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1. SOUHRN
1 Strukturovany souhrn

Uvod

V ditsledku mohutného rozvoje pouZiti protéz vcévni chirurgii narfistd i podet
komplikaci véetn® infekci cévnich protéz. Pravé v této souvislosti se objevuje i uréitd
rengsance zajmu o cévni alografty, kierd byla jisté podloZena i Uspéchy v transplantadni
chirurgii. Nizké poéty eévnich komplikaci pii transplantaci ledvin a jater vedly k opétovnému
pouzivani cévnich alografti pfi feSeni infekce umélych cévnich ndhrad. Zda se, Ze jednim
z diivodl vyskytu komplikaci pii pouzivani cévnich alografti byly nedokonalé postupy p#i
jejich odbéru a skladovani pfed implantaci. Po odbéru organu k transplantaci dochazi k jeho
ischemii. Jako zdklad pro uchovavani transplantatd je vyuZivana hypotermie, ktera oddaluje

nastup irreverzibilniho poskozeni tkani zpomalenim bunééného metabolismu.

Soubor a metodika

V ramei multiorganového odbéru byly ziskany tepenné a Zilni vzorky alografth, které byly
konzervovéany a ve stanovenych ¢asovych intervalech vySetieny. Tyto série vzorkid lidskych
tepen a Zil byly uloZeny v hypotermnich nebo kombinovanych podminkich po dobu 1 - 30
dnti v nutritivnim médiu E-199 a Custodiol® suplementovanych antibiotiky. Prvni skupina
tepennych a Zilnich vzorki byla vloZena do konzervagniho 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
ngjprve po dobu 24 hodin konzervovany pfi teploté +37 °C. Nasledn& byl roztok rychle
ochlazen na +4 °C a tato teplota byla udrZovéana do konce experimentu. Vzorky obou
experimentalnich skupin byly uchovavany v konzervaénim médiu po dobu minimalng 12
hodin a maximalné 30 dnd.

Na zéklade vysledkll experimentu byly nasledné v rdmei multiorganového odbéru ziskany
tepenné nebo Zilni alografty, zchlazeny na +4 °C a uloZeny v konzervaénim roztoku
(Custodiol® nebo E-199) s antibiotiky. Takto uloZené cévni Stépy byly v pfisné uréenych

indikacich co nejrychleji implantovany, nejpozdéji viak do 72 hodin.



Vysledky

Vyvoj morfologickych zmén lidskych tepen a Zil po hypotermni a kombinované
normo/hypotermni konzervaci v roztoku E-199 a Custodiol® suplementovanych antibiotiky
byl sledovan vobou piipadech po dobu 30 dné. Nalezy v rastrovacim elektronovém
mikroskopu 1 ve svételném mikroskopu ukazaly, Ze tepenné $tépy jsou v prvnich dnech
odolnéjsi vii€i zménam ne7 Zilni §tépy pfi obou teplotnich reZimech, vyraznéji pii hypotermii
+4 °C. Pfi porovnavéni s kontrolnimi vzorky cév, odebranych a fixovanych bez konzervace
byly v roztoku s kombinovanym teplotnim rezimem +37° C / +4 °C nalezeny prvni zmény ve
formé& poruSeni souvislosti endotelové vrstvy u tepen i Zil jiz po 2-3 dnech konzervace.
U druhé skupiny vzorkl v hypotermnim reZimu +4°C se tyto inicidlni dystrofické zmény

endoteliocytd objevily se zpoZdénim, na Zilach 4.-5. den a na tepnach od 5.-6. dne.

Diskuze a zavér

Standardni metoda &by infekce cévni protézy spoliva v odstranéni infikovaného materidlu
a v nahrad¢ novou extraanatomickou rekonstrukci nebo v pouZiti autologniho materidlu.
Pouziti cévnich alografti pfind$i dal$i moZnost fefeni infekce cévni protézy & pokus
o zachranu kondetiny pii t€Zce postizeném tepenném fe€isti a nemoZnosti pouZit vlastni &i
proteticky material. Dobré vysledky pii pouziti alograftii kofene aorty u pacientii s infekéni
endokarditidou nebo kombinované vykony transplantace ledviny a alogenni cévni
rekonstrukce davaji uréitou nadé&ji pro jejich pouziti i v dal8ich oblastech. Moznost in situ
rekonstrukce a relativni rezistence alograftu k infekci ve srovnani s umé&lym materidlem
piedstavuji hlavni vyhody a pfinaseji nové moznosti pro fefeni infekce cévni ndhrady. Zcela
nevyfeSenymi otdzkami jsou preference pouziti Cerstvého nebo kryoprezervovaného §tépu,
nutnost krevni kompatibility krevnich skupin darce a pfijemce a nastaveni imunosupresivni
1éby. V soucasné dob¢ se ukazuje, ¢ mnohé piipady fedeni infekei cévnich protéz
s pouZitim alografth p¥inaseji velmi dobré vysledky, které pfinasi i druha klinicka ¢4st prace.
Dalsi moZnosti je jejich vyuziti pro dialyzaéni ptistupy. Naopak nékteré klinické experimenty
z kardiochirurgie zatim pouziti cévnich alografti v této oblasti neumozriuji.

Dilatace nebo ruptury $tépii se nevyskytuji ¢asto a jsou spife zaznamenany podle nékterych
autorti pfi pouZiti Cerstvych alografth. Na zakladé t&chto vysledkll se nabizi dvaha, Ze
moderni kryoprezervace by mohla sniZovat imunologickou odpovéd a tim redukovat
degeneraci §t€pi a nasledné i jejich selhdni. V literatufe se vyskytuji i experimentalni prace,

kdy po ozifeni Zilnich alografti a po jejich implantaci dochdzi k men$imu poskozeni



endotelovych bundk i bazélni membrany a tim i kudrZeni jejich priichodnosti bez
imunosupresivni 1€¢by.

Cévni alografty dnes maji diky né€kterym specifickym indikacim své jisté misto v klinické
cévni chirurgii. Podminkou jejich §ir$iho uplatnéni je predevsim dal3i sniZeni Cetnosti
komplikaci vazanych na implantaci cizorodého biologického materialu. Slibné vysledky lze
ofekavat od zlepSovani technologickych postupl konzervace §téptl i od vyvoje modernich

LSl

spravnd indika€ni rozvaha s preciznim provedenim operaéniho vykonu.

Kli¢ova slova: infekce cévni protézy, cévni alograft, normo/hypotermni konzervace,

roztok E-199, Custodiol®

2 Structured summary

Introduction

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. The low numbers of
vascular complications during kidney and liver transplants has led to the frequent use of
vascular allografts as means of dealing with infections from artificial vascular prostheses. It
would appear that one of the reasons for the complications accompanying the use of vascular
allografts involved procedural errors in their treatment and storage prior to implantation.
Ischemia occurs in organs that have been removed for transplant. Hypothermia is used as the
basis for storing transplant organs as this delays the onset of irreversible tissue damage by

slowing down cell metabolism.

Materials and Methods

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 first group of artery and

vein samples was placed in the preserving solution at a temperature of +4 °C and was stored



in these hypothermal conditions for the entire period of the experiment. The second group of
samples of both types of vessel was placed in a combination of normal and hypothermal
conditions. The samples were first preserved at a temperature of +37 °C for a period of 24
hours. The solution was then rapidly chilled to +4 °C and this temperature was maintained
until the end of the experiment. The samples of both experimental groups were kept in the
preserving solution for at least 12 hours and a maximum of 30 days.

Based on the results of the experiment, the multi-organ samples produced arterial or venous
allografts, which were cooled to +4 °C and stored in a preserving solution (Custodiol® or
E-199) with antibiotics. These stored vascular grafts were implanted as rapidly as possible

for strictly defined indications, at the latest within 72 hours.

Results

The progress of morphological 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. In comparison with
the control vessel samples, which were extracted and fixated without preservation, the first
changes, in the form of a break in the coherency of the endothelial layers of both arteries
and veins, were found in the solution which underwent a combined heat regime of +37 °C
and +4 °C, after a mere 2-3 days of preservation. In the second group of samples kept under
hypothermal conditions at +4 °C, these initial dystrophic changes in the endotheliocytes

appeared later, in the veins after 4.-5. days and in the arteries after 5.-6. days.

Discussion and Conclusion

The standard method of treatment for infected vascular prostheses consists of removing the
infected material and replacing it with a new extra-anatomical reconstruction, or using
autologous materials. The use of vascular allografts offers an alternative solution to dealing
with infected vascular prostheses or an attempt to save the limbs when the arterial system has
been badly affected and own or prosthetic material cannot be used. The excellent results
achieved when using allografts for the root of the aorta in patients with infectious
endocarditis or combined procedures with kidney transplants and allogenous vascular

reconstructions provide encouraging signs that they can be applied in other areas. The option



of in situ reconstruction and the relative resistance of allografts to infection as compared to
artificial material are the primary advantages and offer additional possibilities for resolving
infected vascular prostheses. Problems concerning a preference for the use of fresh or
cryopreserved grafts, the need for compatibility between the blood groups of donor and
recipient and the need for immunosuppressive treatment cannot be avoided. It can now be
seen that many cases where infections in vascular prostheses have been dealt with by using
allografts, the outcomes have been extremely positive, and this has been confirmed by the
other, clinical, area of this work. Another option involves their use for dialysis procedures.
However, certain clinical experiments in cardiac surgery do not allow for the use of vascular
allografts in this area.

Dilation or rupture of the grafts occurs rarely and when these are recorded, the author has
generally used fresh allografts. These findings have given rise to the notion that modern
cryopreservation might reduce the immunological response, thereby reducing the
degeneration of the grafts and, subsequently, their failure. The literature also contains an
experimental work, where radiating venous allografts and then implanting them resulted in
less damage to the endothelial cells and the basal membrane, thereby maintaining their
permeability without the application of immunosuppressive treatment.

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®
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I1. GVOD

Tato prace byla zahdjena v roce 2004 ve spolupraci oddéleni cévni chirurgie Nemocnice Na
Homolce v Praze a Anatomického ustavu Lékafské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové.

Rozvoj cévni chirurgie piinddi ruku v ruce i narGistajici pocet komplikaci. Infekce cévnich
protéz, zvIagté v aortoiliacké oblasti, pak predstavuji velmi zdvaZné a n€kdy i Zivot ohroZujici
stavy. PouZiti lidskych cévnich transplantatd miZze v cévni chirurgii vyrazn¢ zlepsit jinak
velmi nepfiznivé vysledky pfi feeni téchto komplikaci. NevyfeSenou otdzkou ziistdva pouZiti
Cerstvého nebo kryoprezervovaného cévniho 3tépu. V pfipadé erstvého transplantitu neni
dosud pevn¢ stanoveny algoritmus odbéru a podminek jeho skladovéani pred vlastni
transplantaci.

Autofi se v této experimentdlni prici pravé zabyvaji t€mito nevyfeSenymi otazkami a déle

i vlastnimi klinickymi vysledky transplantace Cerstvych cévnich alografii.

IIL. CiLE PRACE

Hlavnim cilem prace bylo stanoveni optimalniho postupu odbéru a bezpeiného skladovéni
erstvych cévnich transplantati pred jejich transplantaci. V Ceské republice probihaj
organové transplantace za presné stanovenych podminek v nekolika transplantaCnich
centrech. Transplantace samostatnych cévnich §t&pli nejsou zatim béZné pouZivany a nejsou
ani stanovena pevnd kritéria pro jejich odbér, skladovani a klinické vyuZiti. V této préci byl
kladen hlavni dliraz na sledovani morfologickych zmén endotelu.

1. Cilem prvni faze projektu bylo vytvoieni optimainiho protokolu pro zpracovéni a uchovani

Serstvych cévnich transplantati s ohledem na délku studené ischemie. Vzhledem k tomu, Ze
endotel predstavuje velice citlivou &ast cévni stény, zaméfil se autor pravé na morfologické
sledovani cévniho endotelu. Vedle endotelu byly hodnoceny i ostatnich Casti stény tepen a Zil.

2. Cilem druhé faze bylo ovéfeni experimentalnich vysledkd v klinické praxi a stanoveni

pfesnych indikacni kritérii pro pouZiti téchto $t&pil v cévni chirurgii. Podle vytvofeného
protokolu byly odebrany a nasledné¢ transplantovany cévni St€py v urfenych indikacich
a sledovana jejich funk&nost v pravidelnych kontrolach. V n&kolika p¥ipadech se v disledku
reoperace podafilo odebrat nékolik kontrolnich vzorkd z transplantovanych alograftii, které

byly dale vySetfeny elektronmikroskopicky.
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3. Ve tieti zavéreéné fazi nésledovalo vyhodnoceni klinickych vysledkl a jejich konfrontace
s vystupy morfologické experimentdlni price a zivé€redné zhodnoceni vyznamu téchto

operaci pro pacienty.

IV.PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Wy

se vyskytuje v 1-5 % operovanych cévnich pacientii (1). N&kteti autofi uvadéji souvislost
mezi infekel a nartstajicim trendem multirezistentnich nosokomiélnich kmenti. Mortalita pii
1é€eni infekce cévnich protéz v aortoiliacké oblasti je na renomovanych pracovistich 20-50 %
(2, 3). Na zéklad¢ dosud ziskanych zkuSenosti je zcela zasadnim krokem kompletni
odstranéni infikovaného materidlu a podavani antibiotik (ATB). Na druhé strang jsou ale
publikovany i UspéSné konzervativni zplisoby 1é¢by s drenaZi infekéniho loZiska a piekrytim
protézy svalovym lalokem (4). Tento postup je vhodny jen ve velmi omezené mife. Po
odstranéni infikované cévni protézy je morné provedeni extraanatomické rekonstrukce
protézou (5). Tato revaskularizace viak m4 tfi zdkladni nevyhody: 1. nizkou stfedni dobu
prichodnosti s relativin€ vysokym vyskytem amputaci, 2. extraanatomicka cesta byva obtiZzna
v tifselné oblasti a 3. ruptuta aortilniho uzavéru pfedstavuje vyznamné riziko s vysokou
mortalitou.

