uvoliioval oxid dusnaty. Od kazdého typu nahrady bylo
pouzito sedm vzorkil. Stépy byly implantovany na misto my3i bii$ni aorty. Po deseti dnech
byly odebrany od kazdého typu nahrady tii vzorky, po Sesti mésicich zbyvajici Ctyfi.
Vzorky byly fixovany mrazem a krajeny na histologické fezy o sile 10 um s rovinou fezu
rovnob&znou s dlouhou osou aorty. Tyto fezy byly pofizeny na Technické univerzité
v Liberci a nasledn& dorugeny na Ustav histologie a embryologie LFP. Zde byly barveny
péti histologickymi metodami: hematoxylinem-eosinem, Verhoeffovym hematoxylinem a
zelenym trichromem, orceinem, pikrosiriovou ¢erveni a kombinaci barveni alcianové
modfi a PAS (Periodic Acid Schiff). Dale byly barveny imunohistochemickymi metodami,
pomoci protilatek: anti-a-smooth muscle actin, anti-CD34, anti-CD31, anti-von Willebrand
factor. Byly hodnoceny tyto parametry: pocet profili jader bunék nalezenych uvnitf
nejvnitingjsi/ prostiedni/vngjsi tietiny tloustky §tépu na podélném fezu; praimérny pocet
profild jader bunék nalezenych uvniti celého §tépu na podélném fezu; relativni praimérna
vzdalenost profild jader od vné&j$iho okraje §tépu nalezenych uvnitf $tépu; tloustka
nahrady; plosny podil elastinu, kolagenu a hladkosvalového aktinu na prifezu St€pem.
Kvantitativni parametry, které byly hodnoceny v programu Elipse (VIDITO, Kosice,
Slovenska Republika).

4 Vysledky

4.1 Rozdily ve slozeni aorty prasete mezi riznymi segmenty a v zavislosti na
stafi a rozdily v orientaci hladkych svalovych bunék

Prokazali jsme, Ze sestupna hrudni aorta prasete méla ze vSech segmentii 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 aortalniho oblouku smérem
k sestupné aorté. Segmenty bfiSni aorty mély nejvyssi podil aktinu, desminu a vimentinu a
vSechny tyto markery hladkych svalovych bunék mély v hrudnich segmentech aorty nizsi
hodnoty. Pii srovnani suprarenalni s infrarenalni bfi$ni aorty nebyly zjiStény zadné
kvantitativni rozdily. Porovnani jednotlivych segmentll prase¢i aorty je na obr. 4. Plosny
podil aktinu v medii byl srovnatelny ve vSech v€kovych skupinach a byl Umérny
postnatalnimu ristu do sedmi mésicti véku (obr. 5). Segmenty aorty s vétsi tloustkou mély
veétsi podil elastinu i kolagenu a mensi podil kontraktilnich bun€k nez segmenty s mensi
tloustkou. Ve vzorcich smen$im podilem elastinu a vétSim podilem aktin- a
desmin-pozitivnich hladkych svalovych bunék byly sroubovice hladkych svalovych bunék
tésné navzajem uspoiadany a byly vice soustiedéné nez ve vzorcich s vét§im podilem
elastinu a s mensim podilem kontraktilnich hladkych svalovych bunék.
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Obr. 4. Plosny podil (4,) elastinu (A), kolagenu (B), hladkosvalového aktinu (C), desminu
(D) a vimentinu (E) v tunica media aorty a tloustka stény aorty ve tfech v&kovych
skupinach prasat [32]. Pro toto srovnani byly segmenty aorty slouceny. Porovnany byly tfi
vékové skupiny prasat: suckling pigs - selata, weaners — odstavena selata a fattening pigs —
vykrmova prasata. Znazornény jsou vyznamné statistické p-hodnoty pro Mann-Whitneyav
test. Data jsou zobrazena jako stfedni hodnoty, boxy piedstavuji horni hranice prvniho a
tretiho kvartilu a usecky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro kazdou skupinu.
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tretiho kvartilu a usec¢ky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro kazdou skupinu.
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4.2 Mikroskopické slozeni a mechanické vlastnosti aorty, plicnice a jejich
chlopni a §ifeni experimentalné navozenych trhlin v aorté a plicnici

Elasticka vlakna v tunica media aorty a plicnice ¢lovéka zlstala i po kryoprezervaci
v tkanové bance jeji hodnotnou slozkou, experimentalné navozené trhliny se elastickym
vlakntim vyhybaly. Nenasli jsme zjevné rozdily v rozlozeni kalcifikace v oblastech trhlin
ve srovnani s ostatnimi ¢astmi vzorka elastickych tepen (obr. 6). Biomechanické vlastnosti
kryoprezervované aorty a plicnice, jako je Youngiv modul pruznosti v oblasti velkych
deformaci a mezni deformace, mimé pozitivné korelovaly s tloustkou intima-media. Mezni
deformace mirné negativné korelovala s plosnym podilem elastinu a ploSnym podilem
kalcifikace v intima-media a mirn¢ pozitivn¢ korelovala s plosnym podilem kolagenu ve
sténach aorty a plicnice. U cipi aortalni a pulmonalni chlopné slabé pozitivné korelovala
tloustka stény smezi pevnosti a Youngovym modulem v oblasti malych i velkych
deformaci.

Obr. 6. Kalcifikace ve sténé plicnice [40]. V oblastech trhlin (A) nebylo vice kalcifikace
(¢erné $ipky) nez v jinych oblastech vzorku (B) vzdalenych od oblasti trhliny. Barveni
metodou von Kossa. Métitko 1000 um (levy sloupec) a 50 pm (pravy sloupec).

4.3 Poskozeni renalni tepny ovce pti radiofrekvenéni ablaci autonomnich nervii

Prokazali jsme, ze pouziti vicebodového katetru pii denervaci rendlni tepny vedlo k
vétsimu poskozeni rendlni tepny a nervovych pleteni, které obklopuji rendlni tepnu, ve
srovnani s jednobodovym katetrem (obr. 7). Avsak, zadny testovany zpusob denervace
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renalni tepny nevedl k Gplné ablaci nervli doprovazejici renalni tepnu. Typické nalezy
v renalnich tepnach a nervovych vlaknech doprovazejicich renalni artérie jsou znazornény
na obr. 8, 9.

A: Skére cévniho poskozeni po ablaci.
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Obr. 7. Porovnani u¢inkti dvou typt katetrli na renalni tepnu a nervova vlakna probihajici
kolem ni po ablaci [30]. Pouziti katetru EnligHTN vedlo k vét§imu poskozeni renalni tepny
ve srovnani s katetrem Symplicity Flex (A). Pouziti EnligHTN katetru vedlo k vétsimu
souctu bodil poranéni nervi a k primérnému skoére poranéni nervii ve srovnani s katetrem
Symplicity Flex (B). Data jsou zobrazena jako stfedni hodnoty, boxy pfedstavuji horni
hranice prvniho a tfetiho kvartilu, a usec¢ky vymezuji minimalni a maximalni hodnoty pro
kazdou 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 bodu
cévniho/nervového poskozeni, maximum vascular/nerve injury — maximalni cévni/nervové
poskozeni, mean vascular/nerve injury score per segment — primérny pocet bodi
cévniho/nervového poskozeni na segment.
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Obr. 8. Priklady histologickych nalezl poskozenyc
katetrem Symplicity Flex (vlevo) a EnligHTN (vpravo) [30]. V mnoha &astech byly
nalezeny zdravé a morfologicky a imunohistochemicky normalni nervy (A, E, Cervené
$ipky) v blizkosti renalni tepny. V obou skupinach zvifat byla bézné nalezena hyperémie
nervt bez dalsiho poskozeni nervové mikrostruktury (B, F). Nékteré nervové svazky byly
pouze caste¢né poskozeny a vykazovaly lokalni ztratu imunopozitivity na
neurofilamentovy protein (C) nebo tyrosin hydroxylazu (D, H). V nékterych nervovych
svazcich, byly mikrocévy ve vasa nervorum (G, Cerna Sipka) roztazeny nebo zniCeny.
Imunohistochemicka detekce neurofilamentového proteinu (A, C, E, tmavé hnéda
pozitivita), imunohistochemicka detekce tyrosin hydroxylazy (D, H, tmavé hnéda
pozitivita), Verhoeffiiv hematoxylin a zeleny trichrom (B, F). Méfitko 500 um (A, E), 200

um (B-D, F) a 100 pm.
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Obr. 9. Piiklady histologickych nalezi cévniho poskozeni u obou skupin zvifat po ablaci s
pouzitim katetru Symplicity Flex (vlevo) a EnligHTN katetru (vpravo) [30]. U tepen
oSetfenych katetrem Symplicity byly 1éze cévni stény méné rozsahlé, casto postihujici
pouze jeden kvadrant cévni Casti (A, B, Sipky). Doprovodné nervy byly Casto zcela
normélni a nedotcené (A, B, $picky Sipek). Neékdy bylo oslabeni stény a denaturace
kolagenu pfi ztraté hladkého svalstva (C, Sipka) doprovazeno sousedicim edémem tkanové
vrstvy (C, $picka Sipky). U jednoho zvifete bylo postizeno vice kvadrantti (D). U tepen
oSetfenych katetrem EnligHTN byly cévni 1éze rozsahlejsi a Casto ovliviiovaly vice
kvadrantd v prufezech nékolika segmentd (E-H, Sipky). VSechny snimky ukazuji, ze
rendlni tepny u ovei 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), imunohistochemicka detekce a-hladkosvalového aktinu (G-H,
tmaveé hnéda pozitivita). Méfitko 500 pm (A-H).
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4.4 Porovnani slozeni a bunécné osidleni cévnich nahrad po implantaci

Prokazali jsme, ze hodnocené nanovlédkenné nosic¢e u mysi zastoupily po dobu Sesti mésict
ulohu aorty, pficemz doslo k jejich postupné endotelizaci (obr. 10D), k osidleni bunkami,
ke vzniku rozvrstveni obdobnému intimé a medii skuteénych elastickych tepen, dale
k diferenciaci bun¢k s kontraktilnim fenotypem (obr. 10C), k tvorbé a zrani kolagenu I
(obr. 10 B) a v n&kterych piipadech i k tvorbé elastickych lamel (obr. 10A). Stépy byly
dobfe snaseny a jejich prisvit byl prichodny.

C B AWM Sayt . D e S aanGr e
Obr. 10. Tvorba slozek mezibunééné hmoty a diferenciace bunék v cévni ndhradé
z polykaprolaktanu obohaceného oxidem dusnatym, po 6 mésicich. VSechny vzorky jsou
orientovany tak, aby priisvit smé&foval nahoru. A — Stépy byly pokryty neointimalnim
endotelem, pod kterym byly uloZeny rizné elastické vrstvy (Servenohnédé). B - Stépy
vykazovaly tendenci k homogennimu rozloZeni kolagenu (Serveny). C - Stépy mély dobie
diferencovanou vaskularni vrstvu, ktera vykazovala pravidelné uspofadani hladkych
svalovych bun€k vietenovitého tvaru i v hlubsich vrstvach. (tmavé hnédd). D — Néhrady
byly kompletné pokryty endotelem pozitivnim na von Willebrandiv faktor. Barveni
orceinem (A), barveni pikrosiriovou ¢erveni a pozorované v polarizovaném svétle (B),
imunohistochemicka detekce a-hladkosvalového aktinu v hladkych svalovych buiikach cév
(C), imunohistochemicka detekce von-Willebrandovu faktoru v endotelovych bunkach (D).
Méitko 200 pm (A, B), 100 um (C), 100 pm (D).
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5 Diskuze

Znalost rozdili mezi segmenty prase¢i aorty béhem ontogeneze pii planovani experimentt
umoziuje zvolit nejvhodnégjsi segment pro studii, vzdjemnou porovnatelnost vysledkd,
analyzu sily testu a odhadu po¢tu vzorki pro dosazeni pozadované urovné presnosti

Vysledky mechanickych analyz kryoprezervovanych $tépu aorty, plicnice a jejich
chlopni nemohly byt zcela vysvétleny objemovymi pomeéry hlavnich tkanovych slozek.
Proto by mély byt obé metody povazovany za komplementarni 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 bezpetnost zkoumanych Kkatetri uréenych k denervaci rendlni tepny
schvalenych pro klinické pouziti, se zda byt do znaéné miry zavisld na anatomické
interindividualni variabilité stény renalni tepny a pfilehlych nervovych pleteni.

Studie, zabyvajici se histologickym slozenim a biomechanickymi vlastnostmi lidskych
¢i zvitecich velkych tepen, se prozatim soustfedily na prvky mezibunééné hmoty jako je
elastin, kolagen, hladké svalové buniky nebo glykosaminoglykany, ale opomijeli dalsi
slozky napf. strukturalni glykoproteiny, které zprostiedkovavaji vazby mezi bunkami a
slozkami mezibunééné hmoty.

Kromé vlastnich vysledkd jednotlivych studii je v metodické Casti obsazena fada
praktickych postupli a doporuceni s ohledem na zpusoby vicetroviiového vzorkovani pfi
odbéru a hodnoceni materialu, volbu barvicich metod a volbu mikroskopického zvétseni
vhodného pro feseni konkrétnich otazek.

6 Zavér prace

Pro planovani chirurgickych experimenti jsme posoudili rozdilné kvantitativni slozeni
praseci aorty v péti segmentech. Pfi porovnani hrudni vzestupné aorty a bfi$ni suprarenalni
aorty jsme nalezli vyznacné rozdily v zastoupeni vSech hodnocenych slozek, tj. elastinu,
kolagenu, aktinu, desminu i vimentinu. Nenasli jsme zadné rozdily ve sloZeni suprarenalni
a infrarenalni biisni aorty a mimo rozdilu v zastoupeni vimentinu je slozeni vzestupné
hrudni aorty stejné jako v pfipadé oblouku aorty. Pfesna znalost téchto rozdili pii
planovani experimentii umoziuje zvolit nejvhodnéjsi segment pro studii, vzajemnou
porovnatelnost vysledkl, analyzu sily testu a odhadu poctu vzorkl pro dosazeni
pozadované Girovné piesnosti.

Ve sténé aorty prasete jsme zjistili, ze statistické rozdéleni orientaci dvou
symetrickych Sroubovic hladkych svalovych bunék medie souvisi s lokalnimi zménami
zastoupeni kontraktilniho fenotypu téchto bunék a rovnéz se zménami zastoupeni kolagenu
aelastinu. Tato data jsou vhodnd pro biomechanické modelovani zalozené na
mikrostruktufe.

Histologicka analyza kryoprezervovanych §tépu aorty a plicnice po biomechanickém
méfeni ukazala, ze elastin omezuje $ifeni trhlin jejich sténou. Déle jsme zjistili, Zze ¢im
vétsi tloustka intima-media, tim vétsi méli vzorky mezni deformaci a Youngiv modul
pruznosti v oblasti velkych deformaci. Navrzena kvantitativni histologicka analyza je
vhodna k charakterizaci kryoprezervovanych §tépt aorty, plicnice a jejich chlopni.
Samotné histologické slozeni nevysvétluje mechanické vlastnosti téchto nahrad, proto by
mély byt pti hodnoceni vlivu dlouhodobé kryoprezervace na vlastnosti §tépu pouzity jak
morfologické, tak biomechanické testy.

U ov¢iho modelu jsme popsali rozsah a intenzitu poSkozeni tepenné stény a jejiho
okoli pfi pouziti dvou typu katetrll testovanych pro radiofrekvenéni ablaci endovaskularmi
cestou. Koncept skorovaciho systému pouzitého vnasi studii umoziiuje zhodnotit
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poskozeni nervovych pleteni doprovazejicich rendlni tepnu a taktéz sténu samotné tepny po
oSetfeni katetrem pii denervaci.

Pristup kvantitativni histologie poskytuje moznost posoudit biomateridly pii in vivo
experimentech. Prokazali jsme, Ze vhodn¢ vytvarované nanovlakenné nosice mohou u mysi
plnit po dobu 6 mésici ulohu aorty, pticemz dochazi k jejich postupné endotelizaci, k
osidleni burikami, ke vzniku rozvrstveni obdobnému intimé a medii skute¢nych elastickych
tepen, dale k diferenciaci bun¢k s kontraktilnim fenotypem, k tvorbé a zrani kolagenu I a
v nékterych ptipadech i k tvorbé elastickych lamel, to v§e pii pomémé dobré snasenlivosti
a jen omezené zanétlivé reakci piijemce §tépu.

V predlozené dizertacni praci jsme testovali metody kvantitativni histologie na velmi
rozmanitém spektru pfevazné experimentalné chirurgickych studii. Kromé vlastnich
vysledki jednotlivych studii je v Casti vénované metodice obsazena fada praktickych
postupt a doporuceni s ohledem na zpisoby viceuroviiového vzorkovani pii odbéru a
hodnoceni materialu, volbu barvicich metod a volbu mikroskopického zvétSeni vhodného
pro feSeni konkrétnich otazek. Na zakladé studii, které jsou piilozeny k dizertaci, lze
shrnout, Ze klasické histologické postupy podavaji jen ¢aste¢nou informaci o trojrozmérné
stavbé skutecnych cév a obvykle ve svétle soucasné Girovné poznani nepostacuji samy o
sobé k vysvétleni mechanizm funkéni adaptace cévni stény za riznych podminek. Ani pfi
pouziti kombinaci fady histologickych barvicich metod neni dosud znam zpusob, jak
ptimocafe extrapolovat informace ze strukturalniho mikroskopického obrazu do oblasti
mechanickych vlastnosti cévni stény a naopak.

Tato omezeni potvrzuji i dosavadni praxi v tom smyslu, Ze pro komplexni posouzeni
funkce aorty, plicnice a dalsich velkych tepen jsou kromé histologickych vySetfeni
zapotfebi i paralelni vySetfovani metodami biomechaniky, popfipadé biochemie a bunécné
biologie. Naopak za hlavni doménu histologickych postupt pii studiu cévni stény
povazujeme kvalitativni i kvantitativni popis mikroskopického slozeni pfiblizné v méfitku
jednotek az tisict mikrometrd, charakteristiku bunécnych fenotypli, popis prestavby
(remodelace) cévni stény za riznych podminek a v neposledni fad¢ i popis rozmisténi a
prostorovych vztahli mezi bufikami a mezibuné¢nou hmotou. Pf#i vhodné orientaci
histologickych fezil zlstava pozice mikroskopickych struktur ptistupna mikroskopickému
vysetfeni, coz je pretrvavajici vyhoda histologického vySetieni oproti technikam
homogenizovanych tkanovych vzorkl vyuzivanych v biochemii a molekularni biologii. Za
velmi perspektivni zptisob odecitani kvantitativnich dat z mikroskopickych obrazi
povazujeme stereologické postupy zalozené na aplikaci geometrickych sond na
mikroskopické obrazy. Tyto metody se v naSich studiich pln€¢ osvéd¢ily, jevi znacnou
odolnost vici drobnym technickym chybam rutinnich a archivnich preparati a pfi
spravném pouziti v souladu s designem dané metody poskytuji vzorkt libovolné povahy
nevychylena data, ktera je mozné testovat standardnimi statistickymi metodami.
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