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SOUHRN
Hlavnim cilem pfedlozené experimentélni prace bylo studovat na
potkanim modelu akutni buikami a protilatkami zprostfedkovanou imunitni
reakci u pfijemcd $tépt biisni aorty oSetfenych novym standardizovanym
klinickym kryokonzervacnim protokolem s pomalym rozmrazovanim
pouzivanym v ,,Programu transplantace cévnich $tépti v Ceské republice.
Dal§im cilem bylo porovnat tuto imunitni reakci s akutni bunikami
a protilatkami zprostfedkovanou rejekci alostépt zpracovanymi v souladu s
protokolem konzervace chladem pouzivanym ve stejném klinickém
programu. Kryokonzervované S$tépy bfisni aorty jsme transplantovali
syngenné¢ mezi potkany kmene Lewis (skupina CRYO-ISO, doba
kryokonzervace 172,6 dnll) a alogenn¢ mezi potkany kmenti Brown —
Norway a Lewis (skupina CRYO-ALO, doba kryokonzervace 179,3 dntl).
Stépy jsme explantovali 30. pooperaéni den a poté histologicky
a imunohistochemicky vysettili. Sledovali jsme pfitomnost endotelovych
bun¢k, znamky intimalni hyperplazie, sitku tunica media, pfitomnost nekrdz
a ukladani protilatek tiidy G v této vrstveé, pocet CD4+, CD8+ a LEW MHC
[I+ imunokompetentnich bun€k v adventicialni vrstvé a koncentraci donor
specifickych protilatek proti MHC antigentim 1. a II. t¥idy v periferni krvi
pfedopera¢né a na 30. den po transplantaci. Data jsme statisticky porovnali
s daty z naSeho minulého experimentu s chladem konzervovanymi $tépy
btisni aorty. Tunica intima kryokonzervovanych alostépti nevykazovala na
30. den po transplantaci na rozdil od chladem konzervovanych zadné nebo
jen minimalni znamky intimalni hyperplazie. Luminalni povrch byl pokryt
endotelialnimi buikami. Tunica media kryokonzervovanych alostépt
nevykazovala na rozdil od chladem konzervovanych zndmky nekréz
s ukladanim imunoglobulint G. Adventicialni infiltrace kryokonzer-
vovanych alostépti bunkami CD4+, CD8+ byla desetkrat niz§i ve srovnani
s chladem konzervovanymi alo§tépy. Statisticky vys$i koncentrace ve
srovnani s predoperacnimi hodnotami u pfijemci kryokonzervovanych
alostépl jsme zaznamenali pouze u protilatek proti MHC antigentm I. téidy.
U piijemct chladem konzervovanych alos§tépt jsme zaznamenali na 30. den
ve srovnani s prfedoperacnimi hodnotami statisticky vyznamné zvySeni
koncentrace u obou tfid anti MHC protilatek. Zavérem nasi experimentalni
prace je, Ze studovany novy kryokonzervacni protokol s pomalym
rozmrazovanim vedl 30 dnti po transplantaci alostépt bfisni aorty u potkant
ke snizeni jejich imunogenicity a vyraznému potlaceni znamek akutni
rejekce.
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SUMMARY

The aim of the presented experimental work was to study an acute
cell and antibody-mediated immune response in recipients of abdominal
aortic grafts treated by a new standardized clinical cryopreservation/slow
thawing protocol used in the ,,Vascular graft transplant program of the Czech
Republic" in a rat model. In addition, the another aim was to compare the
influence of two basic types of conservation protocols used in this program
(cryopreservation/slow thawing protocol and cold-storage protocol) on the
acute immune response after transplantation of such treated abdominal aortic
grafts in rats. Cryopreserved abdominal aortic grafts were transplanted
syngeneically between Lewis rats (CRYO-ISO group, cryopreservation
period 172.6 days) and allogeneically between Brown-Norway and Lewis
rats (CRYO-ALO group, cryopreservation period 179.3 days). The grafts
were explanted on day 30 after transplantation and examined by histological
and immunohistochemical methods. We monitored the presence of
endothelial cells, signs of intimal hyperplasia, tunica media thickness, the
presence of necrosis and deposition of imunoglobulin class G in this layer,
the number of CD4+, CD8+ and LEW MHC II+ immunocompetent cells in
the adventitial layer and concentration of donor-specific anti-MHC class |
and II antibodies in peripheral blood preoperatively and on day 30 after
transplantation. We compared the obtained data statistically with the basic
data of our previous experimental study of acute rejection of cold-stored
abdominal aortic grafts on the same animal model. Cryopreserved allografts
showed regular aortic wall morphology with well-preserved differentiation
of all three anatomical layers. Tunica intima of cryopreserved allografts
showed no or only minimal signs of intimal hyperplasia, in contrast to cold-
stored allografts. Compared to cold-stored, tunica media of cryopreserved
allografts did not show signs of necrosis and imunoglobulin class G
deposition, respectively. Statistically higher concentrations compared to
preoperative values in recipients of cryopreserved allografts were recorded
only by anti-MHC class I antibodies. Day 30 recipient sera of both
cryopreserved and cold-stored allografts showed significant higher
inhibition of fluorescence-labelled MHC class I antibody binding to donor
quiescent splenocytes compared to preoperative values.
In conlusion, our new standardized clinical cryopreservation/slow thawing
protocol led to a reduction of immunogenicity of cryopreserved aortal
allografts when compared to cold-stored aortal allografts.



1. UvVOoD

Infekéni  komplikace protetickych rekonstrukci bfisni  aorty
provadénych otevien¢ jsou v soucasné literatufe uvadény mezi 0.1-6.0 %
(Moher et al., 2009) a jsou vzdy zatizeny vysokou morbiditou a mortalitou.
Zakladem 1écby je odstranéni infikované cévni nahrady a dokonaly
debridément infikovanych tkani v okoli s cilenou, dlouhodobou anti-
biotickou terapii a provedenim nové cévni extra-anatomické nebo noveéjsi
a bezpec€néjsi in-situ rekonstrukce (Chakfé et al., 2020).

Volba vhodného typu nahrady u in-situ rekonstrukci je zcela zasadni.
Nejnovéjsi metaanalyza publikovanych vysledkt 1é¢by infekce cévnich
protéz v aortalni oblasti uvadi jako nejCastéji pouzivany material pro in-situ
rekonstrukce dacronovou protézu (oSetienou antibiotiky nebo stfibrem),
PTFE protézu, femoralni Zilu, chladem konzervované tepenné nebo Zzilni
Stépy a kryokonzervované tepenné $tépy (Post et al., 2019).

V roce 2011 byl v Ceské republice zahajen klinicky program
transplantace kryokonzervovanych cévnich stépt, ktery rozsifil program
transplantace chladem konzervovanych S§tépli rozvijeny v naSich
podminkach od poloviny 90 let. 20. stoleti (Matia et al., 2007, Spadek et al.,
2018). Po dvou letech existence programu kryokonzervace §tépt byl pocet
transplantovanych kryokonzervovanych a chladem konzervovanych tepen
v Ceské republice prakticky stejny (Spacek et al., 2018).

V soucasné klinické praxi se ve svété pouzivaji znaéné odlisné
kryokonzervacni protokoly. Ty se navzajem lisi ve vSech zakladnich bodech
jako jsou vlastnosti pouzitych konzervacnich roztokd, ¢as studené ischemie
nebo zplisob rozmrazovani §tépu pied transplantaci.

Zavery téchto praci s ohledem na vliv kryokonzervace na snizeni
imunogenicity $tépl a jejich kvality a tim i jejich pouziti v 1é¢b¢ infekce
cévnich protéz a stentgraftd jsou znacné€ rozdilné.

Nejvétsi  otazkou bezpeéného pouziti  kryokonzervovanych
tepennych alostépu v 1é¢beé infekci je kvalita, resp. stupeit poskozeni jejich
stény procesem kryokonzervace a nasledného rozmrazeni a téz v Case
probihajici  zmény v disledku rejekce  transplantované = cévy.
Kryokonzervacni poSkozeni cévni stény se mize projevit v extrémnim
ptipadé jeji Casnou rupturou, pozdni trombozou nebo dilataci stépu (Lejay
etal., 2017).



2. HYPOTEZA

Alostépy bfisni aorty potkand zpracované v souladu s novym

klinickym kryokonzervacnim protokolem spomalym rozmrazovanim
pouzivanym v ,,Programu transplantace cévnich $tépa v Ceské republice®
budou vykazovat 30 dni po jejich transplantaci niz$i znamky rejekce ve
srovnani s alo§tépy zpracovanymi v souladu s protokolem konzervace
chladem pouzivanym ve stejném klinickém programu.

3.1.

2.1. Cile prace:

ptevést vSechny jednotlivé kroky nového kryokonzerva¢niho
protokolu s pomalym rozmrazovanim pouzivanym v ,,Programu
transplantace cévnich §tépti v Ceské republice do experimentalnich
podminek na potkanim modelu

studovat na potkanim modelu akutni buitkami a protilatkami
zprostiedkovanou imunitni reakci takto kryokonzervovanych stépt
porovnat vliv obou typit konzervacnich protokoli pouzivanych
v ,,Programu transplantace cévnich §tépi v Ceské republice®
(kryokonzervacni protokol s pomalym rozmrazovanim a protokol
konzervace chladem) na akutni bunkami a protilatkami
zprostiedkovanou imunitni reakci po transplantaci takto oSettenych
$tépt bfisni aorty na potkanim modelu

MATERIAL A METODY
Zakladni rozvrZeni experimentu, charakteristika jednotlivych
skupin a chirurgicka technika odbéru a transplantace aortalnich

$tépi

Jako darce $tépu bfisni aorty jsme pouzili samce potkani kmene

Brown—Norway (N=3, 203-217 g) a Lewis (N=3, 248-254 g). Piijemci Stépi
byli potkani kmene Lewis (N=6, 191-250 g). Vlastni odbér infrarendlni
biisni aorty jsme provedli v celkové intramuskularni anestesii. Po stiedni
laparotomii a preparaci retroperitonea jsme za pomoci operacniho
mikroskopu odebrali 2-3 cm dlouhy segment bfisni aorty. Stépy jsme
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zpracovali podle kryokonzervacniho protokolu a nésledné skladovali
v parach kapalného dusiku pfi teploté - 180 °C v priméru 176 dnti az do
doby jejich implantace. Pred transplantaci jsme §t€py rozmrazili v souladu
s protokolem  pomalého rozmrazovani (pouzity kryokonzervacni
a rozmrazovaci protokol je podrobné uveden nize). K ortotopické
transplantaci §té€pt u zvifat v celkové intramuskularni anestezii jsme pouzili
opticky mikroskop s 10nasobnym zvétSenim, aproximator a techniku
jednotlivé zakladanych stehtl. Stépy jsme explantovali 30. pooperaéni den
v celkové intramuskuldrni anestesii po provedeni stfedni relaparotomie.
Transplantované aorty jsme pfipravili na histologické a imunohistochemické
vySetieni (viz nize).

3.2.  Protokol kryokonzervace, uchovavani a rozmrazeni §tépu biisni
aorty

Kazdy s$tép bfisni aorty jsme po odbéru proplachli 2 ml roztoku
Custodiolu obsahujici 100 [U/ml heparinu a poté umistili do 10 ml roztoku
Custodiolu o teplot& 4 °C. Stépy jsme nasledné skladovali pii teploté tajiciho
ledu v uzavienych sterilnich plastovych nadobach az do ukonceni odbéru
vSech $tépt v dany operacni den. Poté jsme je vlozili do dvojitych sterilnich
plastovych sackit obsahujici 25 ml vychlazeného 6% roztoku
hydroxyethylskrobu o molekularni hmotnosti 130 000 Da doplnéného 20%
roztokem kryoprotektantu dimethylsulfoxidu (DMSO) a kazdy vak uzavteli
zatavenim ve svarecce. Sacky jsme poté vlozili do specialnich kovovych
kazet a wulozili pfi teploté tajictho ledu az do =zacatku procesu
kryokonzervace, ktery probihal pfi kontrolovaném poklesu teploty
v programovatelném zamrazovacim zatfizeni KRYO — 10 rychlosti — 1K/min
do -90 °C, a poté -5K/min do -150 °C. Thned po dokonceni kryokonzervace
jsme kazety se S$t€py prevezli v transportnim boxu do kryokonzervaéniho
skladu Ustavu hematologie a krevni transfize v Praze, kde jsme je
uchovavali 6 mésict v parach tekutého dusiku a teploté -180 °C az do doby
jejich implantace. Pfed vlastni transplantaci jsme $tépy po vyjmuti
z transportniho zafizeni umistili do chladnicky pfi teploté + 4 °C po dobu 60
minut. Nasledné€ jsme $tépy ponechali po dobu 30 min pti pokojové teploté.
Potom jsme je vyjmuli z plastového vaku a kazdy §tép rozdélili na dvé stejné
dlouhé casti, které jsme poté pouzili k transplantaci u dvou piijemci. Oba
transplantaty jsme po rozdéleni uchovavali oddélené¢ v 10 ml roztoku
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Custodiolu v lednici pfi teploté + 4°C az do zacatku transplantace.

Cely proces zahrnujici odbér aorty, kryokonzervaci, skladovani,
rozmrazovani a transplantaci jsme rozdélili do Sesti ¢asovych tseki. Délku
kazdého casového obdobi jsme méfili pro kazdy $tép biisni aorty samostatné
(tab. 1).

V nasi predchozi experimentalni studii jsme zkoumali vliv
klinického protokolu pouzivaného pii konzervaci tepennych alostépt
chladem v ,,Programu transplantace cévnich §t&pa v Ceské republice” na
imunogenicitu a akutni rejekci takto zpracovanych Stépit bfiSni aorty na
stejném potkanim modelu. (Matia et al., 2007) PGvodni zdkladni data
bunkami a protilatkami zprostiedkované rejekce chladem konzervovanych
alostépil brisni aorty 30 dnli po transplantaci jsme porovnali se zakladnimi
daty naSeho soucasného experimentu. Na oba experimenty dohlizel stejny
hlavni feSitel. (Priv.-Doz. MUDr. habil. Ivan Matia, Ph.D.) Na obr. 1 je
zachycené schématické zobrazeni adaptace porovnavanych klinickych
protokold tepennych aloStépid pouzivanych v ,Programu transplantace
cévnich §tépt v Ceské republice® do podminek naseho experimentu.

Kryokonzervované §tépy Chladem konzervované stépy

Explantace | |Transplantace | Explantace Transplantace
Custodiol | DMSO | Rozmrazeni |Custodio| g b | Custodl0| 4 oc ‘ J
I 1 ’

CIT 25 hod

| Pary dusiku,-180°C |

| Kryokonzervace 176 dnt |

[ cIT 3hod 31min| [ cIT 4hod 53min|

Obr. 1

Schématické zobrazeni adaptace Kinickych konzervaénich protokoll tepennych alostépl pouzivanych v ,Programu
transplantace cévnich 3t&pt v Ceské republice“ do podminek nageho experimentu.

Kryokonzervovanéstépy - kryokonzervaéni protokol tepennych alostépt s pomalym rozmrazovanim.
Chladem konzervované $tépy- protokol pro konzervaci tepennych alo$tépl chladem.

CIT —¢asstudené ischemie




3.3.  Histologické a imunohistochemické vySeti‘eni Stépt brisni aorty

Kryokonzervované §tépy bfisni aorty jsme explantovali 30. po-
operaéni den. Stépy jsme vysetfili histologickymi a imunohisto-chemickymi
metodami se zaméfenim na typické znamky akutni rejekce ve vSech
zakladnich vrstvach aortalni stény. Sledovali jsme pfitomnost endotelovych
buné€k, znamky intimalni hyperplazie, §itku tunica media, pfitomnost nekr6z
a ukladani protilatek ttidy G v této vrstveé, pocet CD4+, CD8+ a LEW MHC
[I+ imunokompetentnich bunék v adventicialni vrstve aortalni stény.

3.4. Detekce donor specifickych anti-MHC protilatek 1. a II. téidy
v periferni krvi pfijemci

Protilatkovou imunitni odpovéd u pfijemci kryokonzervovanych
alostépli biiSni aorty jsme sledovali vySetfenim koncentrace donor
specifickych protilatek proti MHC antigentim 1. a Il t¥idy v periferni krvi
piijemcovskych zvifat pfedopera¢né a na 30. den po transplantaci pomoci
pratokové cytometrie.
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Tab.1 — Definice a trvani jednotlivych ¢asovych isekii procesu

kryokonzervace, uskladnéni, rozmrazeni a transplantace Stepu briSni aorty
Faze procesu Kryostepy

Cislo Nazev Definice Alostépy Isostépy

1 Féze studené Casové obdobi od naloZeni 03:31h 03:12h
ischemie pied aortalni svorky u darcovské- | (min 01:23, |(min 02:54,
zamrazenim ho zvifete do vlozeni $tépt max.04:45) |max. 03:28)

brisni aorty do roztoku
DMSO. Stépy biisni aorty
byly v tomto obdobi sklado-
vany v roztoku Custodiol pfi
teploté tajiciho ledu.

2 Faze DMSO Casové obdobi od vloZeni 00:38 h 00:40 h
$tépt biisni aorty do roz- (min 00:19, |(min 00:38,
toku DMSO do zahajeni max.00:48) |max. 00:42)
kryokonzervace v pro-
gramovatelném mrazicim
zatizeni.

3 Féaze Casové obdobi od zatatku 02:38 h 02:38 h
kryokonzervace | kryokonzervace §tépu biisni

aorty v programovatelném
mrazicim zafizeni do vlozeni
kazet do tekutého dusiku.

4 Faze skladovani | Casové obdobi od vloZeni 179,3 dnd  |172,6 dnu
v parach dusiku | kazet do tekutého dusiku do | (min 176, |(min 171,

jejich vyjmuti. max. 181) |max. 176)

5 Féaze Casové obdobi od vyjmuti 01:25h 01:33 h

rozmrazeni kazet z par tekutého dusiku (min 01:10, [(min 01:10,
do jejich vloZeni do roztoku | max.01:33) |max. 01:45)
Custodiolu.

6 Faze studené Casové obdobi od vloZeni 02:00 h 04:53 h
ischemie po $tépt biisni aorty do roztoku | (min 00:58, | (min 02:26,
rozmrazeni Custodiolu do jejich max.03:27) | max. 07:07)

reperfuze u ptijemcovského
zvitete.
DMSO - dimethylsulfoxid h — hodina min — minimum max — maximum
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4, VYSLEDKY

Kryokonzervované alostépy vykazovaly na 30. den po transplantaci
normalni morfologii aortalni stény se zachovalou diferenciaci vsech tii
zakladnich anatomickych vrstev (obr. 2).

Tunica intima kryokonzervovanych alostépti nevykazovala na rozdil
od chladem konzervovanych zadné nebo jen minimalni znamky intimalni
hyperplazie. Luminalni povrch byl pokryt endotelidlnimi butikami.

Tunica media kryokonzervovanych alostépii nevykazovala na rozdil
od chladem konzervovanych znamky nekréz s ukladanim imunoglobulini G
(obr. 3).

Adventicialni infiltrace kryokonzervovanych alostépii bunikami
CD4+, CD8+ byla desetkrat niz$i ve srovnani s chladem konzervovanymi
alostépy (tab. 2).

Statisticky vysSi koncentrace ve srovnani s piedopera¢nimi
hodnotami u pfijemct kryokonzervovanych alo$tépti jsme zaznamenali
pouze u protilatek proti MHC antigenim I. tfidy. U pfijemc chladem
konzervovanych alostépi jsme zaznamenali ve srovnani s pfedoperacnimi
hodnotami statisticky vyznamné zvySeni koncentrace u obou ttid anti MHC
protilatek na 30. den po transplantaci (tab. 3).
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Obr.2

Hematoxilin-eosin, 30. den po transplantaci |

Obr.3

Imunoglobulin G, 30. den po transplantaci |
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Tab.2 - Histologické a imunohistologické parametry kryokonzervovanych a
chladem konzervovanych alostépii bi'iSni aorty 30. den po transplantaci.

ALOSTEPY 30. POD
CRYO-ALO COLD-ALO
Endotelova vrstva + +
Intimalni hyperplazie - +
Tunica
intima LEW MHC II+ bunky - +
CD8+ lymfocyty - +
Nekroza svalovych
9 - +
bun¢k
Tunica 1gG depozita - +
media -
Sitka tunica media 754+ 14.9% 613+11.1
(um)
Tuni CD8+ bunky 69+54 50.8+12.2
unica
adventicia CD4+ buitky 9.6+6.5 108.8 +24.0
* P>0.05

Tab.3 - Procento naméteného fluorescenéniho signilu priitokovou cytometrii
po smiseni klidovych splenocyti potkani kmene Brown-Norway s
vySetfovanym sérem Lewis piijemct kryokonzervovanych (CRYO-ALO) a
chladem konzervovanych (COLD-ALO) alo$tépui bi'iSni aorty a s
fluoresceinem znacenymi protilaitkami proti Brown-Norway MHC antigenim

I a IL. t¥idy.

MHC I. tfidy MHC II. t¥idy
Den 0 Den 30 Den 0 Den 30
CRYO-ALO 111+7% 47£19%* 101+42% 66+12%
COLD-ALO 76+9 % 4243%* 79+5% 56+£3%*
* P>0.05
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5. DISKUSE

V  predloZzené experimentdlni praci jsme  zjistili, Ze

kryokonzervované alo$tépy biisni aorty vykazovaly na 30. den po
transplantaci ve srovnani s chladem konzervovanymi alostépy jen velmi
nizké znadmky imunitné zprosttedkované destrukce cévni stény.
v dobé pted zacatkem jejich kryokonzervace jsou vlastnosti konzerva¢niho
roztoku a doba trvani studené ischemie (Rodriguez et al., 2012). V literatufe
bylo popsano, ze dlouha doba studené ischemie vedla k vyznamnému
poskozeni cévni stény s tim, Ze endotelialni buiiky jsou nejvice nachylné na
délku jejiho trvani (Pascual et al., 2002). V nasem experimentu byly Casy
studené ischemie pfed zmrazenim alostépi btisni aorty 3—4 hodiny. Je velmi
pravdépodobné, Ze tato velmi kratka doba studené ischemie vedla
k vyznamné niz§imu poskozeni endotelu kryokonzervovanych §tépi pred
transplantaci s ndslednou minimalni intimalni reakci pozorovanou 30. den
po transplantaci.

Rychlé rozmrazeni ve vodni lazni o teploté 37 ° C je zmifiovano ve
vétSiné nedavno publikovanych klinickych praci jako standartni metoda
rozmrazovani kryokonzervovanych arteridlnich alostépti (Antonopoulos
et al., 2019). Nedavné experimentalni studie vsak potvrdily vysoky rozsah
poskozeni morfologie stény takto rozmrazenych cévnich stépa (Bujan et al.,
2001, Novotny et al., 2017). Naopak experimentalni protokol, pfi kterém
byly alo$t€py rozmrazovany v pomalém kontrolovaném rezimu vedl jen
k minimalni imunitni odpovédi ve srovnani s imunitni odpovédi, kterou
indukovali chladem konzervované alostépy bfisni aorty (Rodriguez et al.,
2012). Uvedeny experimentalni protokol pomalého kontrolovaného
rozmrazovani neni ale vhodny pro klinické vyuziti na opera¢nim sale béhem
ptipravy kryokonzervovanych tepennych alostépti k transplantaci.
V ,.Programu transplantace cévnich 3tépti v Ceské republice™ pfi pouziti
kryokonzervovanych alotepen S$tépy nejdiive rozmrazujeme v ledniCce
béhem 2hodin a nasledné je ukladdme do vychlazeného konzervacniho
roztoku az do doby jejich implantace (Spacek et al., 2018).

ZvySena regulace a exprese antigend hlavniho histokompatibilniho
komplexu v disledku ischemického poskozeni S$tépid nebo vlastnim
procesem kryokonzervace s rychlym rozmrazenim vedoucim ke vzniku
mikrofraktur muze vést ke zvySeni imunogenicity arteridlnich alostépu
(Bujan et al., 2001). Tyto antigeny spoustéji silnou produkci protilatek proti

15



MHC antigentim 1. a II. tfidy, kterd vede k apoptéze hladkych svalovych
bunek s destrukci svalové vrstvy (Thaunat et al., 2006). Medidlni vrstva
alostépli bfisni aorty oSetfenych nasSim novym kryokonzerva¢nim
protokolem s pomalym rozmrazovanim nevykazovala 30 dni po
transplantaci zddné zndmky destrukce detekovatelné svételnou mikroskopii,
zadné ukladani protilatek tfidy G a zadné "svrasténi". Zvyseni imunogenicity
s naslednou rejekci vedou v klinické praxi k pozorovanym pozdnim
komplikacim pouziti tepennych aloStépi jako jsou aneurysmata,
pseudoaneurysmata a pozdni ruptury cévnich alotransplantati (Rodriguéz et
al., 2012).

Statisticky vys$i koncentrace donor specifickych protilatek ve
srovnani s predoperacnimi hodnotami u pifijemct kryokonzervovanych
alostépll jsme pozorovali pouze u protilatek MHC 1. tfidy. Antigeny MHC
II. tfidy jsou exprimovany na imunologicky aktivovanych endotelialnich
buiikach a bunikach hladkého svalstva (Lou et al., 1996). Je tedy mozné, Ze
na$§ kryokonzervacni protokol spomalym rozmrazovanim inhiboval
zvySenou regulaci a expresi antigentt hlavniho histokompatibilniho
komplexu v buiikdch hladkého svalstva v pribéhu prvnich 30 dnti po
transplantaci. Tuto hypotézu podporuje i absence ukladani IgG protilatek ve
svalové vrstvé kryostépa.

Urcitym limitem ptedloZené prace je vzajemné srovnani parametrl
kryokonzervovanych §t€pii ze sou¢asného experimentu s parametry chladem
konzervovanych tepennych aloStépti znaSeho minulého experimentu.
Piijemcovska zvirata kryokonzervovanych $tépt bfisni aorty méli v nasi
studii mensi hmotnost a niz§i vék ve srovnani s pfijemci chladem
konzervovanych stépt. Zjistili jsme vsak, Ze rozdily v dopadu na rejekci
alo$tépl brisni aorty mezi obéma konzervacnimi protokoly jsou mnohem
vyrazngjsi, nez jsme oc¢ekavali. K definitivnimu potvrzeni nasich pozorovani
jsou ale nutné dalsi experimenty s pfimym porovnanim obou konzervacnich
protokolii pouZivanych v ,,Programu transplantace cévnich 3tépt v Ceské
republice®.
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6. ZAVER

NaSe experimentalni studie prokazala, ze aloStépy bfisni aorty
potkani zpracované kryokonzerva¢nim protokolem s pomalym rozmra-
zovanim pouzivanym v ,,Programu transplantace cévnich $tépt v Ceské
republice” vykazovaly v pribéhu prvniho meésice po transplantaci jen
minimalni zndmky akutni rejekce a ve srovnani s isostépy nevykazoval jejich
histologicky obraz vyrazné rozdily. Navic, kryokonzervované alostépy
vykazovaly vyrazné niz§i imunogenicitu ve srovnani s chladem
konzervovanymi alo$tépy biisni aorty zpracovanymi klinickym protokolem
pouzivanym ve stejném programu.
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