Vyjimetng lze pomoci endarterektomie zprichodnit piivodniho Yedi§t€ (6). Ddle pak lze
pouZit autologni Zilu nebo novou cévni protézu in situ a v posledni dob& stale Cast&ji
i alogenni cévni 3tép. Autologni ndhrada byva v aortoiliackém povodi limitovana vétSinou
nedostateénym primérem vena saphena magna, kterd by méla byt alespofi 4mm. Po odbéru
autologni femoralni Zily dochdzi v pomérné vysokém procentu k velkému pooperaénimu
otoku darcovské kondetiny (7). Na druhou stranu viak tyto Zilni nahrady vykazuji dobrou
dlouhodobou prichodnost i dobrou adaptaci v aorto-iliako-femoralnim umisténi (8). PH
implantaci nové cévni protézy in situ je pomérn& vysoké riziko jeji reinfekce, a proto je
moZné zvolit protézu sycenou solemi stiibra nebo rifampicinem (9). Pii sledovani efektu
rezistence k infekci se zd4, Ze protézy s rifampicinem jsou vyznamngji odolngjsi nez protézy

se stitbrem (10).
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1 Historie a soufasnost cévnich nahrad

Zajem o hledéni vhodné cévni nahrady se projevil ve vét§i mife v disledku rozvoje cévni
chirurgie na rozhrani 19. a 20. stoleti. V klinice bylo cévni transplantace poprvé pouZito
vroce 1906 (Goyanes), kdy po nahradé¢ vyduté podkolenni tepny byl resekovany usek
nahrazen zilou, ponechanou in situ. Ve stejné dob& byly zkouSeny i Serstvé tepenné
alotransplantaty, ale nedosdhly S&ir§iho klinického wvyuziti. K op&tovnému klinickému
zkoudeni tepennych alograftii dochazi po druhé svétové vélce. V roce 1948 publikoval Gross
pouZiti lidského tepenného §t€pu v cévni chirurgii (11) a za daldi tfi roky provedl Dubost
prvni Usp€Snou ndhradu aneuryzmatu abdominalni aorty (AAA) pomoci arterialniho
homograftu (12). Po prvnich Gsp&$nych pokusech se indikace k rekonstruk¢énim vykoniim
s pouZitim tepennych alografti stale rozSifovaly (13, 14). Vrcholem se pak stala resekce
oblouku aorty a jeho nahrada tepennym §tépem (15). Soubé&Zné s alogennimi tepennymi
transplantaty se zac¢inaji objevovat i pokusy o nahrady tepen cizorodym materidlem. V roce
1952 byla pfedstavena prvni cévni protéza a v dalsim obdobi pak doslo k intenzivnimu vyvoji
cévnich protéz a k jejich masivnimu roz$ifeni v cévni chirurgii. Tak zagala nova a zasadni
etapa v rozvoji rekonstrukéni cévni chirurgie (16, 17, 18). Cévni protézy se staly vyznamnym
materidlem, hlavné ve vysokopritokové aortoiliacké oblasti. Zcela bezkonkurenéni cévni
néhradou pro nizky pritok ve femoro-popliteo-krurdlni oblasti viak zlistdva vlastni Cerstva
Zila minimélné¢ o priméru 4 mm vena saphena magna (VSM). Pfi srovnani vysledkd
tepennych alograftd a cévnich protéz se zvyraznily &etné nevyhody alograftii ve smyslu jejich
pofizovani, skladovani a vyskytu pozdnich degeneraénich zmén (19), i kdyZ experimentélni
vysledky pii pouZiti tepennych autograftd byly vyborné (20). Z téchto diivodia bylo jejich
pouzivani v rutinni cévni chirurgii nadale prakticky opusténo.

V disledku mohutného rozvoje pouZiti protéz vcévni chirurgii dochdzi 1 knardstu
komplikaci v¢etné infekel cévnich protéz (21, 22, 23). Pravé v této souvislosti se objevuje
i urditd renesance cévnich alograftil, ktera byla jisté podloZena i Gsp&chy v transplantaéni
chirurgii. Nizké podty cévnich komplikaci pfi transplantaci ledvin a jater (24, 25, 26) vedly
k opétovnému pouzivani cévnich $té&pt pii feSeni infekce cévnich protéz. Zda se, Ze jednim
z divodt vyskytu komplikaci pfi pouzivani cévnich alograftii byly nedokonalé postupy pH
jejich odbéru, nevhodné skladovani pfed implantaci a nedostateénd nebo Zadna

imunosupresivai 1écba.
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2 Stavba cévni stény

Sténa tepen i Zil se sklad4 ze t# stavebng odli¥nych vrstev, které jsou oznadovany jako tunica
interna (intima), tunica media a tunica externa (adventitia).

Tunica interna (intima) je vnitfni vrstva vystavend pfimému mechanickému pisobeni
krevniho proudu. Je kryta vrstvou endotelovych bundk, umoZiiuje plynulé proudéni krve
a pusobi antitrombogenné. Souéést{ intimy je tenka vrstva subendotelového vaziva s podélné
orientovanymi kolagennimi a retikularnimi viakny, kiera zabraiuje jejimu odtrZeni vlivem
nérazi krevniho proudu.

Tunica media je sloZena z cirkuldmé uspofadanych hladkych svalovych bun&k s p¥imési
elastickych vldken. Tato vrstva redukuje $ifku lumina cévy, plsobi proti G¢inku krevniho
tlaku a udrZuje stalou prichodnost cévy,

Tunica externa (adventitia) je {vofena Hdkym kolagennim vazivem. Spojuje cévu s okolim,
vyrovndvd Gdinek zevnich sil zokoli a chrani cévu pied nepfim&fenym protahovanim do

délky.

Arterie

Podle primeéru, stavby, tloustky jednotlivych vistev a zastoupeni svalové a elastické slozky
lze rozlidit tfi hlavni typy arterii: arterioly, arterie malého a stfedniho kalibru (svalové)
a arterie velkého kalibru (elastické).

Arterioly jsou cévy, jejichZ lumen je mensi nez 0,5 mm. Tunica intima je tvofena endotelem,
ktery nasedd na subendotelové vazivo. V cytoplazm& endotelovych bun&k se nachdzeji
protahld granula, ktera obsahuji faktor VIII (Weibel-Paladeho granula). Tunica intima je od
tunica media oddélena pomoci membrana elastica interna. Vlastni{ tunica media je tvofena asi
5 vrstvami cirkuldrné uspofddanych hladkych svalovych bungk. Tunica adventitia je
u tenkych arteriol tvofena pouze fibrocyty a retikularnimi vldkny, u arteriol vétstho kalibru
i vlakny kolagennimi.

Arterie malého a stiedniho kalibru jsou tepny svalového typu, v jejichZ sténé je zieteln&
vyznadena stavebni trojvrstevnost. Tunica interna je tvofena endotelem, ktery nasedd na
vistvu subendotelového vaziva. V této vrstvé se zvIastd v mistech vétveni arterii vyskytuji
podéln¢ orientované hiadké svalové buriky. Daldi vrstvou je membrana elastica interna
sloZena ze zahusténé sité elastickych vldken, tvofici hranici mezi intimou a médii. Tunica
media je nejnapadnéjdi vrstvou st€ny svalovych artérii, je tvofena a¥ 40 vrstvami hladkych

svalovych bun€k cirkularné orientovanych, mezi nimiZz jsou uloZeny &etné kolagenni
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a elastické fibrily. Tunica externa (adventitia) je tvofena fidkym kolagennim vazivem, jehoZ
vlakna probihaji téméf longitudindlng. Na hranici mezi médii a adventicii jsou elasticka
vlakna zahu$téna v membrana elastica externa.

Arterie velkého kalibru jsou pfevazng elastického typu. Jejich charakteristickym znakem je
zmnoZeni elastickych vldken ve sténg cévni, makroskopicky maji naZloutly vzhled. Kromé
aorty patii do této skupiny i tepny zni odstupujici. Tunica intima je u elastickych tepen
nipadné mohutna, lumen je vystldno endotelem se silnou subendotelovou vrstvou tvofenou
rosolovitym vazivem. Na ni navazuje vrstva z longitudinding probihajicich elastickych
a kolagennich vléken i ojedinélych hladkych svalovych bunik a bez ostré hranice piechazi
v tunica media. Zfetelnda membrana elastica interna zde chybi. Tunica media je nejmohutn&jsi
vrstvou stény elastickych arterii. Je pomé&rné chudd na hladké svalové builky, ale bohata na
elastickd vlakna. Krom¢ elastickych vlaken obsahuje tunica media i vidkna retikularni.
Membrana elastica externa neni vytvofena. Tunica externa je tenkd, sloZena z longitudinilng
orientovanych kolagennich a elastickych vlaken. Probihaji v ni vasa vasorum, nervi vasorum

a ojedingld vegetativni ganglia i corpuscula lamellosa.

Vény

Vény se podobné jako arterie d€li na venuly, vény malého a stfedniho kalibru a velké vény.
V jejich stavbé jsou znaéné individudlni a regiondlni rozdily. Trojvrstevnost neni zde tak
napadnd jako u artérii, protoZe kromé adventicie jsou intima a médie znateln® tenéf a nejsou
ostfe ohranifeny. Sténa vén obsahuje v&t§ mnoZstvi kolagennich vlaken, zatimco svalova
a elastickd sloZka je redukovana.

Venuly jsou Zily malého kalibru do 1 mm. Tunica intima je tvofena pouze endotelem, tunica
media se skladd z1-3 vrstev svalovych bunk. Tunica adventitia je tvofena ¥idkym
kolagennim vazivem a je nejmohutngj3i.

Maié a stfedni vény méfi v prim&ru 1-9 mm. Jejich tunica intima je tvofena endotelem
s nepravidelné vytvofenou subendotelovou vrstvou. Derivatem intimy jsou Zilni chlopné,
které se vyskytuji ve vénach dolni poloviny t€la. Jsou tvofeny endotelovou fasou, vyztuZenou
elastickym vazivem. Tunica media je tenkd a je tvofena plochymi hladkymi svalovymi
buitkami, které nevytvafeji souvislou vrstvu. Mezi nimi probihaji snopce kolagennich
a retikuldrnich vldken. Tunica externa (adventicia) je nejtlustdi vrstvou a sklada se
z kolagennich a elastickych vldken sojedinélymi longitudindlnimi hladkymi svalovymi
burikami.
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Stavba velkych vén se 1i§{ v zavislosti na lokalizaci a funkci. Tunica intima je tvofena
endotelem, ktery naseda na subendotelovou vrstvu, v niZ lze pozorovat i ojedinélé hladké
svalové builky. Tunica media je tenkd, tvofend pouze nekolika vrstvickami hladkych
svalovych bun¢k. V této vrstvé je ve srovnéni s arteriemi svalovina znalné redukovana,
prevladaji vazivova vlakna. Tunica adventitia je nejtlustdi vrstvou tohoto typu vén a obsahuje
svazky longitudinalné probihajicich hladkych svalovych vlaken, které zpeviiuji st€nu a brani
jejimu rozepnutf a kolapsu. V t€sné blizkosti srdce lze v této vrstvé pozorovat malé mnoZstvi
kardiomyocytii. U vétsich cév nad 1 mm (arterii i vén) se vyskytuji vasa vasorum, které
zasobuji jejich sténu. U arterii pronikaji adventicii do médie, u vén aZ k intimé&. Inervaci stény
cévni zabezpefwji vldkna vazomotorickd a senzitivni. Vldkna vazomotoricka se déli na
vazokonstrikéni  (vétSinou  sympatickd), zplsobujici smr¥téni hladké svaloviny,
a vazodilataéni (parasympatickd nebo sympatick4). Vldkna senzitivni jsou myelinizovan4
vldkna vytvafejici ve stén¢ cév nékolik nervovych pleteni. Kromé téchto vldken se
v adventicii velkych cév vyskytuji lameldzni t8liska, fungujici pravdépodobné jako
baroreceptory.

3 Funkce a vlastnosti cévni stény

Endotel kontroluje permeabilitu pro bunééné i nebunééné slozky krve, reguluje optimalni
pritok (tj. nap&ti hladké svaloviny st€ny cévni), tvofi nesmaéivy povrch zabrafiujici adhezi
a agregaci destiek, zajiStuje aktivaci koaguladniho systému, dale kontrolu fibrinolyzy,
reparatnich pochodi a angioneogeneze. K reologicky vyhodnému toku krve v cévach
piispiva i lamelovité uspofddani endotelu. V endoteliich je syntetizovana fada vazoaktivnich
a hemokoagulacnich plsobkd, které jsou uvolilovany jak intraluminalng, tak do stény cévni.
Nejvyznamnéjdimi vazodilatadnimi faktory jsou oxid dusnaty (NO) a nekteré prostaglandiny
(PG), zeyména prostacyklin PGI2 a prostaglandin E2. Vregulaci bazalniho tonu
i vazodilatace hraje klitovou tlohu NO neboli endotelidlni relaxa¢ni faktor. Tento kratkodobg
plisobici a voln¢ difundujici lipofilni plyn vznika v endoteliich z L-argininu plisobenim NO
syntazy. Syntéza NO je tlumena fadou rizikovych faktorl aterogeneze. Také mechanicky
poSkozeny ¢i regenerovany endotel ma mensi schopnost uvoltiovat NO. V organismu ma NO
nezastupitelnou tlohu. Diftizi do lumina inhibuje adhezi trombocytd na endotel, jejich
aktivaci a agregaci, a brani nadmémému nahromadéni leukocytil v subendotelidlnich
prostorach. Dale NO difunduje do subendotelidlnich prostor, kde pisobi na buiiky hladké

svaloviny stény cévni, udrZzuje bazalni relaxaci cév a podle aktualnich potfeb jejich tonus dale
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modifikuje. Endotelie neustile monitoruji tzv. shear stress (stfiZné napéti), coZ jsou tieci sily
plsobici na povrch endotelu, které vznikaji tokem viskézni kapaliny. Shear stress je
povazovan za dllezity faktor, jenZ ovliviiuje funkci endotelu a jenz se miiZze uplatnit v rozvoji
endotelialni dysfunkce. Jde o silu zplisobenou pulzovou vinou, kterd ptisobi na endotel kolmo
ke sméru toku krve. Tato sila mé pferuSovany charakter v souladu s pulzovou vlnou a je
jednim z hlavnich stimuli pro syntézu NO v endotelidlnich buikkach. ZvySeny shear stress
indukuje zvySenou syntézu NO, ktera vede k relaxaci cévni stény a pfizpiisobeni objemu
protékané krve. Plynuld pulzova vina je pferufovana v mistech vétveni arterii, kde shear
stress klesd, Tim klesa i syntéza NO se v8emi jeho metabolickymi disledky. Neni zatim
jasné, co zprostiedkovavad biochemickou odpovéd’ na shear stress. Za pfenaSee informace
jsou povazovany integriny, iontové kanaly a receptory G-proteinu. Shear stress také reguluje
expresi nékterych gend, které se uplatiiuji v rozvoji aterosklerdzy [gen pro NO syntdzu,
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) a chemotakticky protein  monocyti]
a trombomodulin (membranovy glykoprotein vazajici trombin). Shear stress miZe mit
i antitromboticky efekt, protoze ovliviiuje regulaci tvorby aktivatoru tkatiového plazminogenu
(PAI-1) v endotelialnich buiikdch. Nepfimo také sniZuje agregabilitu trombocytd zvySenim
syntézy NO. Studiem systémovych endotelii in vitro bylo ukédzino, Ze zvydeni st¥iZného
napéti stimuluje jejich metabolickou aktivitu (27), zvySuje propustnost pro proteiny (28)
a méni charakter endotelidlniho cytoskeletu (29). Cetné studie ukazuji, Ye u pacientd po
cévnich autovendznich rekonstrukcich dochdzi po zafazeni Zily do tepenného Fedidté ke
zménam Zilniho priméru a stavby tzv. ,arterializace implantovanych Zil“. Lidska VSM je
schopna uréité adaptace po zafazeni do tepenného fecisté. Veétsi Zily se po implantaci do
arteridlniho Fedidte zuzuji, malé se rozifuji, aby normalizovaly tzv. shear stress (30).

Dojde-li akutné k porudeni endotelu, uplatni se v reparatnim pochodu krevni destitky. Na
obnaZené subendotelidlni komponenty (zejména kolagen) se okamZit¢ vaZe von Willebrandiv
faktor. Tento vaZe destiCkovy glykoprotein, a tak stimuluje adhezi trombocytil.

Hladka svalovina tvofi stfedni vrstvu stény cévni, nebun¢énd matrix vaze jednotliva vldkna
do snopct a umozfiuje spravnou, pievéind cirkularni orientaci vidken. Ulohou hladké
svaloviny je regulace tonu tepny, zasadni vyznam pak maji drobné muskularni arterioly
kontrolujici periferni rezistenci a krevni tlak. Ve velkych tepnach hraje tonus hladké

svaloviny vyznamnou ulohu zejména p#i postizeni tepny stenozujicim procesem.
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4 Transplantace

Transplantace je [éCebna metoda pienosu organd nebo tkani, které nahradi nemoci nebo
urazem znieny organ nebo tkan. Sou¢dsti transplantainiho programu jsou nejen darci
a piijemci neboli Cekatelé, ale i transplantaéni tymy a koordindtofi organovych a tkatiovych
transplantaci.

Za zaditek transplantaci v Ceské republice lze povaZovat rok 1961, kdy byla v tehdejsim
Ceskoslovensku provedena prvni transplantace ledviny ve Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové (23. listopadu). Stép sice obnovil svou funkei, nemocn4 viak po 16 dnech zemfela na
infekei. S dal8imi transplantacemi zadalo toto pracovist€ v roce 1969. Systematicky program
transplantaci ledvin v Ceskoslovensku zahajili a prvni tsp&$nou transplantaci ledvin provedli
21. btezna 1966 v Ustavu klinické a experimentalni chirurgie (IKEM) v Praze-Kréi. Stép
fungoval 3 roky, nemocny zemfiel v roce 1969 na krvaceni do mozku.

V soucasné dobé se v Ceské republice kromé ledvin transplantuji srdce, plice, jatra a slinivka
bfidni veetné izolovanych Langerhansovych ostrivkl. V piipadé tkani jde zejména
o transplantaci oéni rohovky, kterd je nejstar$i v klinice provadénou alotransplantaci. Prvni
usp&Snou transplantaci rohovky provedl Zirm v Olomouci v roce 1905. Zv1astni kapitolou
zistava transplantace krvetvornych bungk.

K zajistovani koordinaéni a metodické &innosti v systému transplanta¢nich center v Ceské
republice je ziizeno Koordina¢ni stéedisko transplantaci (KST). K hlavnim tkolim KST patii
vedeni registrli, koordinace odbérii a transplantaci, informaéni Ginnost a mezindrodni
spoluprace.

Cekatelem na transplantaci organd se méZe stat jenom pacient, ktery jc zafazen na &ekaci
listing jednotné pro celou Ceskou republiku. Jde o pacienta, ktery trpi nezvratnym selhavanim
funkce ur¢itého organu, ktery nereaguje na medikamentozni 16¢bu, a situaci nelze Fesit jinym
zplsobem. V neposledni fad® je to Cekatel schopny transplantace a uzivini dlouhodobé
imunosupresivni 1é¢by s vyhledem na dlouhodobé pieZiti.

Darcem se miiZe stat pacient, u kterého byla stanovena smrt mozku. Smrt mozku je stav, kdy
neni pochybnosti o strukturdinim poskozeni mozku ani o jeho nevratnosti a pacient-darce je
v hlubokém bezvédomi, na umélé plicni ventilaci. Déle je vylou€eno, Z¢ se na bezvédomi
v okamZiku vySetfeni podili intoxikace, tlumivé relaxaéni G¢inky 1é¢iv, metabolicky nebo
endokrinni rozvrat &i primdrni podchlazeni. Smrt mozku se potvrzuje na zaklade klinickych
znamek smrti mozku a vySetfeni potvrzujicich nevratnost mozkové smrti. Mezi né pati

angiografie mozkovych tepen nebo mozkova perfuzni scintigrafie a u déti do jednoho roku
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Zivota mozkova perflizni scintigrafie a transkranidlni dopplerovska sonografie. U pacientil se
ztratovym porandnim kalvy nebo po kraniektomii, u nichZ nelze z medicinskych divodi
vySetfenimi angiografic nebo mozkové perfizni scintigrafie potvrdit mozkovou smrt, se
nevratnost mozkové smrti potvrzuje vySetfenim kmenovych sluchovych evokovanych
potenciald.

Kadaverézni darce je darce s prokdzanou smrti mozku nebo nezvratnou zéstavou krevniho
ob&hu. Rozlisujeme dérce s ,,bijicim* a ,,nebijicim* srdcem (tzv. NHBD — non heart beating
donor). Ve vétsing piipadd byva potvrzena mozkova smrt pfi zachovaném krevnim obéhu.
Organy se odebiraji zejmeéna od kadaverdznich darch. V ptipadé ledvin a €asti jater lze pouZit
organ od Zijiciho darce — piibuzenskd nebo nepfibuzenska transplantace. Podminkou je, Ze
odbér orgdnl nesmi zplisobit zhorSeni & ohrozeni zdravotniho stava nebo ohrozit Zivot darce.
Zijicim dércem organti se muiZe stat osoba v ptibuzenském nebo neptibuzenském vztahu
k pifjemci, kterd se dobrovolné rozhodla darovat parovy organ (ledvinu) nebo &ast orgdnu
(Gast jater, plic, slinivky), a déle tkan, ktera regeneruje (kostni diefi). Pro darcovstvi plati
pfisna eticka pravidla.

Existuje nékolik vyhod odbéru organu od Zivého darce. Jednou z nich je pfedpokladana
kratk4 doba studené ischemie = doba od poéatku proplachu organu konzervaénim roztokem
do doby obnoveni pritoku krve v organu po transplantaci. Dal§i vyhodou je dokonala
pfiprava a vySetfeni darce i pifjemce s moZnosti naplanovat operaci kdykoliv podle potfeby
pacienta. Pfedpokladem je tedy zdravy darce, pro néhoZ piit dobrém zdravotnim stavu

nepfedstavuje darovani organu riziko,

4. 1 Antigenita

V transplantani chirurgii je provadéna HLA (human leukocytes antigens) typizace. Buriky
viech organt téla a zvlast€ pak imunitniho systému nesou na svém povrchu latky — antigeny,
které podmifiuji tkatiovou neslucitelnost mezi nepfibuznymi jedinci téhoz Zivog&isného druhuy,
pifpadn¢ brani pfenosu tkanf z jednoho Zivo¢isného druhu na druhy. Kazdy élovék ma svoje
typy HLA antigenii (membranovych znakd, molekul €astnicich se na imunitnich reakcich),
které jsou rozhodujici pro imunitni reakce organismu na cizi organ. Pro transplantace orgdnt
jsou vyznamné HLA antigeny A, B (patii do 1. t¥fidy) a DR (II. tfida), témé&f kazdy jedinec m4
2 antigeny — jeden od matky a druhy od otce (tj. 2 antigeny HLLA - A, 2 antigeny HLA - B

atd.). Pfi transplantaci organll se porovnavaji HLA antigeny darce a piijemce (tedy max. 6
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shodnych/neshodnych znakt). Shoda v HLA m4 i pfes velky pokrok v imunosupresivni {écbé
velky vyznam pro pieZiti transplantovaného §tépu.

Vybér pfijemce na transplantaci organu je fe$en pomoci pocitatového programu, ktery v sobg
obsahuje alokaéni algoritmy. Prvni podminkou je kompatibilita v krevni skupin€ (KS) darce
a pifjemce (napf. darce s KS A bude vhodnym pro pfijemce v KS A, AB). Dal3imi jsou
stupeit HLA shody a vyskyt specidlné vySetfovanych protilatek. Zohlediiuje se 1 délka
dialyzaéniho 1é€eni. Détem Cekajicim na transplantaci se pfi vybéru pifjemcii dava pfednost.
Vybdr &ekatelt probihd na zékladé shody v krevni skuping, véhového poméru darce
s fekatelem  a naléhavosti zdravotniho stavu.

Procento protilatek, tj. PRA (panel reaktivnich protilatek) vyjadifuje stupeii senzibilizace. Je
pouZivan k posouzeni rizika, Ze transplantovany organ bude pfijemcem odmitnut.

Cross — match je kifZzova zkouska = reakce mezi lymfocyty darce a sérem piijemce. Je-li
pozitivni, nelze provést transplantaci organi, protoZe je prakticky jisté, Ze by nastala rejekce.
Uspésna transplantace pfinsi obvykle zdsadni zlepSeni kvality Zivota. T transplantovany
pacient md vSak v Zivot€ wurfitA omezeni: napfiklad nputnost ftrvalého uZivani
imunosupresivnich 1k a opakované ndvitévy a kontroly na specializovanych lékatskych
pracovigtich. I pfes tyto vyhrady hodnoti v&t8ina pacientd kvalitu Zivota jako velmi dobrou.
Cekaci doba vyrazn& zavisi na tom, zda je k dispozici vhodny darce. U Zijicich dérchi lze
transplantaci ¢asoveé uzplisobit. U kadaverdznich darci je doba éekani riizna, v ptipadé ledvin

se u transplantovanych osob v Ceské republice pohybuje v priim&ru kolem 12 mésici.

4. 2 Fyziologie a patofyziologie

Po odbéru organu k transplantaci dochazi k jeho ischemii. Butiky v normalnich pomérech
ziskavaji evergii k udrZeni své integrity oxidativni fosforylaci, redukei kysliku na vodu
v mitochondriich, pii které je tvofen adenosintrifosfat (ATP). PH nedostatku kysliku je
limitovana oxidativni fosforylace a dochazi k rychlé depleci ATP a vznikd porucha na ATP
zavislych homeostatickych intracelularnich mechanizmt az letalni poSkozeni bunék. Jako
zdklad pro uchovavani transplantdtii je vyuZivina hypotermie, kterd oddaluje nastup
irreverzibilniho poskozeni tkani zpomalenim bun&¢ného metabolismu, ktery pii teploté +4 °C
klesa ped 5 % plvodni aktivity (31). Pfi zmrazeni organu dochédzi k pfeméné vody na
krystaly ledu, které pisobi poskozeni tkani (32). Samotna hypotermie mé na bunky téZ
negativni vliv. Jednim z hlavnich nasledki je porucha iontové rovnovahy. Zpomaleni funkce

Na' / K™ - ATPazy vede ke sniZeni membranového potencidlu a vstupu CI' do buiiky podle
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koncentratniho gradientu. lonty CI' jsou nasledovany kationty a H,O a vznikajici
intraceluldrni edém miZe vést aZ k destrukci buitky (33). Rada studif spojuje zmény
v intracelularni koncentraci Ca®" s biochemickymi zm&nami a histologickym poSkozenim
vedoucim aZ k bun&&né smrti. Deplece ATP inhibuje ATP - dependentni pumpy prendsejici
Ca’" z buiiky a do bun&énych organel. Hypotermie m&ni propustnost membrén, ktera spolu
s edémem piispiva k abnorméinimu pohybu Ca®* jont (34). P¥i studené ischemii $tépu se
uplatiluji 1 dal3i déje. Anaerobni glykolyza, jako jedind moZnost obnovy ATP, s nislednou
akumulaci laktatu pfispiva ke vzniku intracelularni acidézy. P#i ischemii dochazi ke konverzi
xantindehydrogendzy na xantinoxidazu. Pti degradaci ATP nahromadény hypoxantin je za
normalnich podminek metabolizovian xantindehydrogendzou mna xantin s vyuZitim
nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD") (35). Xantinoxidiza vyuZivd pfi metabolizaci
hypoxantinu jako substrat misto NAD" kyslik za tvorby velkého mno¥stvi superoxidového

aniontu,
4. 3 Biochemické aspekty ischemicko-reperfiizniho poskozeni

Reperfize ischemické thané kyslikem bohatou krvi spousti kaskaddu chemickych a buné&nych
reakei, které mohou vést k organové dysfunkei. A¢koli okysliena krev je Zivotné dulezita pro
udrZzeni normdlni funkce tkani a bunék, reoxygenace ischemickych tkani poskozuje
endotelové buiiky. Zikladem chemickych reakci v postischemickych tkdnich se zdd byt
redukce molekularniho kysliku na toxické metabolity (superoxid, peroxid vodiku
a hydroxylovy radikal). Z dalSich reakci spjatych s ischemicko-reperfiznim poskozenim
(IRP) miZeme jmenovat vznik a uvolnéni lipidovych mediatorti a cytokini a dale uvolnéni
endotelidlnich adhesivnich molekul. Poruchy mikrocirkulace, zv1asté postkapilarnich venul,
jsou charakterizoviny edémem endotelidlnich bungk a jejich oddalenim od bazélni
membrany, coZ zhorSuje jeji funkci jako bariéry, zplsobuje tnik proteint a intersticialni
edém. Ischemie vede k vytvofeni hypoxantinu a xantioxidazy uvnitt endotelidlnich bungk. P#
reperfizi pfistup kysliku umozni vznik superoxidového aniontu 0%, Hydroxylovy radikal
("OH) vzniké reakei superoxidu a H,O, (Haber-Weisova reakce). Volné kyslikové radikaly
zplisobuji poskozeni oxidaci nukleovych kyselin, enzymi, receptorti a membranovych lipidi.
Vysledkem je zvySend membranova propustnost, poruchy mikrocirkulace, které vedou ke
zvySené filtraci proteini a naslednému intersticidlnimu edému. Ptidani vychytavadi
superoxidového radikdlu - superoxiddismutasy pied reperfiizi sniZzuje hromadéni oxidanti

a poskytuje ochranu tkanim. Kataldza (enzym katalyzujici pfeménu H,O; na H>O a kyslik)
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také chrani pfed IRP. Vychytdvafe vysoce reaktivnich hydroxylovych radikdld, jako je
dimethyl sulfoxid, dimethyl thiourea a manitol, se ukédzaly jako G&innd ochrana v nékolika
modelech IRP. Inhibitory xantin oxiddzy (alopurinol, oxypurinol, pterin aldehyd) nejen
zmirmujf nekrézu epitelu, ale zlepsuji i mikrocirkulaci. Prvnim krokem je ubytek ATP, ktery
je pfeménén na hypoxantin [normalné je hypoxantin oxidovin na xantin za Gcasti xantin
dehydrogenazy za piitomnosti NAD v reakci, kterd konvertuje NAD™ na NADH+H'].
Béhem ischemie je xantin dehydrogendza konvertovana na xantin oxidazu. Po reoxigenaci
xantin oxidédza konvertuje hypoxantin na xantin za vzniku velkého mnoZstvi superoxidového
aniontu, Toto spousti kaskadu reakei, pii kterych vznikaji daldi kyslikové radikaly a H,0,
uvnitf endotelidlnich bunék (36).

Reperfize ischemickych tkani je také tizce spjata s uvolnénim velkého mnoZstvi zanétlivych
bungk. Pokusy ukézaly, Ze neutrofily hraji v reperfiizi kli¢ovou roli, pfilnou k postkapilarnim
endotelidlnim buitkdm a pak dale pronikaji do intersticia. ZvySeny poéet neutrofild je pfiéitan
aktivaci a zvySené expresi adhesivnich glykoproteinti na povrchu neutrofili (CD 11 /CD 18,
L-selektin) a endotelialnich bunék (ICAM-1, a E-selektin). Dal$i vyznamnou roli
v patofyziologii IRP hraje NO, ktery ovliviiuje cévni tonus, inhibuje adhezi leukocytl
k endotelu a zamezuje agregaci destitek. Fyziologicky se tvofi v builkdch endotelu,
v makrofazich a v daldich buiikich oxidaci L-argininu (za G¢asti NO syntdzy). Po reperfizi
dochazi k inhibici syntézy NO (37).

4.4 Média pro tkénové kultury

Ke kultivaci Zivo¢inych bungk in vitro se pouZivaji média sloZend ze zakladniho roztoku, tj.
souboru zakladnich sloZek potfebnych pro vyZzivu builky a souborn dopliiki, které

zabezpeduji dalsf pozadavky bunek a umoziiuji jejich rist i proliferaci v zakladnim médiu.

Zikladni médium

Zakladni médium piedstavuje balancované chemické prostiedi, ze kterého buriky &erpaji
slozky pro biosyntézy a zabezpeduji sviij energeticky metabolismus. Pro usp&$né péstovani
bunék se musi k syntetickym médiim ptidavat vhodné doplitky, které podmitiuji buné&&nou
proliferaci a schopnost pfilnout k podkladu. Tato skupina latek zahrnuje jednak nedefinované
slozky médii (zvifeci séra, Zivocisné a rostlinné extrakty), jednak slozky definované (rstové

faktory, hormony aj.).
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Typy bunéénych kultur

Z hlediska populaéni charakteristiky rozli$ujeme bunééné kultury priméarni a bunécéné linie.
Primokultury vychézeji z bun&k ziskanych pfimo z Zivocisnych tkani. PasdZovanim a dal§imi
adaptacemi t€chto bun&k na rist in vitro vznikaji bunétné linie, které mohou byt nesmrtelné.
Bun&né linie lze rozliit na diploidni, jeZ jsou charakterizovany karyotypem identickym
s Zivodisnym druhem, zn€hoZ byly izolovany, a na heteroploidni, jez jsou karyotypicky
a Casto i morfologicky odli¥né od bun&k plvodniho Zivoisného druhu, popfipade tkdng, z niz
byly izolovany. Kultury miizeme d&lit i zjiného hlediska, podle zplsobu rlstu, na tzv.
adherentni, kdy builky rostou jen po pfichycenf na pevném podkladu (na stén& kultivaéni
nadoby ¢i na mikronosiéi), a na kultury suspenzni, kdy buiiky nevyZaduji pevny podklad.
Vzhledem k odli¥nym riistovym ndrokim riznych typi Zivoéisnych bunék bylo v prib&hu let
vyvinuto mnoho variant kultivaénich médii a dopliikk®, respektujicich odli¥né metabolické
potieby bunék a jejich odlisné néroky na riizné riistové faktory. Velky vyznam ma proto nejen
volba typu média, ale i jeho kombinace s vhodnymi doplitky a nasledné dodrZeni potiebnych

kultivaénich podminek.

Kyvalita vody

Pitn4 voda se pfed pouZitim podrobuje dvoji demineralizaci, odstranéni organickych latek
a sterilizaci filtraci. V pfipadé pouZiti koncentrdtd médii je tfeba mit na zfeteli, Ze aZ 90 %
pracovni koncentrace objemu média pfedstavuje voda. PouZiti vody nevhodné kvality miZe

velmi negativné ovlivnit vlastnosti média nebo je znehodnotit.

Kvalita chemikalii

vénovéna toxickym prvkim. Jejich obsah nesmi pfekro¢it pfisn€ stanoveny limit.
Anorganické slozky médii jsou vesmés velmi stalé, nékteré vitaminy maji naopak stabilitu
nizkou. Hormony, antibiotika a riistové faktory se vétSinou musi skladovat pfi teplotach
0 °C az +4 °C a vhodném rozsahu pH. Tato teplota se doporucuje pro skladovani médii.
Zmrazovani se nedoporucuje, protoZe hrozi nebezpeéi prasknuti obalu pnutim ledu. Nékteré
obtizné rozpustné slozky mohou zejména z koncentrovaného roztoku vypadnout
a nerozpousteii se ani po zahiati. Jakmile se média nafedi do pracovni koncentrace, doplni
dal$imi slozkami a upravi se pH, musi se co nejdiive spotiebovat. K praci se doporuéuji

nédoby s minimem prostoru mezi hladinou p¥ipraveného roztoku a uzavérem.

23



Zakladni slozky médii

vyS8i koncentraci, miZe se metabolickou ¢innosti bunék rychle pfeménit na kyselinu mléénou
s naslednym poklesem pH média aZ k inhibujici hodnoté. Dal§im vyznamnym zdrojem
energie a uhliku je glutamin, P# jeho nepfitomnosti vmédiu a souasnym sniZenim
koncentrace séra nebo riastovych proteinli bovinniho séra lze médium pouZivat jako
,udrzovaci®. Glukéza se &asto nahrazuje galaktozou, coZ umoziiuje lepdi kontrolu produkcee
kyseliny mlé&né a zmén pH i pfi deldich intervalech mezi vyménami média. Dal§imi zdroji
energie mohou byt nékteré aminokyseliny nebo pyruvat, tiebaZe cukry plné nahradit
nemohou.

Zdrojem dusiku jsou aminokyseliny, stavebni kameny bilkovin. V n€kterych médiich jsou
obsazeny v relativng vysoké koncentraci. Daldim zdrojem dusiku mohou byt téZ hydrolyzaty
ur¢itych bilkovin Zivo&isného nebo rostlinného pivodu, coZ jsou vlastn€ nedefinované smési
aminokyselin a oligopeptidi.

Vitaminy jsou obsazeny ve viech médiich a slouZf vétsinou jako kofaktory v enzymatickych
reakcich. Nékdy je jejich spektrum velmi §iroké, jindy jsou obsaZeny v relativné vysokych
koncentracich.

Sviij vyznam maji lipidy a slozky médii rozpustné v tucich. Pro n€které butiky jsou esencialni
kyseliny linolova, olejova, cholesterol, etanolamin a dal$i. Uplatfinji se vyznamné pfi
kultivaci hybridomt pro produkci monoklonélnich protilatek. Tyto sloZky pfedstavuji nutnou
soucast bezsérovych médii.

Prekurzory nukleovych kyselin naopak nejsou nezbytnou soucasti médii, protoZe je buiky
vesmds dokazi syntetizovat. Néktera bohatsi média je viak obsahuji.

Hormony a ristové faktory jsou velmi diskutovanou a velmi dileZitou slozkou viech
kultivaénich roztokl. Jejich vyznam enormnd vzrostl zejména v souvislosti s konstrukef
bezsérovych médii. Hormony a riistové faktory jsou b&zné obsaZeny ve zvifecich i lidskych
sérech a tkafiovych tekutinach. Aby bylo moZno vylougit nedefinované slozky z kultivaénich
médii, musely se tyto faktory izolovat a purifikovat. Tyto snahy byly mnohdy tisp&3né, dosud
se viak nepodafilo a asi se ani v dohledné dobé nepodafi zkonstruovat univerzalni dopln€k
nahrazujici sérum v plné $ifi. Kazdy bun&ény typ ma totiz specifické poZadavky na spektrum
a koncentraci téchto latek. Z hormonil jsou to napiiklad inzulin a hydrokortizon, z ristovych
faktori fibroblastovy ristovy faktor (FGF), epidermalni ristovy faktor (EGF), destitkovy
ristovy faktor (PDGF), transferin, interleukiny a dal¥i.
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Podstatnou souasti médii jsou anorganické soli, které zajistuji potfebnou osmolalitu
v systému buiika-roztok. Nékteré z nich reguluji svou tlumivou schopnosti aktualni aciditu
systému b&hem kultivace a téZ se zapojuji jako mutriéni faktory do metabolického cykiu.
SloZeni v&tSiny médii je v zasadé zaloZeno na dvou typech pufraénich solnych smési:

1. Earledv roztok — zakladni izotonicky roztok, jehoz pufraéni schopnost je zaloZena na
relativné  vysokém obsahu NaHCO; (hydrogenuhliditan sodny). Piirozenému rozpadu
NaHCO; a nasledné alkalizaci roztoku je vSak tfeba branit zvySenim obsahu CO, (oxid
uhli¢ity) v ovzdusi inkubatoru, kde se buiiky péstuji v otevienych kultivaénich nadobéch.

2. Hanksiiv roztok — zékladni izotonicky roztok s minimdlnim obsahem NaHCQ;, ktery ma
pfevazné nutri¢ni vyznam. Pufraéni schopnost média je podminéna obsahem fosfath, a proto
se kultivace provadi v normalni atmosféfe v uzavienych nadobéch.

Znalost pufrainich systémi i funkce pH je pfi praci s bunéénymi kulturam: velmi dileZita.
VétSina ZivoliSnych bunck roste dobie vrozmezi pH 7,2 - 7,4 a nékteré fibroblasty pii

pH 7,4 - 7,7. Urtité epidermdlni buiiky v8ak roston uZ p#i pH 5,5.

Zivoti¥nd séra

Zivodisna séra stle zistivaji obtizng nahraditelnou slozkou médii pro kultivace mnohych
druhil bunék. Séra tvol nejdrazsi soucdst média, a pokud nejsou zmraZena, jejich kvalita se
zhorSuje a jednotlivé SarZe jsou relativné nestandardni. RovnéZ naruSené Zivotni prostfedi se

negativné projevuje v jejich jakosti.

Pouziti antibiotik

Do médii pro kultivaci bunék se €asto pridavaji antibiotika, tfebaZe jsou s tim spojeny nékteré
problémy. Antibiotika maji nékdy nepfiznivy vliv na rist a proliferaci bun€k. Jejich toxicita
nariistd v médiich snizkym obsahem proteinti. Dbd-li se na maximalni distotu prace
1 prostfedi a pracyje-li se vlaminamich boxech, miize se pracovat téZ bez antibiotik. Pro
likvidaci mykoplazmatické kontaminace jsou antibiotika vesmés nedostateéné uGéinnd.
Stabilita antibiotik je vétdinou zavisld na pH. Mezi nejstabilngj$i patfi gentamycin piisobici

i na (extracelularni) mykoplazmata.

4. 4. 1. Synteticka média

Tato média jsou sterilni a jsou dostupnd vétSinou ve dvou koncentracich: 10x koncentrovana

a vpracovni koncentraci, tj. pro pifimé pouZiti, Média se sterilizuji filtraci. Obsahuji
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fenolerven i glutamin a neobsahuji NaHCO;, HEPES (pufraini systém,
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-¢thanesulfonic acid) ani antibiotika.

Bazalni médium dle Eaglea (BME)

Pokryva esencidlni nutriéni poZadavky a obsahuje dalsi faktory nutné pro rist bunék
vkultufe. Po dopln&ni sérem je pouZitelné pro kultivaci velké Yady normélnich
a transformovanych bun&k. Svou jednoduchosti se hodi zejména ke sledovani nutri¢nich

pozadavkid bungk.

Miniméilni esencidlni médium dle Eaglea s obsahem Earlovych soli (E-MEM)

Je nejpouzivangj$im médiem ve svété i u nas pro kultivaci Sirokého spektra bunék. Oproti
médiu BME obsahuje v&t§i koncentrace aminokyselin. Ke kultivaci zvlaté naroénych bunék
se doporutuje pfidat smés neesencidlnich aminokyselin, popiipad€é zvydit koncentraci
vitamind. Médium je vhodné hlavné ke kultivaci v atmosféfe s 5 % CO; (otevieny kultivaCni

systém).

Minimalni esencidlni médium dle Eaglea s obsahem Hanksovych soli (H-MEM)
Na rozdil od média E-MEM obsahuje Hanksovy soli, a je proto uréeno spiSe ke kultivaci

bunék v uzavieném kultivaénim systému v normalnim termostatu.

Modifikované minimalni esencidlni médium dle Eaglea (GaP-MEM)
Néhrada glukézy galaktézou &ini z tohoto média vhodné udrZzovaci médium uZivané zejména

pro virologické udely.

Modifikované esencidlni médium dle Dulbeeca (D-MEM)

Médium je urdeno pro riist vysoce naro&nych bunék. Obsahuje vyrazné zvySené koncentrace
aminokyselin, vitamint i glukézy a dalsi komponenty podporujici riist. Hodi se pro kultivaci
velmi 3irokého spektra riznych bunénych kultur vCein® netransformovanych bungk,
diploidnich bungk a primarnich mysich i kufecich bungk. OsvédCuje se €2 pii kultivaci

hybridomi.
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Parkerovo médium se solemi dle Hankse (H-199)

Médium obsahuje Hanksovy soli, a proto je vhodné zejména ke kultivaci v uzavienych

systémech. Lze pouzit ke kultivaci explantitovych kultur a pro Siroké spektrum réznych

bunéénych linii.

Parkerovo médium se solemi dle Earlea (E-199)

Na rozdil od média H-199 obsahuje Earleovy soli, a pouZiva se proto ke kultivaci v atmosféfe

s 5 % CO,.

Médium RPMI - 1640 (RPMI-1640)

Relativné bohaté médium, které se uplatiituje pfi kultivaci lymfoblastoidnich bungk a pro

plastické transformace. Lze pouzit 1 pro pé€stovani dalich typt bunéénych kultur.

E — 199 slozeni roztoku ( mg /1 000 m! )

NaCl 6800 | L-Histidin . HC]l . HO 20
KCl 400 L-Hydroxyprolin 10
CaCl, . H,O 185,5 L-Isoleucin 20
MgSQ, 7H,O 200 L-Leucin 60
Fe(NO3); . 9H,O 0,1 L-Lysin . HCI 70
NaH.PO. H,O 140 L-Methionin 15
L-Alanin 25 L-Prolin 40
L-Arginin . HCI 70 L-Serin 25
L-Asparagova kyselina 30 L-Threonin 30
L-Cystein . HCI 0,1 L-Tryptophan 10
L-Cystin 20 L-Tyrosin 40
L-Phenylalanin 25 L-Valin 25
L-Glutamin 100 Glycin 50
L-Glutamova kyselina 75

4. 4. 2 Komplexni média

Obsahuji riistové proteiny bovinniho séra (GPBoS) a dalsi latky. Syntetické zadklady téchto

médii a pouzité ristové proteiny se pfedem testuji podle piedpisu pro syntetickd média

a GPBoS.
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Médium s rustovymi proteiny bovinniho séra pro tkanové kultury (EPL)

Toto médium je 4x koncentrované, obsahuje GPBoS, laktalbuminohydrolyzat a synteticky
zaklad média E-MEM. Nevyzaduje pfidavek séra. Jeho riistové vlastnosti jsou velmi dobré.
Obsahuje fenoléerveil a L-glutamin, neobsahuje NaHCO;, HEPES ani antibiotika a nemilZe

se sterilizovat v autoklavu. Zmrazovani média se nedoporucuje.

Komplexni médium GPM 1 (GPM-1)

Meédia fady GPM se doddvaji vpracovni koncentraci, obsahuji GPBoS, fenolCerveri,
L-glutamin a NaHCOs a vzajemné se lisi rozdilnymi syntetickymi zaklady.

Syntetickou slozku GPM 1 tvoif médium E-MEM. Je uréeno ke kultivaci rGznych typh

bunék. UmozZiuje volbu vlastniho pufraéniho systému.

Komplexni médium GPM 3 (GPM-3)
Médium je uréeno ke kultivaci Zivodi§nych bunék. Syntetickou slozku tvofl médium

E-199. UmoZiluje volbu vlastniho pufraéniho systému.
4. 4, 3 Laktalbuminhydrolyzatova média

Meédia jsou vhodna pro pifpravu primarnich kultur Zivoci$nych bundk a kultivaci bun&k
plodové vody. Redi se a pouZivaji podobng jako média syntetickd. Obsahuji fenol&ervets,

neobsahuji HEPES, nelze je autokldvovat, sterilizuj{ se filtraci.

Médium s laktalbuminhydrolyzitem a vitaminy, sterilni (VEL)
Je uréeno k piipravé primarnich kultur Zivodidnych bungk a téZ ke kultivaci bunek plodové

vody.

Médium pro kultivaci bunék plodové vody (M-AC)

Obsahuje anorganické soli, vitaminy, laktalbuminhydrolyzat, cukry, antibiotika, fenolderveii
a dalsi slozky vhodné pro riist Zivo€iSnych bunék.

4. 4. 4 Perfuzni roztoky

Metodika perfize a sloZeni perfiizniho roztoku ze znaéné miry ovlivityji Gspéch organovych

transplantaci. Cilem perfiize a nasledného uloZeni $t€pu je zajistit obnoveni jeho funkce po
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implantaci u pifjemce okamzit¢ a v ptvodni kvalité. Ke zmé&ndm zplsobenym ischemii -
hypotermiif se pifi nevhodném vybéru perfizniho roztoku (nizka onkotickd naloZz) pfidava
i edém intersticidlniho prostoru, ktery zplsobuje kompresi kapilarniho systému a tim
nedokonalou distribuci tohoto perfizniho roztoku (38). Mnoho zmén vzniklych v dobé
studené ischemie $t&pu se manifestuje ¢asné po reperfizi b&hem implantace. Metabolické
. 0¢inky xantinoxidazy, kterd pro svoji &innost potiebuje kyslik a kterého je po reperfiizi opét
dostatek, se projevi zvySenou tvorbou volnych kyslikovych radikali. Tyto velmi reaktivni
molekuly poskozuji buiiky zejména denaturaci enzymatickych a strukturdlnich proteint,
destrukei nukleovych kyselin a peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin bunéénych
membran (39).

Pfi organovych odbérech je provadéna perfize chladnym konzervaénim roztokem
s naslednym uskladnénim orgéanu vtémZe roztoku. B&hem vyvoje byla testovédna fada
perfuznich roztokd. V klinické praxi jsou nejéastéji pouzivany Euro-Collins, roztok
University of Wisconsin (UW), histidin-tryptofan-ketoglutaratovy roztok Bretschneideriv
a nejnove)i vyvinuty roztok Celsior.

Experimentalng jsou zkouseny riizné obmény metod perfize. Zejména se tykaji oxigenace
§tépu béhem konzervace. Redukce organové hypoxie pfed transplantaci je stale diskutovana
véetné mechanické hypotermické organové perflize. V posledni dobe se ale objevuji i prace,
které k organoveé ochrané pouZivaji mechanickou normotermickou perfazi (40).

L1

Podrobngji poznéni poskozeni spojenc¢ho s reperfuzi vedlo k mySlence "vyplachnuti" stépu
t&sn& pfed ni s cilem odplaveni nahromadénych toxickych metaboliti a substratd. Byl
vytvofen specidlni roztok (Carolina rinse solution), ktery obsahuje antioxidanty, scavengery
volnych kyslikovych radikald, kalciové blokatory a fruktézu s glukézou a inzulinem pro
zlepSeni postischemického energetického stavu bun€k. Experimenty na krysach a prasatech

prokazaly ur¢ité vyhody tohoto roztoku (41).

Roztok Euro-Collins (EC)

Jako prvni roztok umoziiujici uchovat ledviny v dostateéné kvalit€ po 20 hodin byl roztok
vyvinuty Collinsem na konci 60. let (31). Hlavni souésti je koncentrovana glukéza branici
vzniku bunééného edému, fosfatovy a bikarbonatovy pufr. Iontové sloZeni je piizplisobeno
transplantaci jater pouZil tento roztok poprvé Starzl v roce 1977 s uspokojivymi vysledky po
6 az 9 hodinach studené ischemie. Do konce 80. let doslo pouze k malym zménam ve sloZeni.

Eurotransplant odstranil ionty Mg®* bez negativniho vlivu na vysledky - roztok Euro-Collins

29



(42). EC byl pomé&me levny a jednoduchy roztok, ktery se stal standardem pro 70. a 80. 1éta.
Nevyhodou bylo jednak nutnost sterilizovat roztok glukézy oddéleng od elektrolytové asti
a jejich smichani tésné pfed pouZitim, hlavné v8ak wziti této hypertonické glukézy jako
nositele osmotické naloZe. V jaternich buikach, které jsou oproti ledvindm pro glukézu volné
prostupné, je za hypotermickych podminek gluk6za metabolizovana na laktat, a tak pFispiva
ke zvétSeni podtu intraceluldrnich molekul a tim ke vzniku bungéného edému. Proto byla
vyvijena fada roztoki, kde glukéza byla nahrazovana manitolem (Sacksiiv roztok), citratem
(Marshallav Toztok) a daldimi komponentami. Zadny z nich viak nedospdl k $irgimu

klinickému pouZiti.

Roztok University of Wisconsin (UW)

Z. vysledkl vyzkumu ischemického a perfizné-reperfizniho poskozent jaterniho $t&pu popsal
Belzer zékladni viastnosti slozek konzerva¢nich roztoki (38). MéEly by minimalizovat
bunéény edém, UCinn€ zamezovat vzniku intracelularni acidézy, brénit expanzi
intersticialniho prostoru, poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly (hlavngé b&€hem reperfiize
$tépu) a poskytovat substraty pro regeneraci vysokoenergetickych fosfatii. Vysledkem byl
vyvoj nového konzervaéniho roztoku - University of Wisconsin, ktery byl pivodné zamy3len
pro uchovavani pankreatu (31). Zasadni zménou bylo uZitf inertnich substrat laktobionatu
a rafinézy k udrZeni osmotické koncentrace misto metabolicky aktivni glukézy a pfidani jeste
dalsiho koloidu hydroxyetyl$krobu. Jako scavenger volnych kyslikovych radikali byl ptidan
glutathion. Alopurinol jako inhibitor xantinoxidazy snizuje jejich tvorbu. Byly popsény i dalsi
vlastnosti jednotlivych sloZzek. Adenosin kromé stimulace syntézy ATP piisobf jako inhibitor
trombocytl, inhibuje tvorbu O neutrofily receptorovym mechanizmem a phsobi
vasodilataéng (33). Manitol a hydroxyetylskrob mohou plisobit jako scavengery O (34).
Fosfat jako pufr a stimuldtor ATP syntézy a Mg®* jako kofaktor enzym@ a membranovy
stabilizator (43). V experimentech na zvifatech bylo dosazeno lepsich vysledki oproti EC pfi
studené ischémii pfesahujici 2 hodiny (44). Na krysim modelu bylo jasné prokazano sniZeni
hladin ALT, AST a bilirubinu pfi zvydeni produkce Zluéi po transplantaci pfi perfuzi
a uloZeni jaterniho $tépu v UW roztoku (44, 45, 46). Prokazano bylo téZ zlepSeni procenta
piezivéani pii srovnatelnych ¢asech ischemie i znaéné prodlouZeni jeji maximalni doby, kdy je
mozné jatra jesté uspesné transplantovat, i niZsi poskozeni hodnocené histologicky (45, 47,
48). Bylo dosaZeno lep8ich vysledki pfi uchovani jater do 24 hodin v UW neZ po 5 hodinach
v EC (49). Nicméné¢ i pfi konzervaci UW roztokem byly prokaziny rozdily v pooperacni

funkci §t€pu s délkou studené ischemie pod a nad 12 hodin (50). Celkové proti Euro-Collinsu
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nastalo zlepSeni jak v poopera¢nich hladindch jaternich enzymd, tak ve sniZeni mnoZstvi
aplikovanych krevnich derivatd, sniZen{ Cetnosti primarni afunkee i dysfunkce St&pu, vyskytu
trombozy arteria hepatica, potu retransplantaci, krat§im pobytu na jednotkach intenzivni
péce 1 kratsi celkové dob& hospitalizace a tim i sniZeni nakladd (51, 52). Nevyhod UW je
n&kolik. Piedeviim je to vysoky obsah K7, ktery p¥i reperfiizi miZe zplsobit bradykardii az
asystolii pfijemce, a proto je nutné pfed revaskularizaci §tépu provést jeho vyplach roztokem
naptiklad Ringer-laktatu nebo je nutné prvnich asi 200 - 300 ml reperfundované krve vypustit
pies infrahepatickou kavalni anastomézu pfed otevienim suprahepatické vena cava inferior.
Daldi nevyhodou UW roztoku je jeho pomérné vysokd viskozita, ktera pfi velkém odporu
jaternich arterii miZe zpusobit nedostatednou perfuzi sinusoid a kapilar ZluCovych cest (miZe
byt ditvodem zdanlive vy¥diho vyskytu biliarnich komplikaci po skladovéni jater déle nez 12
hodin (31). Vzhledem k vysoké cend UW se fada experimentl zaméfovala téZ na mozZnost
perfize jater darce jeho kombinaci s jinym znidmym levng&jSim roztokem. Pfes Spatné
vysledky pokusii na zvifatech byla v Dallasu provedena studie s kombinaci perfuze EC in situ
pied explantaci a UW roztokem po explantaci, kterd ukazala srovnatelnou funkei $tépu po
transplantaci s ptipadem, kdy ob& perfize byly provedeny UW, nicméné s odhadovanym
snizenim ndkladi na jeden odbér asi o 400 - 1200 americkych dolart (53). Dalsi studie
ukéazala zmengeni intraoperacnich krevnich ztrat a zlepSeni histologického nalezu implantatu
po perfuzi EC ptes aortu a UW pies vena portae (54). Piesto se UW roztok sém o sobé stal
novym standardem pro ukldddni nejen jater, ale i ostatnich abdomindlnich organt.
Experimentalng byla zkouSena fada modifikaci UW roztoku, které v3ak piinesly pouze
jednotlivé pozitivni vysledky a eventualni uvedeni do klinické praxe vyZzaduje daldf vyzkumy.
Ptikladem mtize byt pfidani kalciového blokatoru (34) & dodéni redukovaného glutathionu

t&sn& pted perfiizi (32). Otoéeni poméru Na'/K™ nemé4 na vyslednou funkei $tépu vliv (55).
vy

Histidin-tryptofan-ketoglutaritovy roztok (HTK), Custodiol®

HTK roztok byl pivodné vyvinuty H. J. Bretschneiderem v Gottingenu (Némecko) jako
fyziologicky kardioplegicky roztok (38). Zéakladnimi vlastnostmi jsou nizky obsah K
umoziujici relativné bezpe€nou reperfizi a uZiti vysoce 0&inného histidinového pufru
a manitolu jako osmoticky aktivni latky. Vyhodou oproti UW roztoku je jeho velmi nizka
viskozita, kterda umoZiiuje optimalni rozd&leni Ginnych latek mezi rGzné orgdnové
kompartmenty (Bretschneideriiv "equilibration" princip). Custodiol® je organoprotektivni
roztok, ktery phsobi dvéma ufinnymi principy: 1. minimalizaci potfeby energie organu

b&hem doby ischemie inaktivaci buiiky a 2. optimalizaci anerobniho (glykolitického)
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ziskavani energic po dobu ischemie umelou puferizaci organu. Aktivace rtznych bunék
organismu vznika depolarizaci zevai membrany a nardstem koncentrace Ca® v cytoplazmé.
Tento intraceluldrni vzestup hladiny Ca®* je alespoii Gdstednd zpiisoben vzestupem Ca®*
z extracelularniho prostoru. Custodiol® ovliviiuje inaktivaci srdce, ledvin a jater pfedeviim
svym elektrolytickym sloZenim. SniZenim koncentrace natria na zhruba cytoplazmatické
hodnoty (asi 15 mmol) a soufasné sniZeni koncenirace kalcia na hodnoty v cytoplazmé
klidové butiky (< 10 umol/l) stabilizuje membranovy potencidl buiiky na hodnoty blizké
normalnimu klidovému potencialu a zabrafiyje intracelularnimu vstupu natria a Kalcia, které
aktivyji bun&nou <&innost. Pfidanim manitolu, ktery je metabolicky inertni, neni
transportovan do intraceluldarniho prostoru a piisobi jako antioxidant se zdsadné zvy3uje
orgénové protekce. Typicky pokles pH v tkanich, kiery je spojen s organovou ischemii se
vyrazné zpomaluje. Zbrzdéni poklesu pH zlepSuje a zvySuje Géinek anaerobni glykolitické
tvorby energie za ischemickych podminek z 50-60 % na 90 % energetického obratu. ProtoZe
na poc¢atku organové konzervace perfize Custodiolem® kles4 hladina natria v tkéni rychleji
neZ kalcia a vznika piechodné nepatma relativni hyperkalcemie, je roztok kromé toho lehce
hyperkaliemicky (kalium 10mmol/l) a hypermagnesiemicky (magnézium 4mmol/l). Pro
snadné zaji¥téni energie efektivnim substratem pro &asnou postischemickon reperfizni fazi
obsahuje roztok dale 1 mmol/l 2-oxoglutarové kyseliny. Ochrana orgénii perfiznim roztokem
Custodiol spocivéa ve tfech principech: 1. fixace klidového potencialu buiiky v polarizovaném
stavu sniZenim extracelularni koncentrace natria na intracelularni hodnoty a sou€asné snizeni
extracelularni koncentrace kalcia na hodnoty cytosolu. 2. nejkvalitngjdi puferizace. 3.
zohlednéni rozdilné kinetiky natriové a kalciové ekvilibrizace pfi pfechodu znormalni

intravazalni a intersticidlni iontové Grovné na elektrolytové sloZeni protektivniho roztoku.

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
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Roztok Celsior

Tento pom&rné novy roztok vyvinul Menasché a spolupracovnici v roce 1994 plivodné pro
konzervaci myokardu (56). Spojuje v sob& vyhody UW - obsahuje inertni nosie osmotické
néloZe (laktobiondt a manitol) - s vyhodami HTK - nizka viskozita, nizka kalémie a silnd
pufrovaci kapacita (histidin). Déle je pfidan glutamat jako substrat k regeneraci ATP
a scavenger volnych kyslikovych radikali. Tontové sloZeni pfipomind extracelularni prostiedi.
Pokusy s perfuzi jater na zvifatech nyni probihaji v ¥adé transplantanich center. Posledni
dobou bylo publikovino n&kolik praci, které ukdzaly minimalné stejnou schopnost
konzervace a uchovani $t€pu ve srovnani s UW i HTK (31, 56, 57, 58). Vysledky prvnich
klinickych testd z Itdlie, zatim pouze na malych souborech a pouze v tficetidennim
pooperaénim sledovani, neprokézaly oproti UW statisticky vyznamné zmény v klinickych
znamkach i laboratornich ddajich (59). Tyto udaje v8ak mohou byt modifikovany i tim, Ze

zatim neni zndmo idealni mnoZstvi roztoku pro jaterni perfizi.

4. 5 Soudasny stav transplanta¢niho programu

Pies viechny usp&chy viak stdle plati, Ze studena ischemie pfedstavuje moZnost potencidiniho
postiZeni organové funkce a v pfipadd pfitomnosti riznych rizikovych faktorl ze strany darce
¢i pfijemce je tieba usilovat o jeji co nejvétsi zkraceni. Prodlouzeni ischemické doby mélo téZ
znaény vlv na priib&h transplantace jako celku. Zlep$il se vybér vhodného pifjemce
s moZnosti transportu §tépu na dlouhé vzdalenosti. Usnadnila se i organizace, kdy Cast&ji lze
operaci na pifjemci posunout z no¢nich hodin na rano a tim do doby normalniho provozu na
oddélenich i operadnich sdlech. K vybéru urgitého konzerva¢niho roztoku piispiva jisté t€z
jeho cena. UW roztok je zna¢né draz§i neZz HTK. Pifi dodrZeni objemi HTK piivodné
publikovanych Bretschneiderem, které je asi 4 aZ 5x v&tsi nez u UW (pfibliZné 4 litry oproti
16 az 20 litrim), rozdil v cené neni aZ tak zfejmy. Jini ukazuji, Ze toto mnoZstvi HTK neni
vzdy nutné, a pouZiti kolem 10 litrti na multiorganovy odbér znamena jiZ vyznamné snizeni
nakladd (60). Pro Celsior, ktery je téZ cenové vyhodng&j$i nez UW roztok, zatim idedlni
perfizni objemy nejsou znamé. PH multiorgdnovych odbérech zatim dle literarnich dajh
pfevlada pouzivani UW. Jednak pii transplantaci odebranych organti na jednom pracovis(i lze
pedpokladat delsi dobu ischemie a té% jsou zatim mend zkuSenosti s pouZivanim HTK
k uchovavani pankreatu a eventudln® i tenkého stfeva. Je zde rozdil i mezi USA, kde je
tradiéng pozivan UW, a Evropou s celou fadou center pouzivajicich jiz HTK. Podle doposud

provedenych experimentil na zvifatech a prvnich klinickych praci se vysledky pii pouZiti
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Celsioru jevi jako nad&jné u organd b¥isnich i hrudnich (56-59, 61, 62). Pro jeho vyuziti pfi
multiorganovych odbérech je viak tieba dalsich studii.

4. 5. 1 Odbér cévnich alografti

Tepny jsou klasifikovany do dvou kategorii v zavislosti na okolnostech umrti. A) tepny
z multiorginovych odbéri, kieré jsou odebrany na z&vér po organovych odb&rech B) tepny
od NHBD, ktefi zemfeli v disledku traumatu (autonehody atd.). Vék darci neni obecné
pevaé stanoven, pohybuje se mezi 15 a 55 lety, i kdyZ v poslednich letech s narfstajicimi
poZadavky cévnich alografti déle stoupa. Odbéry cévnich 5t&pt probihaji za sterilnich
podminek. V pfipad® NHBD je stanoven Cas teplé ischemie (¢as mezi smiti a zchlazenim
odebrané¢ho §tépu) do 6 hodin. Dérci jsou vySetieni na pfenosné choroby (AIDS, hepatitis,
syphilis, TBC, Creuzfeld-Jakobovu chorobu, HIV rizikové skupiny jsou vylou€eny), dale jsou
vyloudeni darci saktivni infekei, sepsi, malignim onemocnénim (s vyjimkou primérnich
nadord CNS), postiZenim imunitniho systému nebo léCenych kortikoidy a téZ vSichni
potencialni darci, u nichZ nenf znama pfi¢ina amrti,

P#i ptipravé je z cévniho alograftu odstrafiovédna adventicie s okolni tkdni a je provadéno
prvni makroskopické hodnoceni. Malé ateromové platy a tukové prouzky na cévni st€né jsou
tolerovany, kalcifikace, exulcerované ateromové platy a tromby jsou divedem k vyfazeni
cévniho $tépu. Jednotlivé vétve jsou odstiizeny asi 0,5-1 cm od hlavniho kmene a nejsou
podvazovany. Cévni alografty, které spliuji makroskopické podminky odbéru, jsou zméteny
(primér v mm, délka v cm) a udaje nasledné zaznamenany. VSechny akceptovatelné §tépy
jsou vySetfeny histologicky. Dalsi fazi je dekontaminace §t€pli v kultivatnim médiu

s antibiotiky, ktera trva obvykle 48 hod., pii fizené teplote +4 °C (63).

4. 5. 2 Miniinvazivni odbéry

Prvni tspésné pouZiti autologni Zily k arterialni rekonstrukci provedl Gluck vroce 1898
a dale vroce 1900 Carrell a Guthrie v&€decky potvrdili vhodnost tohoto typu rekonstrukce,
ktery se nésledné rychle rozsifil. Optimalni technika odb&ru VSM, kterda spociva
v atraumatické preparaci, kontrolované dilataci Zily a wuloZeni 3tépu ve studené
heparinizované krvi s papaverinem, miZe zlep$it ochranu endotelu a zlepSit prichodnost

t&chto §t3ph (64). Setrna technika odb&ru §t¥pu mé podle nékterych autorl zasadni vliv na
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vyskyt ¢asného nebo pozdniho poskozeni endotelu a médie, coZ miize mit vliv na omezeni
vyskytu asné trombozy Zilniho 3tépu po operaci nebo na sniZeni vyskytu pozdni intimaln{
hyperplazie (65). Miniméalng invazivni odb& VSM zajistuje redukei pooperatni morbidity
(hojeni ran), i kdyZ nebyly pozorovany rozdily v morfologii ani funkci stény VSM pii
klasickém nebo miniinvazivnim odb&ru (66). Endoskopicky odbér VSM ma téZ vyhody ve
zlepSeném hojeni opera¢nich ran a p¥i srovnani vlastniho pofkozeni §t€pl b&hem odbéru,
které mohou vést k jejich stendzdm u cévnich rekonstrukei, nebyl zjiSt€n rozdil mezi
klasickou a endoskopickou technikou (67). Na druhé strang ale miiZze morfologicky stav St€pu
pred implantaci ukazovat histologické zmé&ny (intimélni fibroza, hypertofie svalovych bungk),
které mohou byt dilvodem selhdni $t€pu po rekonstrukci (68). Kvalita Zilniho Stépu je
vyznamnym faktorem pfi vyskytu pooperacnich stendz (69). Preexistujici patologické zmény
VSM maji vztah k vyskytu t&chto stendz a k prichodnosti rekonstrukce v disledku vyssi
cithivosti k intimalni hyperplazii (70). Vlastni tloustka intimy a médie pravdépodobné nema
vztah k vyskytu sten6z Zilnich rekonstrukei (71). Cévni poskozeni miZe vznikat i v diisledku

intervencnich metod (katetrizace atd.).

4. 5. 3 Cévni endotel

Cévni endotel slouzi jako funkéni bariéra mezi cirkulujici kevi a sténou cévy, je zakladnim
prvkem pro udrfeni homeostatickych mechanismf. PoruSeni integrity endotelu je
vyznamnym faktorem pro proliferaci hladkych svalovych bunék a nezbytnou podminkou pro
nasledny rozvoj neointimalni hyperplazie. Poskozeni endotelu je patrno i u autolognich
Zilnich $t&pi, hlavné prvni tH dny po implantaci nebo po intravaskuldrni intervencich (72). In
vitro na bovinnich krénich tepnach bylo prokdzano, Ze po perkutanni angioplastice (PTA)
dochdzi k poSkozeni endotelu. Elektronmikroskopicky byla nalezena policka oloupéni
endotelu i v neposSkozenych tepnach. Na druhé strané ale zlstava zachovana schopnost

endotelu vytvatet NO dependetni vasorelaxaci a regulaci vasomotorického tonu (73).

4. 5. 3. 1 Viabilita endotelu

Buné&&nou viabilitu uréuje fada faktord. Endotelidlni bunky hraji diileZitou roli pfi hodnoceni
viability alograftii. Viabilita alografth vyrazng klesé v disledku odbéru, steriliza¢niho procesu
i b&hem jejich uskladnéni v konzervadnim médiu. Ochrana endotelidlni bunééné viability je

velmi dilezita, i kdyZ endotelové buriky zvy¥uji antigenitu alograftu. K lepif ochrané
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endotelidlni  bun&tné viability je potfeba zredukovat €as odb&ru, teplé ischemie
a optimalizovat sterilizani protokol (74). Nicméné je tfeba zdiraznit, Ze viabilita endotelu je
moznym faktorem pro sledovéni stavu aortdlnich alograftd p¥i dlouhodobém uskladnéni pii

teploté +4 °C (75).

4. 5. 3. 2 Dysfunkce endotelu alograftiu

Transplantované aortalni alografty u krys maji béhem prvniho tydne patrnou dysfunkci
endotelu (acetylcholinem indukovand vasorelaxace) a objevuje se i masivni leukocytarni
infiltrace endotelu. Tento nalez predchazi dal§im morfologickym i funkénim porucham, které
vyUstuji aZ v denudaci endotelu. Tyto zmény jsou obdobné tomu, jak jsou popisovany
v klinickém sledovani, a je tedy moZné pouzit tento model k dal§imu vyzkumu a pouZziti

lidskych alografti (76).

4. 5. 3. 3 Vliv inkubaéniho média na endotel

Inkubaéni médium miZe vyznamné ovlivnit integritu endotelu u odebranych cévnich $t&pi.
Pfi kratkodobém ulozeni VSM ve fyziologickém roztoku pied koronarni rekonstrukei jiz zahy
dochézi k destrukei vyznamného poétu endotelovych bungk (77). Pii sledovani vlivu riiznych
inkubaénich médii na morfologii endotelu VSM je podle nékterych autori ziejmé, Ze
heparinizovana krev je nejvhodngj§im inkubaénim médiem pro uloZeni téchto Zilnich §tépt
pfed korondrni rekonstrukci (78). Na druhé strané jsou v literatufe znamé i prace, kde
s ohledem na morfologickou a funkéni integritu hladké svaloviny a endotelu je pro 24
hodinové uloZeni Zilnich autovendzaich §tépl u pst pfed transplantaci nejvhodngjsi UW
roztok ve srovnani s krvi a fyziologickym roztokem (79). Obdobny zavér byl publikovan i pii
sledovani morfologickych a funkénich vlastnosti lidskych autolognich VSM, které byly
kratkodobé (do 24 hod.) uloZzeny v UW roztoku (80). Z fyziologického hlediska méni UW
roztok relaxa¢ni odpoveéd’ endotelu na acetylcholin a zaroveri i reaktivitu hladkych svalovych

bungk u lidskych VSM (81).

4. 5. 4 Intimalni hyperplazie a moznosti jejiho ovlivnéni

Intimélni hyperplazie (IH) pfedstavuje odpovéd na riizné formy cévniho poskozeni, véetné

autovenoznich rekonstrukei koronamich i perifernich tepen, angioplastik nebo implantaci
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stenth. Jejim dhsledkem jsou stendzy, které ve 20-50 % piipadi zplsobuji selhani
rekonstrukce. Proces IH je zpiisoben proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék do
subintimalntho prostoru a je piimo umeérny Casu od operace. Zafind asi po 2 tydnech
a objevuje se v délce celého Stépu (82).

Pti  proliferaci a transformaci hladkych svalovych bungék je u IH patrno zmnoZeni
mitochondrii, drsné endoplazmatické retikulum a hojna fibrézni matrix. V experimentélnich
modelech na psech bylo pozorovano, Ze u autolognich graftd v arteridlnim fedidti dochézi
k TH pfi abnormalnim pritoku $tépem, ktery je zplsoben napiiklad Spatnym odtokem. Po
reimplantaci §tépu s IH do normélnich pritokovych poméri pak dochézi k vyznamné redukci
této IH (83). Obdobné zmény byly pozorovany u Zilnich §tépl, které byly v experimentu
odstranény z arterialni cirkulace a umistény zpét do cirkulace vendzni, kdy ndsledné
demonstrovaly regresi TH a ztlusténi médie. Tato regrese byla spojena s apoptozou hladkych
svalovych bunék v disledku redukee tlaku nebo priitoku ¢i obou téchto faktord s naslednym
ulozenim kolagenu (84).

Pii sledovani autolognich Zil implantovanych do tepenného fedisté u potkanii bylo popsano,
Ze v oblasti proximalni ¢asti §t€ph je IH vyrazné siln&jsi proti distalni ¢asti. Hladké svalové
buriky v centrdini Casti $t&pi rychleji proliferuji a po 6 mésicich pak byla tloustka TH stejna
jako intima a médie pfistuiné tepny (85). Ovlivnéni [H miZe piedstavovat vyznamny krok

pro zlepeni prichodnosti cévnich rekonstrukei.

4. 5. 4. 1 Myointimalni hyperplazie a rastovy faktor

Mezi patologické zmény, které se vyskytuji po implantaci alograftd, patfi jejich dilatace
a ruptury, které jsou zpisobeny destrukei médie. Dal$im problémem byvaji stendzy alografti
v disledku myointimdlni hyperplazie, které mohou vést k uzavéru $t€pu. Faktory vedouci
k myointimalni hyperplazii arteridlnich alografti nejsou bezpetn& znadmy. Ristové faktory
vyvolavaji a regulyji bun&éné funkce behem intimélni hyperplazie a ateroskler6zy a mohou
hrét roli ve vychytdvani a migraci bungk, jejich proliferaci a kontrole syntézy proteini veetné
proteint extraceluldrni matrix. Desti¢kovy rlistovy faktor (PDGF) a riistovy faktor fibroblastt
(FGF) jsou dva zakladni mitogeny endotelovych a hladkych svalovych bungk. (Mitogeny
jsou obecné latky, které stimuluji mitézu a tim také bunééné déleni, a patii sem mimo jiné
i hormony a ristové faktory.) PDGF a FGF jsou davany do souvislosti s vyskytem

aterosklerdzy i stendz autolognich i protetickych cévnich §tépd.
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Zrychlena myointimalni hyperplazie a ateroskleréza jsou hlavni faktory, které ovliviji
uspéch organovych transplantaci. PouZiti arteridlnich alograftd v cévni chirurgii ukazuyje sled
zmén, mezi které patii ztludténi médie, pfestavéni laminy elastiky, invazi zanétlivych bun&k
do adventicie a TH. Faktory vedouci kIH jsou pravdépodobné druhotné v diisledku
imunologické reakce. Experimentilni vysledky ukazuwji, Ze mechanismus vedouci kIH
a pravdépodobné i aterosklerdze je rozdilny u élograftﬁ a v piirozeném fecisti. U alograftl
nejsou vyvolavacimi faktory intimalni hyperplazie PDGF a FGF, ale dochédzi k infiltraci
intimy a adventicic CD4 a CD8 lymfocyty. Tyto buiky pak mohou produkovat fadu
rustovych faktord (IL-1, IL-2 atd.) (86).

4. 5. 4. 2 Endotelizace

VSM piedstavyje standardni metodu pro koronami i konéetinové cévni rekonstrukce. Asi ve
30 % nelze VSM Kk rekonstrukel pouZit z diivodu jeji nizké kvality nebo pro jeji pouZiti pti
pfedchézejici operaci. V téchto piipadech jsou k provedeni koncetinovych rekonstrukei
vyuwzivany cévni protézy, které viak maji ve srovnani s autologni Zilou podstatné hor§i
vysledky. V cévnich protézach nejsou pfitomny na vnitini ploSe endotelidlni builky, coz
zplisobuje jejich vyssi trombogenitu a v kombinaci s nesouladem mezi rigidni st€nou protézy
a elastickou sté€nou tepny vyuistuje ve stendzy $té€pl v disledku IH. Ke snizeni trombogenity
vnitini plochy cévnich protéz miZe byt pouZito osidleni endotelidlnimi butikami, které byvaji
extrahovany zné&kolika zdroji. Pro pouZiti cévnich protéz snanesenymi endotelidlnimi
burikami je tfeba nékolik mésich pied planovanou cévni rekonstrukei odebrat endotelidini
buiiky od pacienta a zajistit jejich pomnoZeni in vitro na vnitini stran€ protézy. Pfi urgentni
cévni rekonstrukei nebo poZadavku cévni protézy deldi nez 1 metr nemiZe byt tato
technologie pouZzita. Zdrojem pro odbér endotelidlnich bunék jsou Zily, tepny a tuk z omenta
nebo podkozi. Perikardialni tuk je pouzivan v experimentu u zvifat. Zakladni metody
extrakce bunék z téchto tkani pfedstavuji jednak enzymatické uvolnéni endotelidlnich bunék
z tkani, a jejich oddéleni od ostatni tkané. Mezi enzymy, které se pouZivaji, patii nezrald
kolagenaza a trypsin (87). In vitro bylo zji$téno, Ze autologné endotelizované cévni protézy
maji vyznamné zlepSenou prichodnost, hlavné u malych priomeéri (88).

Nabizi se otazka, zda endoluminalni osidleni cévnich bunék hostitele u alograftii mize omezit
intimélni hyperplazii, kterd je vyvoldna mechanickou deendotelizaci nebo chronickou rejekei
cévnich 3$téph. Experimentdlni price na aortdlnich alograftech u krys naznaduje, Ze

endoluminélni rozsev hladkych svalovych bungk hostitele mize byt efektivni v redukci
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intimalni  hyperplazie v deendotelizovaném modelu i v arteridlnich alograftech.
Endolumindlné rozesety hladké svalové butiky a fibroblasty vedly k vyznamné rozdilné
akumulaci extracelularni matrix v intimné (89).

PouZivani arteridlnich alograftii se stava v cévni chirurgii stale Castéj$im. Kryoprezervované
§tépy mohou pak byt pouZity v urgentnich piipadech, kdy neni ¢as na Cekéni vhodného
darce. Kryoprezervace velmi dobfe ochrafiuje strukturu stény $tépu, 1 kdyZ se po
kryoprezervaci objevuji ur€ita loZiska denudace endotelu. Tato porusend integrita endotelu
zpasobuje kontakt mezi extraceluldmi matrix a krvi, coz zvySuje riziko trombodzy nebo
stendzy alograftu. Osidlenf lumina kryoprezervované tepny autolognimi Zilnimi butikami

miiZe zajistit obnoveni integrity endotelové vrstvy (90).
4. 5. 4. 3 Efekt prostaglandinu

V experimentu na psech byla sledovana uéinnost prostaglandinu 1 (PG1) na IH autolognich
zil, které byly implantoviny do tepenného feisté s nedostate€nou kapacitou. Po CEtyfech
tydnech bylo pozorovano, Ze stupeii intimalni proliferace je vyznamné niZ3i neZ u kontrolni
skupiny bez PG1. Zéaroveti byl sledovan G¢inek PG1 na PDGF, ktery stimuluje lidské aortdlni
hladké svalové buiiky v bunéénych kulturach. PG1 vyznamné inhibuje proliferaci PDGF.

To znamena, 7¢ PGl vyznamné redukuje stupeii intimdlni hyperplazie autolognich Zil
implantovanych do redukovaného tepenného fe€isté. Mechanismus i¢inku je pravd&podobné
vinhibici PDGF, ktery stimuluje hladké svalové buiiky. PGl muiZe byt prospéiny

1 u pacientdl, ktefi podstupuji cévni rekonstrukce (91).
4. 5. 4. 4 Ozateni

Restendzy komplikuji vyznamnou ¢&ast (8-20 %) endovaskularnich nebo klasickych cévnich
vykonll. Zevni nebo intravaskularni ozéfeni po cévni rekonstrukei redukuje intimalni
hyperplazii. V porovnani s primdrnim ateromem je restendza charakterizovana TH hladkych

svalovych bun&k cévni stény.

Zevni ozareni
V experimentu bylo zjisténo, Ze jednorazové zevni ozafeni pfislusného mista po angioplastice
nebo endarterektomii restenozy miize vyznamné redukovat vyskyt te€chto restenéz (92).

Stejne tak 1 jednordzové ozateni Zilnich §t&pli gama z&fenim cobaltem-60 v davee 14 Gy pied
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implantaci do tepenného fecidté redukuje ITH u zvifeciho modelu. Navic mistni ozafeni $t&pt
muZe predchazet neZddoucim ucinkim, které mohou vznikat v disledku zevniho ozafeni
$tépll po implantaci (93). Obdobny efekt 1ze pozorovat i pii zevnim ozafeni po rekonstrukei
cévni protézou. IH v anastomdze end-to-side protetické PTFE (polytetrafluoroethylene)
rekonstrukce u ovel mulZe byt vyznamné inhibovana mirnou jednou déavkou radiace

(15-30 Gy) bez patrné toxicity, coZ miZe mit potencidlni vyznam u cévnich rekonstrukei (94).

Intravaskulirni ozafeni

Myofibroblasty v adventicii pfispivaji po PTA k problému restenézy proliferaci, migraci do
neointimy a vytvafenim jizvy v misté poSkozeni. Fibréza adventicie, kterd se vytvafi na
postizeném misté tepny, negativné piispivad k cévni remodelaci a vyustuje v restendzu.
V experimentu bylo pozorovéno, Ze intravaskularni ozafeni bezprostfedn€ po PTA vyznamné
redukuje vyskyt restenozy. V dlsledku ozéfeni je inhibovéna d&asna bunéCnd proliferace
v medii a adventicii a preventivné piisobi na fibrotické zmény v adventicii bez souvislosti se
zvySenim bunééné smrti nebo apoptozy v téchto tkanich (95). Endovaskulédrni aplikace nizké
davky beta radiace do mista poskozeni po PTA mezi 7-56 Gy zpiisobuje v experimentalni

praci na prasatech inhibici tvofeni neoitnimy (96).

Vedlejsi ucinky ozareni

Jedna zvelkych nevyhod, kierd se miZe vyskytnout po ozadfeni zddvodu ovlivnéni
neointimdlni hyperplazie, je vyskyt postradia¢nich vedlejdich G¢inkd. Arteritis, stenézy
koronarnich tepen, pericarditis nebo vyskyt zhoubného onemocnéni piedstavuji nezadouci
U¢inky, které se mohou vyskytnout z diivodu pronikani radiace do okolnich struktur. Dal§im
dilezitym problémem v del$im ¢asovém obdobi po ozafeni miZze byt t€Z vyskyt aneuryzmat,
i kdyz ten je davan do spojitosti s podstatné vy$simi davkami ozafeni, neZ které jsou pouzity

k ovlivnéni neointimalni hyperplazie (97, 98).

4. 5. 4. 5 Efekt kryoprezervace

Kryoprezervace brani vyskytu intimélni hyperplazie a akceleruje ubytek bungk v tunica
media. Oba tyto procesy vedou k podstatné redukci tloudtky arterialni st€ény ve srovnani

s autolognimi  $tépy. Toto zeslabeni nevede v kratkodobém sledovani (90 dni)

k aneuryzmatické dilataci kryoprezervovanych §t&pt (99).
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4. 5. 5 Vasa vasorum, angiogeneze

4. 5. 5. 1 Vasa vasoram

Vasa vasorum perifernich cév vznikaji z Gsti arterialnich vétvi, dale se §ifi do adventicie
a zevni tfetiny médie a nevyskytuji se ve vnitini tfetiné médie a intim€. Mimo to neni
komunikace mezi vasa vasorum adventicie a lumen tepny. V pfipadé autovendznich
rekonstrukei se zadind vasa vasorum vytvafet v perivaskularni tkani od 7. dne a dale
v adventicii a médii od 14. dne po rekonstrukci. V mistech s vyznamnou intimélni hyperplazii
byla ale pozorovana hojna cévni sit’ v oblasti anastoméz. Rada vasa vasorum se pravidelng
vyvijf v proliferujici se neointimé (nad 250 um tloudtky). Sife neointimy 250 um je kritickd
hranice, kdy se vasa vasorum vyviji i mimo anastomozy v celém $t€pu. Mechanismus vzniku
vasa vasorum v Zilnim §tépu neni zcela objasnén, objevuji se nazory, Ze v disledku ischemie
mohou mit vyznam pro rozvoj angiogeneze hladké svalové buiky nebo mikrofagy (100).
Oxigenace stény tepny je zajisténa jednak diftizn€ z lumen tepny, a jednak pomoci vasa
vasorum. Hypoxie arteridini stény se mlZe ucastnit na rozvoji intimalni hyperplazie. Lidska
ateroskleréza miiZze byt spuSténa uzdvérem vasa vasorum a doprovodnou hypoxie (101).
PreruSeni pritoku ve vasa vasorum muze vést k nekréze médie a néslednému vyskytu
aneuryzmatické dilatace (102). deendotelizace §tépli v experimentu na psech zavisi nejen na

pfitomnosti vasa vasorum, ale i na jejich po¢tu (103).

4. 5. 5. 2 Angiogeneze

Mikrocévy tvoii nedilnou sou¢ast neointimy, kterd se vyviji na zakladé cévniho poskozeni
naptiklad po PTA. Jednou zmoZnych cest, jak potladit restendzy, je redukce
mikrovaskularizace, ktera se rozviji jako reakce cévni stény na poskozeni. Nové kapilary
za¢inaji z vasa vasorum adventicie a jsou pozorovany jak v aterosklerotickych platech, tak ve
vrstvé hyperplastické neointimy. Zd4 se, Ze angiogenni faktory produkované lokalné pfimo ¢i
nepiimo indukuji také proliferaci hladkych svalovych bun€k a esencidlnich komponent
rozvijejici se neointimy. Bylo prokdzano, 7e jde pfedeviim o angiopoetin 1 a faktor
indukovany hypoxii — HIF 1 (hypoxia-inductible factor) (104).

Oblasti s vyskytem aterosklerézy u alografti i v nativnim feiSti jsou protkany
mikroskopickymi cévami. MnoZstvi mikroskopickych cév vtéchto mistech ma vztah

k rozvoji potransplantadni aterosklerdzy. Bylo prokazéano, Ze bunky kostni dfen¢ u dospélych
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se mohou diferencovat v cévni endotelidlni butiky. Oba typy bunék, endotelidlni 1 hladké
svalové buiiky, mohou byt diferencovany ze stejnych kmenovych bunk. Progenitorové
butiky kostni diend se Glastni pii vytvafeni mikroskopickych cév nebo angiogeneze
v ischemicky postizené tkéni. V asné fazi po transplantaci cévnich alograftd dochazi
k vyznamnému poskozeni endotelovych bunék v disledku imunologické reakce. Regenerace
endotelu v arteridlnich alograftech pochazi z cirkulujici krve pifjemce a nikoliv ze zbylych
endotelidlnich bun&k alografil. Mikroskopické cévy se v alograftech objevuji diive nez
neointimaini formace a hojné se vyskytuji v mistech neointimdlnich zmén. Angiogeneze
v intimé je spjata s rozvojem aterosklerotického postiZzeni. Ovlivnéni angiogeneze tedy miize
limitovat aterogenezi v alograftech (105).

Vyznamné stendzy Zilnich §t€pd jsou spojeny s medidlni a adventicialni neovaskularizaci.
Existuje pfima souvislost mezi stupn&m IH a podtem mikrocév, které jsou zde obsaZeny.
Neointimalni ztlu$téni a neovaskularizace jsou nedilnou sou¢dsti patologie kritické stenozy
lidskych Zilnich §t€pl. Zda neovaskularizace podporuje rist neointimy nebo pfedstavuje jen
adaptivni odpovéd stendzy Zilntho $tépu na zménénou metabolickou potiebu, zistavd
nejasné. Ovlivnéni této neovaskularizace by se mohlo stit zakladem v prevenci restenoz

cévnich rekonstrukci (106).
4. 5. 6 Uchovavani cévnich §tépi pied transplantaci

Jako zdklad pro uchovavani cévnich transplantatd je vyuZivana hypotermie, kterd oddaluje
nastup irreverzibilniho poskozeni tkéni zpomalenim bun&éného metabolismu. Dal8i moZnosti
je pak kryoprezervace, ale pii zmrazeni tkan& dochazi k pfeméné vody na krystaly ledu, které
mohou zplsobit jeji po¥kozeni.

Zcela nedofeSenymi otdzkami jsou preference pouziti éerstvého nebo kryoprezervovaného
§tépu, nutnost krevni kompatibility krevnich skupin darce a pifijemce a nastaveni

imunosupresivni 1écby.
4.5. 6. 1 Cerstvy $tép

Hlavni vyhodou pfi pouZiti &erstvého cévniho $t€pu je absence jeho po3kozeni béhem
kryoprezervace, ale na druhé strané mé vy$Si antigenitu. Cerstvy cévni Stép Casto zlstava
jedinou mozZnosti pro urdité indikace v pfipadech nemozZnosti pouvZiti kryoprezervovanych

cév, jak je tomu dosud v CR.
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Protrahovanéa studené ischemie zpiisobuje vyznamné poskozeni arterialni stény, které byva
déle potencovano napiiklad kryoprezervaci (107). Progrese bunééného posSkozeni je davana
i do souvislosti s narlistajici teplou ischemii. Pfi sledovani efektu teplé ischemie u lidskych
chlopni, které byly nasledné kryoprezervovany, bylo zji$téno, ze do 2 hodin nejsou znamky
morfologického poikozeni a do 12 hodin se vyskytuji jen minimélni bunééné zmény (108).
Pii sledovani optimalni teploty pro ochranu funkce endotelu a hladkych svalovych bunék jsou
udavany rozdilné teploty. Optimadlni ochrana funkce endotelu je pfi +4 az +8 °C a optimalni

teplota pro ochranu funkce hladkych svalovych bungk je kolem +0,5 °C (109).

4. 5. 6. 2 Kryoprezervovany §tép

Kryoprezervovany cévni St€p miZe piedstavovat idedlni ndhradu pfi feSeni urditych
urgentnich stavl v cévni chirurgii. Hlavni jeho vyhodou je okamzitd dostupnost a dokonalé
vy3etteni darce. K pouZivani kryoprezervovanych cévnich §tépd je zapotiebi kvalitni tkariova
banka s dostate¢nou nabidkou t&chto $t&p.

Kryoprezervace je metoda, kterd slouzi ke konzervaci a udrZeni tkani v Zivotaschopném
stavu. Velmi dobré vysledky jsou zaznamendvany na bunééné fhrovni (110). Pfi
kryoprezervaci organd vSak dochdzi kirreverzibilnim zménam navzdory zlep$ujici se
technice kryoprezervace. Ruptury a degenerace kryoprezervovanych arterialnich alografti
jsou moznou pFi¢inou jejich selhani (111).

Pii mrazen{ a rozmrazovani miZe dochizet k znaénému poskozeni bunék a tkani. Rychlost
chlazeni a zahfati, pouZiti kryoprotektivnich latek a zpisob jejich pfidavani a odstratiovani
z tkédni mohou zdsadn€ ovlivnit stupefi poskozeni tkand. Pfi vysoké rychlosti ochlazovani
tkang je poSkozeni zplsobovino vznikem ledovych krystald uvnité bundk. Pfi pomalé
rychlosti chlazeni pak tvofeni extracelularniho ledu vystavuje bufiky vysoké elektrolytové
koncentraci a nasledné vyrazné bunééné dehydrataci.

Jako kryoprotektivni latka je Casto pouZivan dimetylsulfoxid (DMSO). Jeho role spotiva
v omezeni zvySeni elektrolytové koncentrace béhem procesu chlazeni. Kryoprotektivni latka
viak muZe sama zpasobit chemické nebo osmotické poskozeni bunék. DMSO snadno
prostupuje prfes bunéénou membranu a jeho nahly dstup z tkani po rozmrazeni zplsobuje
osmotické poSkozeni bungk. Postupna redukce kryoptrotektivni latky v nékolika krocich
vyznamné& omezuje tento osmoticky stres a sniZuje riziko poskozeni bungk.

V né&kterych piipadech je vSak uvad&no, Ze Uspéind kryoprezevace Zilni tkané mlZe byt

uskutednéna 1 v jednodu$$ich podminkdch. Rychlé taveni Zilni tkdn& neptisobi zésadni
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bunééné poskozeni, dokonce i bez DMSO a bez ohledu na rychlost chlazeni. KdyZ je ale tato
tkan bez DMSO tavena pomalu, objevuje vyznamny nartst bunééného poskozeni. Naopak
rychlost taveni ma maly vliv na bunééné poskozeni pti pouziti DMSO v prab&hu mrazeni.
V téchto piipadech pak jednoduché vymyvidni DMSO =z Zilni tkén€ neplsobi zvy3eni
bunééného postiZeni (112).

Vieobecne je pfijata taktika pomalé kryoprezervace -1 °C za minutu do teploty -70 az -80 °C.
Dalsi postup je jiz sporny, néktefi autofi uvadéji nejlepsi vysledky uchovéni tkani pfi teploté
-80 °C, jini doporucuji pokracujici zchlazeni na teplotu -160 az -190 °C a uchovavani tkani
v tekutém dusiku. DMSO je jako kryoprotektivni roztok pouzivan nejlastéji, ale vzhledem
k jeho tkanové toxicité jsou hledany dalsi alternativy, napfiklad ethylenglykol.
Kryoprezervace sama o sobé vyvolava poskozeni endotelu arteridlnich $t€pl i matrix a dale
vede kprogresivni degradaci arteridlni stény (113). Programovanid kryoprezervace
s kryoprotektivnim roztokem ale neméni strukturu kolagenu nebo elastickych vlaken

arterilnich alografth (114).

Kryoprezervované zily

Nevhodna manipulace pfi zpracovéni nebo kryoprezervace 7il miZe zpiisobit poskozeni jejich
endotelu, které se pak stavd divodem trombdzy, MraZeni Zilnich §téph bez kryoprotektivniho
roztoku a jejich uloZeni pii teplotd -50 a% -70 °C byvaji doprovazeny destrukci viech
bunéénych komponent Zzilni stény. Naproti tomu kryoprezervace pii teploté -135 °C

zpusobuje ochranu t&chto bunék (115).

Kryoprezervované tepny

V experimentu byl prokazin cCasty vyskyt velkych obvodovych fraktur stény
kryoprezervovanych arterif, Jednalo se o malé elastické tepny, které byly pomalu
kryoprezervovany za pouZiti DMSO na hodnotu pod -160 °C a rychle rozmrazeny. Pfi teploté
-80 °C nebyly vét§ fraktury zaznamendny. Fraktury jsou zfejmé zplsobeny mechanickym
stresem, kdy dochazi k oddélovani ledovych krystali, které vedou ke strukturdlnim porucham
(116). Nékteti autofi popisuji Casné ruptury kryoprezervovanych arteridlnich alografti
(Lehalle and al). Jini v8ak tyto komplikace nepozorovali a povazuji pouZiti
kryoprezervovanych arterialnich alografti za bezpetné. Objevuje se domnénka, Ze

kryoprezervované arteridlni alografty podléhaji omezené bunééné a humoralni rejekei, ale na
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rozdil od cerstvych alografti nedochdzi k progresivni degeneraci elastickych vldken

a kolagenu a nakonec i nekroze (117).

Mechanické vlastnosti Cerstvych a kryoprezervovanych arterialnich alografti
ZlepSovani organovych odb&ril 1 techniky kryoprezervace vytvaii moZnosti pro skladovéni
arteridlnich a vendznich alografti s moZnosti jejich dalstho vyuziti jako alternativnich
cévnich nihrad. Skladovani $tépli pfi velmi nizké teploté miZe vést k vyznamnému poskozeni
bunék 1 extracelularni matrix, zvla§t€ v prilb&hu mrazeni nebo tani. DileZité jsou i zmény
elastickych vlastnosti, které maji vztah k priichodnosti $tépti. K ochran€ viability bunék
byvaji pouZivany rizné kryoprotektivni techniky s pouZitim glycerolu, chondroitinsulfitu
nebo DMSO. Kryoprezervace udrzuje dilezité elastické vlastnosti arteridlnich i vendznich
alograft v rdmci kratkodobého skladovani do 22 dni (118).

Studena ischemie a kryoprezervace maji vliv na metabolickou funkci a kontraktilitu lidské
mamarni tepny. Kontraktilni odpovéd’ je u kryoprezervovanych mamarnich arterii vyrazné
snizend, zatimco enzymatickd aktivita zstava zachovana a 24hodinova studend ischemie
nevyvolava metabolické ani funkéni zmény téchto tepen (119).

V experimentu u prasedich aort byla kryoprezervace spjata se sniZenou kontraktilitou téchto
Stépl i se sniZenou na endotelu nezdvislou relaxadni odpov&di vyvolanou nitroprusidem
sodnym. Identické kryoprezervace pouzita u psich a lidskych koronarnich tepen ukazuje vétsi
sniZeni kontraktility u lidskych cév (120).

Pfi srovnani elastickych vlastnosti lidskych tepen kryoprezervovanych, Cerstvych a PTFE
protéz bylo konstatovéno, Ze kryoprezervované tepny maji podobné elastické vlastnosti, které
jsou pozorovany in vivo u tepen pfi normalnim systémovém tlaku a in vitro u Cerstvych §tépt.
Kryoprezervace tedy zasadné neméni mechanické viastnosti tepenné stény (121).

Ve srovnavaci studii mechanickych vlastnosti Cerstvych a kryoprezervovanych lidskych
sestupnych hrudnich aort, které byly odebrany v ramci multiorgdnovych odbérl, nebyly
pozorovany zésadni zmény mezi cerstvymi a kryoprezervovanymi Stépy (122).
Kryoprezervace nema ani vliv na viskoelastické vlastnosti muskularnich tepen (arteria

femoralis), ale ovliviuje tyto vlastnosti u elastickych tepen (arteria carotis communis) (123).
Rozmrazovini

Pomalé rozmrazovani kryoprezervovanych cév pied jejich klinickym pouzitim se zda byt

nejlepsi metodou k ochrang morfologickych a funké&nich viastnosti buné€k téchto st€phi (124).
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Rychlé rozmrazovéani (v lazni +37 °C) zvySuje fragilitu kryoprezervované arteridlni stény.
Vysoky vyskyt spontdnnich fraktur je spjat s termdlnim stresem, ktery pravé vyvolava rychlé
rozmrazovard kryoprezervovanych $t&pi. Neéktefi auiofi doporuéuji pro ochranu endotelu
dodrzet rychlost rozmrazovani +10 °C za 10 minut (125). V experimentalni préaci
s elastickymi tepnami kralika bylo sledovano, Ze v pfipadé kontrolovaného mrazeni na
hodnotu skladovani -180 °C vede nasledné rychlé rozmrazovani aZ v 75 % k vyskytu velkych
fraktur téchto §t€pd. Fraktury vznikaji pravdépodobné v disledku termalniho stresu, ktery se
vyskytuje pfi rychlém rozmrazovani. Kontrolované taveni redukuje tento termalni stres
a nasledné i fraktury $t€ph (124). Obecné je pravé maximum vyskytu termdlniho stresu
davano do souvislosti s procesem tani (126).

Trhliny aortalnich alograftd, které se objevuji v ddsledku rozmrazovéani kryoprezervované
tkan¢ se mohou stat zavaznym problémem v dal$im pouziti téchto alografti. Trhliny se
pramérne vyskytuji ve 3 % u kryoprezervovanych lidskych tkani a byly davany do souvislosti
s transportem téchto tkani. Zda se, Ze na vyskyt trhiin kryoprezervovanych $t€pli ma zasadni
vliv hlavng rychlost taveni. Pfi rychlém taveni se trhliny vyskytuji az v 66 % (127).

V disledku kryoprezervace a nasledného rozmrazovani dochazi k denudaci endotelu, ktera je
vystupiiovana v disledku rychlého rozmrazovani kryoprezervovaného Stépu. Pomalé
rozmrazovani zlepSuje bunéCnou viabilitu a uspofadani cévni stény (128).

Podle nékterych autori vykazuji arteridlni vzorky kryoprezervované na feplotu -196 °C
vysoky vyskyt spontannich fraktur v piipade rychlého rozmrazovéni §téph. Tyto fraktury se
ale nevyskytuji pfi teplot¢ kryoprezervace -80 °C. Kryoposkozeni miZe byt davéno do
souvislosti mechanického stresu, ktery se vyskytuje béhem taveni od -150 do -100 °C.
V prilb&hu rychl¢ho taveni se vyskytuji kapsy s tekutinou v elastickych oblastech arteridlni
stény. Rychié¢ i pomalé rozmrazovéni vede k poSkozeni stény kryoprezervovanych tepen.
Toto poskozeni je v souvislosti s vytvofenim intraceluldrnich krystald v pfipadé rychlého
mrazeni a zvétSenou koncentraci elektrolytu s extrémni bunétnou dehydrataci u pomalého
mrazeni. PHi pomalém rozmrazovani je minimdlni vyskyt jak fraktur tak nahromadéni
tekutiny uvnitf arteridlni stény. Pomalé kontrolované rozmrazovani kryoprezervovanych
arterialnich §tépt vyznamné omezuje tvofeni spontannich fraktur, mikrofraktur i akumulaci
kapaliny uvnitt arteridlni stény (129).

ZlepSeni konzervacnich technik vedlo krozsifeni cévnich bank, které slouzi k uchovani
cévnich §tépd pro jejich pouziti v riznych indikacich. Kryoprezervace pies veskerd svoje

vylepSeni vyvolava strukturdlni zmény cév, které mohou vést k selhani nebo rupturam 3tépi
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po implantaci. Dochézi nejen k poskozeni endotelu, ale i elastické vrstvy cévy. Tyto zmény se
vyskytuji v disledku kryoprezervace i procesu tani. