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1. Souhrn
1 Souhrn

V disledku mohutného rozvoje pouZiti protéz v cévni chirurgii nartistd i podet
komplikaci véetn€ infekci cévnich protéz. Prévé viéto souvislosti se objevuje 1 urditd
renesance zdjmu o cévni alografty, kterd byla jist€¢ podloZena i Uspéchy v transplantadni
chirurgii.

V rdmei multiorganového odbéru byly ziskany tepenné a Zilni vzorky alograftd, které byly
konzervovény a ve stanovenych éasoﬁ’zch intervalech vy3etfeny. Tyto série vzorkd lidskych
tepen a il byly uloZeny v hypotermnich nebo kombinovanych podminkéch po dobu 1 - 30
dnd v nutritivnim médiu E-199 a Custodiol® suplementovanych antibiotiky (ATB).

Vyvoj morfologickych zmén lidskych tepen a Zil po hypotermni a kombinované
normo/hypotermni konzervaci v roztoku E-199 a Custodiol® suplementovanych ATB byl
sledovan v obou pi{padech po dobu 30 dnli. Nélezy v rastrovacim elektronovém mikroskopu
(REM) i ve svételném mikroskopu ukazaly, Ze tepenné $t€py jsou v prvnich dnech odolngjsi
vidi zm&nam nez Zilni §tépy pii obou teplotnich reZimech, vyraznéji pii hypotermii +4 °C.
Cévni alografty dnes maji diky nékterym specifickym indikacim své jisté misto v klinické
cévni chirurgii. Podminkou jejich SirSiho uplatnéni je pfedevsim daldi sniZenf Cetnosti
komplikaci vazanych na implantaci cizorodého biologického materidlu. Slibné vysledky lze
ofekavat od zlepSovani technologickych postup konzervace §tépll i od vyvoje modernich
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spravnd indikaéni rozvaha s preciznim provedenim operaéniho vykonu.

Klicova slova: infekce cévni protézy, cévni alograft, normo/hypotermni konzervace,

roztok E-199, Custodiol®
2 Summary

The massive development in the use of prostheses in vascular surgery has resulted in a rise in
the number of associated complications, including infections of the vascular prostheses. This
situation has now given rise to a certain revival of interest in vascular allografts, which has

certainly been supported by recent successes in transplant surgery.



Samples of arterial and venous allografts were removed from a number of organs and were
preserved and then treated at set intervals of time. This series of human arteries and veins
were stored in hypothermal or combined conditions for a period of 1 - 30 days in a nutritive
medium of E-199 and Custodiol® supplemented with antibiotics.

The progress of morphelogical changes to human arteries and veins during hypothermal and
combined normal/hypothermal preservation in a solution of E-199 and Custodiol®
supplemented by antibiotics was followed in both cases for a period of 30 days. The findings
by scanning electron microscope and light microscope showed that the arterial grafts treated
in both heat regimes were more resistant to change than the venous grafts during the first few
days, although those kept in hypothermic +4 °C .conditions were more so.

For certain specific indications, vascular allografts still maintain a place in clinical vascular
surgery. Their increased application is primarily dependent on further reduction in the
number of complications associated with the implantation of foreign biological material.
Promising results can be expected from improvements in technical procedures for preserving
grafts and developments in modern immunosuppressive drugs. However, the most important
conditions for success and benefits for patients remain accurate indications and the precise

performance of the surgical procedure.

Key words: infection of the vascular prosthesis, vascular allograft, normal/hypothermal

preservation, solution of E-199, Custodiol®
I1. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo stanoveni optimalniho postupu odbéru a bezpeéného skladovani
Cerstvych cévnich transplantath pred jejich transplantaci. V této praci byl kladen hlavni diraz
na sledovani morfologickych zmén endotelu.

1. Cilem prvnd faze projektu bylo vytvofeni optimalniho protokolu pro zpracovani a uchovani

gerstvych cévnich transplantati s ohledem na délku studené ischemie. Vzhledem k tomu, Ze
endotel pfedstavuje velice citlivou &ast cévni stény, zaméfil se autor pravé na morfologické
sledovani cévniho endotelu.

2. Cilem druhé fize bylo ovéfeni experimentdlnich vysledkdl v klinické praxi a stanoveni

presnych indikaéni kritérii pro pouZiti t€chto §tépd v cévni chirurgii.



3. Ve tfeti zavéreéné fazi ndsledovalo vyhodnoceni klinickych V}’fsledkﬁ a jejich konfrontace

s vystupy morfologické experimentalni prace a zavére¢né zhodnoceni vyznamu téchto

operaci pro pacienty.

I1I. Piehled o soudasném stavu preblematiky
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se vyskytuje v 1-3 % operovanych cévnich pacientd. Nektefi autofi uvad&ji souvislost mezi
infekci a nardistajicim trendem multirezistentnich nosokomidlnich kment. Mortalita pii lé€ent

infekce cévnich protéz v aortoiliacké oblasti je na renomovanych pracovistich 20-50 %.
1 Historie a soucasnost cévnich nahrad

V klinice bylo cévni transplantace poprvé pouZito vroce 1906 (Goyanes). Ve stejné dobé
byly zkouSeny i Cerstvé tepenné alotransplantity, ale nedosdhly SirStho klinického vyuZiti.
K op&tovnému klinickému zkoudeni tepennych alograftd dochdzi po druhé svétové valce.
V roce 1952 byla predstavena prvni cévni protéza a v dal$im obdobi pak doslo k intenzivnimu
vyvoji cévnich protéz a k jejich masivnimu rozsffeni v cévni chirurgii. Tak zaCala nova a
zésadni etapa v rozvoji rekonstrukéni cévni chirurgie. Cévni protézy se staly vyznamnym
materidlem, hlavné ve vysokopriitokové aortoiliacké oblasti. PouZivani alograftl v rutinnf
cévni chirurgii bylo nadile prakticky opusténo.

V disledku mohutného rozvoje pouZiti protéz vcévni chirurgii dochdzi i knarlstu
komplikaci v&etné infekci cévnich protéz. Pravé vitéto souvislosti se objevuje 1 urcitd

renesance cévnich alograftl, kterd byla jisté podloZena i tspéchy v transplantaéni chirurgii.
2 Transplantace

Transplantace je 1é¢ebnd metoda pfenosu organti nebo tkani, které nahradf nemoci nebo
trazem zni¢eny orgdn nebo tkad. Souéasti transplantaéniho programu jsou nejen darci a
piijemci neboli &ekatelé, ale i transplantaéni tymy a koordindtofi orgénovych a tkdfiovych
transplantaci.

Za zalatek transplantaci v Ceské republice lze povazovat rok 1961, kdy byla v iehdej’fm
Ceskoslovensku provedena prvni transplantace ledviny ve Fakultni nemocnici v Hradci

Kralové (23. listopadu).



3 Antigenita

V transplantaéni chirurgii je provadéna HLA (human leukocytes antigens) typizace. Builky
viech organt t&la a zvla$te pak imunitniho systému nesou na svém povrchu latky — antigeny,
které podmifiujf tkafiovou nesluditelnost mezi nepifbuznymi jedinci téhoZ Zivocisného druhu,
pipadné brani prenosu tkanf z jednoho Zivod&isného drubu na druhy. KaZdy ¢lovék ma svoje
typy HLA antigenti (membranovych znakil, molekul ti¢astnicich se na imunitnich reakcich),
které jsou rozhodujici pro imunitni reakce organismu na cizi organ.

Po odbéru orgdnu k transplantaci dochdzi k jeho ischemii. Bufiky v normélnich pomérech
ziskavaji energii k udrZzeni své infegrity oxidativni fosforylaci, redukei kysliku na vodu
v mitochondriich, pfi které je tvofen adenosintrifosfat (ATP). Pii nedostatku Kysliku je
limitovédna oxidativni fosforylace a dochazi k rychl¢ depleci ATP a vznikd porucha na ATP
zavislych homeostatickych intracelularnich mechanizml az letalni poSkozeni bun€k. Jako
zéklad pro uchovdvani (ransplantitl je vyuZivina hypotermie, kterd oddaluje ndstup
irreverzibilniho poskozeni tkéni zpomalenim bunétného metabolismu, ktery pii teplot& +4 °C

klesa pod 5 % ptvodni aktivity.
4 Média pro tkanové kultury

Ke kultivaci Zivogidnych bunék in vitro se pouZivaji média slozend ze zakladniho roztoku, {j.
souboru zakladnich sloZek potfebnych pro vyzivu builky a souboru doplikd, které
zabezpetuji dali pozadavky bunék a umoziiuji jejich riist i proliferaci v zékladnim médiu.
ZAkladni médium predstavuje balancované chemické prostiedi, ze kterého bunky Cerpaji
stoZky pro biosyntézy a zabezpeluji svilj energeticky metabolismus. Pro Usp&iné pestovéani
bungk se musi k syntetickym médiim p¥iddvat vhodné dopliky, které podmifiuji bunéfnou
proliferaci a schopnost pfilnout k podkladu. Tato skupina latek zahrnuje jednak nedefinované
slozky médii (zvifeci séra, Zivodisné a rostlinné extrakfty), jednak slozky definované (rGstové
faktory, hormony aj.).

zdrojem energie a uhliku je glutamin. Zdrojem dusiku jsou aminokyseliny, stavebni kameny
bilkovin. Vitaminy jsou obsaZeny ve viech médiich a slouZi vétSinou jako kofaktory
v enzymatickych reakcich. Sviij vyznam maji lipidy a slozky médii rozpustné v tucich. Pro

nékteré buiiky jsou esencialni kyseliny linolova, olejova, cholesterol, etanolamin a dalsi.



Hormony a ristové faktory jsou velmi diskutovanou a velmi ddlezitou slozkou vsech
kultivatnich roztokd. Jejich vyznam enormné vzrostl zejména v souvislosti s konstrukei
bezsérovych médii. Podstatnou soucast médii jsou anorganicke soli, které zajistuji potfebnou
osmolalitu v systému buiika-roztok.

ZivoGiina séra stdle ziistavaji obtiZzn& nahraditelnou sloZkou médii pro kultivace mnohych
druhti bunék.

Do médii pro kultivaci bun€k se Casto pﬁdévaji antibiotika, tfebaZe jsou s tim spojeny nékteré

problémy. Antibiotika maji n&kdy nepf{znivy vliv na rist a proliferaci bunék.
4. 1 Syntetickd média

Tato média jsou sterilni a jsou dostupna vét§inou ve dvou koncentracich: 10x koncentrovana
a vpracovini koncentraci, tj. pro piimé pouZiti. Média se sterilizuji filtraci. Obsahuji
fenoléerveti 1 glutamin a neobsahuji NaHCO; (hydrogenuhliCitan sodny), HEPES (pufraéni
systém, N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid) ani antibiotika.

E - 199 slozeni roztoku (mg /1 000 ml )

NaCl . 6800 L-Histidin . HCl . H,O 20
KCl 400 [-Hydroxyprolin 10
CaCl, . H,O 185,5 L-Isoleucin 20
MgSOs 7H,0 200 L-Leucin 60
Fe(NO3); . 9H,0 0,1 L-Lysin . HCI 70
Nall,PO; H,O 140 I.-Methionin 15
I-Alanin 25 L-Prolin 40
L-Arginin . HCI 70 L-Serin 25
L-Asparagova kyselina 30 L-Threonin 30
L-Cystein . HCl 0,1 L-Tryptophan 10
L-Cystin 20 L-Tyrosin 40
L-Phenylalanin 25 L-Valin 25
L-Glutamin 100 Glycein 50
L-Glutamové kyselina 75




4. 2 Komplexni média

Obsahuji ristové proteiny bovinniho séra (GPBoS) a dal3i latky. Syntetické zaklady téchto
médi{ a pouzité ristové proteiny se pfedem testuji podle pfedpisu pro syntetickd média a

GPBoS.
4. 3 Laktalbuminhydrolyzatovi média

Média jsou vhodnad pro prlpravu primarnich kultur zwomsnych bungk a kultivaci bunck
plodové vody. Redi se a pouZivaji podobné jako média syntetlcka Obsahuji fenoléerveri,

neobsahuji HEPES, nelze je autoklavovat, sterilizuji se filtraci.
4. 4 Perfiizni roztoky

Metodika perfize a sloZeni perfizniho roztoku ze zna¢né miry ovliviiuji aspéch organovych
transplantaci. Cilem perflize a nasledného ulozeni 3tépu je zajistit obnoveni jeho funkce po
implantaci u pfijemce okamZit¢ a v pGvodni kvalité. Pfi organovych odbérech je provadéna
perfiize chladnym konzerva¢nim roztokem s naslednym uskladnénim organu v témZe roztoku.
Béhem vyvoje byla testovana fada perfiznich roztok. V klinické praxi jsou nejcastéji
pouzivany Euro-Collins, roztok University of Wisconsin (UW), histidin-tryptofan-

ketoglutaratovy roztok Bretschneideriv (Custodiol®) anejnovéji vyvinuty roztok Celsior.

Custodiol® - sloZeni roztoku (1 000 ml)

g mmol
natriumchlorid 0,8766 15
kaliumchlorid 0,671 9
magnesiumchlorid x 6 H,0 0,8132 4
histidinhydrochlorid x H;0 3,7733 18
histidin 27,9289 180
tryptofan 0,4085 2
manitol 5,4651 30
kaliumhydrogen-2-oxopentandionat 0,1842 1
kalciumchlorid x 2 H,0 0,0022 0,015




5 Soucasny stav transplantacniho programu

Pfes viechny Uspéchy viak stéle plati, Ze studend ischemie pfedstavuje moZnost potencidlniho
postiZeni orgdnové funkce a v ptipad® piitomnosti riznych rizikovych faktorh ze strany darce
& piijemce je tieba usilovat o jeji co nejvEtdi zkraceni.

Odbéry cévnich 3t&ph probihaji za sterilnich podminek. Dirci jsou vy3etfeni na pfenosné
choroby (AIDS, hepatitis, syphilis, TBC, Creuzfeld-Jakobovu chorobu, HIV rizikové skupiny
jsou vyloudeny), déle jsou vylouceni dérci s aktivni infekei, sepsi, malignim onemocnénim (s
vyjimkou primarnich nadorii CNS), postiZzenim imunitniho systému nebo lé€enych kortikoidy

a t¢Z viichni potencidlni dérci, u nichZ neni znama pfifina Gmrti.
6 Cévni endotel

Cévni endotel slouzi jako funkéni bariéra mezi cirkulujici krvi a st€nou cévy, je zékladnim
prvkem pro udrzeni homeostatickych mechanismd. PoruSeni integrity endotelu je
vyznamnym faktorem pro proliferaci hladkych svalovych bun€k a nezbytnou podminkou pro

nésledny rozvoj neointimélni hyperplazie.
6. 1 Viabilita endotelu

Buné&nou viabilitu uréuje fada faktorf. Endotelidini buiiky hraji dileZitou roli pfi hodnoceni
viability alograftd. Viabilita alografti vyrazné klesa v disledku odbéru, sterilizaéniho procesu
i b&hem jejich uskladnéni v konzervacnim médiu. Ochrana endotelialni bun&tné viability je
velmi dileZitd, i kdy? endotelové buiky zvySuji antigemtu alograftu. K lep$i ochrané
endotelidlni bundéné viability je potieba zredukovat Cas odb&ru, teplé ischemie a

optimalizovat sterilizani protokol.
6.2 Vliv inkubaéniho média na endotel

Inkubatni médium miZe vyznamné ovlivnit integritu endotelu u odebranych cévnich §tépd.
Pfi kratkodobém uloZeni vena saphena magna (VSM) ve fyziologickém roztoku pfed
koronarni rekonstrukei jiz zahy dochdzi k destrukci vyznamného pocta endotelovych bunék.
Pfi sledovani vlivu riznych inkubaénich médil na morfologii endotelu VSM je podle

nékierych autord ziejmé, Ze heparinizovand krev je nejvhodndj$im inkubaénim médiem

10



pro ulozeni t&chto Zilnich §tépl pfed korondrni rekonstrukei. Na druhé strané jsou v literatufe
znamé 1 prace, kde sohledem na morfologickou a funkéni integritn hladké svaloviny a
endotelu je pro 24 hodinové uloZeni Zilnich autovendznich 5t€pl u pst pfed transplantaci

nejvhodnéjsi UW roztok ve srovnani s krvi a fyziologickym roztokem.
6.3 Intimalni hyperplazie a moznosti jejiho ovlivnéni

Intimalnf hyperplazie (IH) pfedstavuje odpovéd na rizné formy cévniho polkozeni, véetné
autovendznich rekonstrukei korondrnich i perifernich tepen, angioplastik nebo implantaci
stentd. J ejim‘ disledkem jsou stendzy, které ve 20-50 % piipadd zplsobuji selhani
rekonstrukce. Proces I je zplsoben proliferaci a migraci hladkych svalovych bun€k do
subintimélniho prostoru a je pfimo tmérny ¢asu od operace.

Mezi patologické zmény, které se vyskytuji po implantaci alograft, patf{ jejich dilatace a
ruptury, které jsou zplsobeny destrukei médie. Dal§im problémem byvaji stendzy alograft
v dasledku myointimalni hyperplazie, které mohou vést k uzavéru St€pu. Faktory vedouct
kmyointimélm’. hyperplazii arterialnich alograftii nejsou bezpe¢né zndmy. Experimentalni
vysledky ukazuji, e mechanismus vedouci k [H a pravdépodobné i aterosklerdze je rozdilny
u alografti a v pfirozeném fe€isti. U alografti nejsou vyvolavacimi faktory IH destickovy
rastovy faktor (PDGF) a ristovy faktor fibroblasti (FGF), ale dochézi k infiltraci intimy a
adventicie CD4 a CD8 Iymfocyty. Tyto butiky pak mohou produkovat fadu ristovych faktord
(IL.-1, IL-2 atd.).

Také se nabizi otdzka, zda endoluminalni osidleni cévnich bunék hostitele v alograftd mize
omezit TH, ktera je vyvolana mechanickou deendotelizaci nebo chronickou rejekei cévnich
tepi.

Restendzy komplikuji vyznamnou &ast (8-20 %) endovaskularnich nebo klasickych cévnich
vykond. Zevni nebo intravaskuldrni ozéfeni po cévni rekonstrukei redukuje IH. V porovndni
s primarnim ateromem je restenéza charakterizovana IH hladkych svalovych bun€k cévni
stény.

Kryoprezervace brani vyskytu IH a akceleruje Gbytek bunék v tunica media. Oba tyto procesy
vedou k podstatné redukci tloustky arteridlni stény ve srovndni s autolognimi St€py.
Toto zeslabeni nevede v kratkodobém sledovani (90 dni) k aneuryzmatické dilataci

kryoprezervovanych §tépii.
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7 Uchovavani cévaich $tépii pred transplantaci

Jako zdklad pro uchovavani cévnich transplantatd je vyuZivdna hypotermie, kterd oddaluje

nastup irreverzibilniho pokozeni tkdni zpomalenim bunééného metabolismu.

7.1 Cerstvy §tép

Hlavni vyhodou pii pouZiti Serstvého cévniho $té€pu je absence jeho poSkozeni b&hem
kryoprezervace, ale na druhé strané mé vyS3 antigenitu. Cerstvy cévni $t€p Casto zlstava
jedinou mozZnosti pro urlité indikace v piipadech nemoZnosti pouZiti kryoprezervovanych

cév, jak je tomu dosud v Ceské republice.
7. 2 Kryoprezervovany $tép

Kryoprezervovany cévni §t&p miiZe predstavovat idealni nahradu pfi FeSeni ur€itych
urgentnich stavli v ¢évni chirurgii. Hlavni jeho vyhodou je okamZitd dostupnost a dokonalé
vySetieni darce. K pouzivani kryoprezervovanych cévnich $t€pt je zapotiebi kvalitni tkafiova

banka s dostatenou nabidkou t€chto $t€piL.
8 Antigenita alografti a moZnosti jejiho ovlivnéni

Arteridlni 1 Zilni alografty vyvolavaji u pifjemce urcitou antigenni reakci. Nézory na tuto
problematiku nejsou jednotné a nékteré prace ukazuji zasadn€ rozdilné vysledky.

Lidské &erstvé arteridlni alografty vyvolavaji imunitni reakci a spousti vyznamnou
specifickou anti HLA odpovéd. Bunééni 1 humoralni imunitni reakce byla zaznamenéna i po
implantaci alogennich srde¢nich chlopni.

Nékteré prace ukazuji redukci v antigenni odpovédi u kryoprezervovanych tepennych $t€pt
a naopak jiné publikace nezaznamenaly rozdily vimunologické odpovédi Cerstvych
a kryoprezervovanych arterialnich §tépu.

Kryoprezervace redukuyje pocet T lymfocytil v intimé& a plisobi jako prevence aneuryzmatické
dilatace, ktera byla pozorovana u gersvych alograftli. Navic 1é¢ba cyklosporinem A vyznamné
zlep&uje prichodnost Cerstvych i kryoprezervovanych alograftd.

Otazka imunologické aktivity kryoprezervovanych cévnich $té€pil vSak neni stile jednoznalné

vyfedena.
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9 Odolnost alografta k infekcei

Cerstvé aortalni alografty, které byly tsp&ing pouzZity pro 1é¢bu infekce cévnich protéz, maji
omezené pouZiti vzhledem ke kratkodobé moZnosti jejich uskladnéni. Kryoprezervace je
optimalni metoda pro dlouhodobé skladovani téchto Sté€pil. Kryoprezervované aortalni
alografty jsou rezistentni k bakteridlni infekei. Mechanismus této rezistence neni zcela
objasnén, i kdyZ antibiotika, kterd jsou pouzivdna k bakteridlni sterilizaci St€pll pfi jejich

piipravé mohou hrat vyznamnou roli.
10 Soucasné moznosti pouZiti cévnich alografti

Cerstvé cévni transplantity predstavuji jednu zmoZnosti feSeni infekce cévnich protéz.
Kryoprezervované aortalni alografty jsou v experimentu vice rezistentni k infekei ve srovnani
sin situ umistdnymi protézami pii fefeni infekce cévnich protéz. Zakladni podminkou
zstava samoziejme soub&Zna antibioticka lécba.

Kryoprezervovany aortdlni alograft miZe pfedstavovat slibny a efektivni zpisob lécby
mykotické vyduté biisni aorty. Také nahrada kofene aorty kryoprezervovanym alograftem ma
velmi dobré dlouhodobé vysledky a pouZiva se hlavng pii endokarditideé, degenerativnich
nebo vrozenych onemocnénich.

V literatufe jsou uvadény slibné vysledky pfi pouZiti Cerstvych arterialnich alografty, ktere
byly zajidtény v ramci multiorgdnovych odbérli, nasledné uloZeny v konzervatnim roztoku
Custodiol® a ihned transplantovany u pacientll s kritickou kondetinovou ischémii. Tito
pacienti méli po celou dobu funkce 3t&pu imunosupresivni l6¢bu a zdchrana kondetiny byla aZ
75 % v pribéhu 12 mé&sici.

Kryoprezervované femoralni zily maji pH pouZiti k dialyze obdobnou priichodnost jako
polytetrafluoroethylenové (PTFE) grafty. Vzhledem k jejich relativni rezistenci k infekei jsou
vhodnym materidlem u pacientd s opakovanym selhdnim arteriovenézniho (AV) Stépu,

2v148t& po vy&erpani klasickych mist pro zaloZeni AV pistéli nebo pii infekei AV shuntu.
IV. Zvolené metody zpracovini, material a metodika experimentit

Ve spoluprici s Koordinadnim stfediskem transplantaci (KST) vPraze byly vrimci
multiorgdnovych odbéril ziskdny Zilnf (VSM) a tepenné (arteria femoralis) vzorky, kieré byly

konzervovany a ve stanovenych Gasovych intervalech vySetfeny. Tyto série vzorkd lidskych
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tepen a Zil byly uloZeny v hypotermnich podminkach po dobu 1-30 dnl v nuiritivnim médin
E-199 a Custodiol® suplementovanych ATB.

Celkem bylo v experimentu pouzito 48 wvzorkd lidské tepny a zily ziskanych pfi
multiorganovém odb&ru od zemfelého darce. Lidské cévy byly ostie rozd€leny na useky
o délce pfiblizné 10 mm, rozd&leny do dvou skupin a okamZité vlioZeny do konzervacniho
média.

Prvni skupina tepennych a Zilnich vzorkt byla vloZena do konzerva¢niho roztoku o teploté
+4 °C a v téchto hypotermnich podminkach byla uchovavana po celou dobu experimentu.
Druhd skupina vzorkii obou cév byla vystavena kombinaci normo- a hypotermnich podminek.
Vzorky byly nejprve po dobu 24 hodin konzervovém/. pfi teploté +37 °C. Nasledné byl roztok |
rychle ochlazen na +4 °C a tato teplota byla udrZovéna do konce experimentu.

Jako kontrola byly pouZity vzorky tychZ cév odebrané bez konzervace pfimo do fixainiho
roztoku. Podminky konzervace byly modelovany vsouladu sb&n€ klinicky uZivanym
postupem, véetné obohaceni roztoku ATB.

Vzorky obou experimeﬁtélnich skupin byly uchovavany v konzervaénim médiu po dobu
minimalng 12 hodin a maximaln& 30 dnd. Kombinace histologickych metod a REM umoznily

detailng zhodnotit stav téchto cévnich vzorkl.
1 Vysledky — experimentalni ¢ast

1. Po urditém ¢&asovém intervalu se na lumindlnim povrchu objevuji dystrofické zmény
membrany endotelif ve form& pomé&mé h.omogenni vrstvy mikrovesikul a kratkého vlaknéni.
I kdyZ nemame korelaci v transmisni elektronové mikroskopii, pdjde patmeé o tzv.
wendothelial blebs and spikes” (,,bubliny a hroty*) popisované pfi degeneraci endotelovych
bunek. Tyto zmény jsou nejzietelndjsi pii zvétSeni 1500x a pfi bedlivém prohlednuti snimkid
se zvétSenim kolem 300-400x lze najit tato loZiska ,sametového® vzhledu na povichu
endotelu.

2. Na tuto inicidlni dystrofii bezprostfedné navazuje uvolilovani mezibun&énych kontaktd a
postupné rozvlaknéni endotelové vrstvy.

3. Postupné dochdzi k nabobtnavéani a odlupovani endotelovych bunék a k obnaZovani lamina

elastica interna.
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4. Proces patomorfologickych zmén ve sledovaném intervalu 30 dni je zakon¢en kompletni

denudaci endotelové vrstvy a uplnym obnaZenim povrchu lamina elastica interna pokrytym

vlaknitym debris pravdépodobné ze subendotelové vrstvicky vaziva.

V nejdelsich sledovanych intervalech pak dochédzi u né€kterych 3t€pl aZ k devastaci lamina

elastica interna a k odchlipeni zbytkd intimy od tunica media.

Tab. & 1: Piehled patomorfologickych zmén tepenné a Zilni stény — roztok E - 199

1. 2. 3. 4.
Cévy/Stadium | Inicialni | Rozviaknéni Pocinajici Kompletni
dystrofie endotelu denudace odlongeni endotelu
T4 6. den od 7. dne po 10. dnu od 22, dne
T-37/4 2.-3.den od 4. dne po 10. dnu od 18. dne
74 4, — 5. den od 7. dne po 8. dnu od 18. dne
7-37/4 2.den od 3. dne 5.-7.den od 16. dne

Tab. & 2: Pichled patomorfologickych zmén tepenné a Zilni stény — roztok Custodiol®

1. 2. 3. 4.
Cevy/Stadium | Inicialn Rozvidknéni Poéinajici Kompletni
dystrofie endotelu denudace odlouceni endotelu
T-4 5.den od 7. dne 12 —13. den 20. - 30. den
T-37/4 3. den “|lod 5. dne 0d 7. dne Od 15. dne
7-4 4.~ 5. den od 6. dne 8. den 0Od 15. dne
7-37/4 2. den 3. den 5. den Od 15. dne

(T-4: vzorky tepen konzervované pii teplot€ +4 °C, T-37/4: vzorky tepen konzervované
v kombinovaném teplotnim rezimu +4 °C/+37 °C, Z-4: vzorky Zzil konzervované pfi teploté
+4 °C, Z-37/4: vzorky #il konzervované v kombinovaném teplotnim reZimu +4 °C/+37 °C)
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2 Diskuze — experimentdlni ¢ast

Vyvoj morfologickych zmé&n lidskych tepen a Zil po hypotermni a kombinované
normo-‘hypotermni konzervaci v roztoku E-199 a Custodiol® suplementovanych antibiotiky
byl sledovan v obou pifpadech po dobu 30 dnt. Nalezy v REM i ve svételném mikroskopu
ukézaly, Ze tepenné §tépy jsou v prvnich dnech odolngjsi vii€i zméndm neZ Zilni pfi obou
teplotnich reZimech, vyrazn&ji pfi hypotermii +4 °C. Prvni dystrofické zm&ny endotelovych
bun&k pfi pouZiti konzervaéniho roztoku E-199 a Custodiol® se na tepnach objevuji 2.-3. den,
zatimco v Zilach uZ po 48 hodindch v kombinovaném teplotnim reZimu. V hypotermnim
rezimu jsou inicialni dystrofické Zmény patrny 5.-6. den u tepen a 4.-5. den u 7l
Subendotelové vrstvy se odhaluji v tepnach po 10. dnu pfi obou teplotnich reZimech, v Zilach
je deendotelizace patrnd jiz od 5. dne v kombinovaném teplotnim rezimu a od 7. dne pii 4 °C.
Vystaveni cévnich vzorkd inicidlni normotermii (+37 °C po dobu 24 hodin) v obou
konzervanich médiich piina$i vZdy zhorSeni efektu prezervace, tepny i Zily podléhaji
patologickym procestim rychleji. Diivodem je pravdépodobné to, Ze pfi rychlej$im bunéném
metabolismu za fyziologické teploty jsou energetické zdsoby bungk rychle vyCerpény,
dochézi k aktivaci autolytickych procesi anebo snad obdobé reperfizntho syndromu
s rychlym ndstupem dystrofickych zmén.
Na zékladé morfologického zhodnoceni kvality prezervace cév v roztoku E-199
i v Custodiol se domnivame, Ze ani tato média nechrani lidské cévni 3t&py pfed poskozenim
dostatedné a méla by byt pouzivana pouze ke kratkodobym konzervacim. Pfidani ATB zfejmé
dostateéné chrdni cévy pied zéné&tlivymi zménami, ale zhlediska alespofi CasteCneho
zachovani endotelové vrstvy v okamZiku transplantace ¢i implantace jsou tepenné Stépy
uchovévané v obou sledovanych roztocich za danych podminek bezpetné pouZitelné asi po
dobu 10 dnti, zatimco ¥#ly pouze 5-7 dni. Tyto udaje jsou zcela vrozporu snékterymi
pracemi, které ukazuji mozZnost nékolikamési¢niho sledovani Cerstvych VSM pit +4° C
v heparinizovaném solném roztoku s ATB. Do budoucna bude proto nezbyiné konzervadni
roztoky upravovat na zaklad® nejnov&jsich poznatkG a optimalizovat jejich prezervaini

vlastnosti.
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V1. Klinicki aplikace

0Od ftijna 2001 do &ervence 2006 byl Cerstvy cévni alodtép implantovan v 28 pfipadech.
Z chirurgického hlediska lze pacienty rozdélit do dvou skupin. V prvni skupiné se jednalo
o transplantaci cévniho §t€pu ve vysokopritokové aortoiliacke oblasti a do druhé skupiny byli
zafazeni pacienti nizkopritokovou periferni rekonstrukei. U prvni skupiny byl ve viech
pfipadech implantovan erstvy arteridlni alograft, ve druhé skuping se pak jednalo o arteridlni
nebo Zilni 5t&p.

Skladovani erstvych cévnich alografti bylo modifikovéno podle vlastnich experimentalnich
vysledki. Cévni §tépy.by1y uchovévany v hypotermnich podminkach -+4 °C v konzerva¢nim
roztoku E-199 nebo Custodiol®. Vzhledem k tomu, Ze inicidlni dystrofie endotelu byla
v experimentdlni praci zaznamenana v hypotermnim prostiedi 5.-6. den u tepen a 4.-5. den
u 711, stanovili jsme dobu uchovavani cévnich $tépld v konzervaénim roztoku pfi +4 °C
maximalné 72 hodin do doby transplantace. U viech naSich pacienti indikujeme

imunosupresivai léébu cyklosporinem v davee 2x25-50 mg.

Aortoiliacké rekonstrukce

V této vysokoprutokové oblasti byl arterialni alograft transplantovan u 16 pacientl .
V patnacti pripadech . se jednalo o infekci cévni protézy (10x aortobifemoralni, 3x
aortofemoralni a 2x iliakofemoralni rekonstrukce). Jednou byla diivodem pro pouZiti cévniho
Stépu primarni infekce v oblasti bifurkace aorty, kterd si vynutila transplantaci bifurkaéniho
§tépu. Hlavni strategii 1é¢by bylo odstranéni infikovaného materidlu, dikladny débridement,
zajisténi nahradni revaskularizace arteridlnim alogaftem a ve vétSiné pfipada byla pfipojena

omentoplastika.

Periferni rekonstrukee

V periferni nizkopritokové oblasti byl cévni alograft pouZit 12x a ve viech ptipadech chybél
pouZitelny autologni Zilni $t&p (1x femoropoplitealni proximdini, 3x femoropoplitedlni
distalni, 4x femoropoplitedlni pfedni a 4x femoropoplitedlni zadni bypass). Ve tfech
piipadech se jednalo o infekei cévni protézy, 8x hrozila amputace konetiny v disledku
ischemie pfi vyznamném postizeni bércového Felist€ a jednou byl aloStép pouZit pfi 1é¢bé
nepravé vyduté stchenni tepny infikované meticilin-rezistentnim zlatym stafylokokem

(MRSA) po predchazejicim angiografickém vy3etfeni.
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1 Vysledky — kiinickd aplikace

Aortoiliacké rekonstrukce

Vtomto souboru byla nulova perioperatni mortalita. 7 ¢asnych komplikaci bylo
zaznamendno 1x poranéni ureteru, které bylo oSetfeno primarni suturou, Ix distalni
embolizace a 1x uzavér raménka bifurkatniho alograftu si vynutily promptni embolektomii a
trombektomii. Z pozdnich komplikaci se vyskytla dvakrat stenoza stépu po tfech a 6 mésicich
od operace, které byly odetfeny perkutdnni translumindini angioplastikou (PTA) s implantaci
stentu. V dalsi dob& pak probéhl asymptoticky uzdvér raménka bifurkatniho alograftu
28 mésici po PTA. V jednom.pﬁpadé st uzavér alograftu vynutil émputaci kondetiny ve
stehng. Dvakrat byla zaznamendna pozdni mortalita bez souvislosti s transplantaci cévniho

Stépu.

Periferni rekonstrukee

V pifpadé perifernich rekonstrukei doslo 6x k uzdvéru rekonstrukee, ve dvou pfipadech byl
3tép Gsp&iné trombektomovan, v ostatnich ptipadech nebyla trombektomie dlouhodobé
tispséna. U jednoho pacienta byla provedena novéd rekonstrukce PTFE cévni protézou
a dvakrat se pfechodna kritickd kongetinova ischemie v disledku uzévéru zviadla aplikaci
alprostadilu. PEitinou téchto uzavéri byla tikrat aneuryzmatickd degenerace Stépu 1, 2 a 7
mésich po jeho implantaci. V jednom piipadé bylo piisioupeno v dusledku 1&87ké kondetinové

ischemie k amputaci ve stehné.
2 Diskuze — klinicka aplikace -

V uvedené klinické sestavé jsme postupovali podle vlastnich experimentdlnich vysledkd,
které jsou v rozporu s nékterymi zahraniénimi pracemi, které uvad&ji €asovy limit pro pouzZiti
Cerstvych arteridlnich $t&pi az 30 dnf.

Stanovili jsme si zdkladni pravidla pro transplantaci cévnich 3t&pl, ve kterych jsme pfijali na
7éklad® literarnich Gdaji uvadéné indikace, kam patif infekce cévnich protéz, mykoticka
ancuryzmata, aortitidy, periferni rekonstrukce u hrozicich amputaci v piipad¢ nevhodné VSM
a nemoZnosti pouziti cévni protézy, dale pouZiti cévnich alografti v obecné transplantacni
chirurgii, v dialyza&nim programu a ojedingle i naptiklad z divodu maligni infiltrace aorty

nebo dolni duté zily. V nagem klinickém souboru se ném podafilo pouzit cévni alograft jen
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pii 16¢bE infekce cévni protézy, dale primarni infekei nativnd tepny a pii hrozici amputac
dolni kondetiny u vyznamném postizeni bércového fedisté.

Jak uz bylo zminéno, lze Cerstvé tepenné alografty pouZit v urgentnich piipadech k zachrané
koné&etiny pii absenci autologni VSM. Kratkodobé vysledky (do 2 let) jsou v téchto piipadech
povzbudivé i pii striktnim nedodrZeni ABO kompatibility.

Obecng lze Tci, Ze pouziti cévnich alografti bez imumosuprese je mozné pifi tézkych
ischemiich (hrozici amputaci), traumatech, cévnich nédhrvaddch pii odstranéni rozsahlych
tumoril nebo pfi infekel. Alografty se nedoporu€uji pouZivat pfi primarnich klaudikacich a
viude tam, kde je moZnost pouZiti cévni protézy.

Rada expérimentélnich studii dokazuje uéinnost cyklosporinu pfi pouziti Zilnich i tepennych
alograftd. Proces denudace a regenerace endotelu arteridlnich alogralth je spjat s absenci nebo

pritomnosti imunosupresivni 1é¢by.
VL Zavér

1. V prvni fazi projektu byl vytvofen optimalni protokol pro zpracovéani a uchovani &erstvych
cévnich transplantatii s ohledem na délku studené ischemie. Vzhledem k fomu, Ze endotel
ptedstavuje velice citlivou &dst cévni stdny, byl prostudovan pravé stav cévniho endotelu
v REM a provedena kontrola cévni stény tepen a Zil ve svételném mikroskopu. Z obou Casti
experimentu pii srovnédni uvadénych teplotnich reZzimd je jednoznaCné, Ze normotermie
vyrazné urychluje nastup inicidlnich dystrofickych zmén endotelu tepen i Zil. NaSe prace
nebyla zamé&fena na zkoumadni riznych typlt konzervacnich médif, pouZili jsme jen dva
zékladni typy. I v tomto piipad® se viak zdd, Ze konzervacni roztok nehraje zasadni roli pro
uchovavani Serstvych cévnich alodtépl, ale rozhodujici je délka studené ischemie. V obou
experimentech bylo té7 patrno, 7e tepenné alografty jsou odolngjsi nez alografty Zilni a
hypotermie tento nastup dystrofickych zmén oddaluje. Inicidlni dystrofické zmény byly
patrny v hypotermnim reZimu u Zil 4.-5. den a u tepen 5.-6. den. Na zakladé techto
experimentdlnich zavérd byla stanovena doba konzervace §tépl pfed jejich transplantaci
maximaélne 72 hodin.

2. V druhé fézi bylo provedeno ovéfeni experimentdlnich vysledk v klinické praxi a

stanovena indika¢ni kritéria pro pouziti t&chto $t&pd v cévni chirurgii. Podle stanovenych
kritérif byly odebrany a nasledné transplantovany cévni $t€py v uréenych indikacich a

sledovéna jejich funk&nost v pravidelnych kontrolach.
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3. Ve tieti fazi byly zhodnoceny klinické zavéry v zavislosti na klinickém experimentu. Je

tfeba zdlizanit, Z¢ vysledky uvadéné klinické sestavy 28 pacientl jsou velice povzbudivé.
Nebyla zaznamenina mortalita v souvislosti s transplantaci cévniho §t€pu a amputace
koncetiny byla nutn4 jen ve dvou piipadech.

Nariist podtu i spektra cévnich operaci pfinaSeji komplikace, kterymi se museji cévni
chirurgové také zabyvat a feit je. Zda se, Ze cévni alografty mohou byt v pfisné stanovenych
indikacich vhodnou alternativou 1éEby, hlavné pii feSeni infekce cévnich protéz nebo u
pacientli s hrozici ampuiaci, kte¥i nemaji vhodny autologni materidl i pfes znama negativa

pouzivani cévnich transplantati.
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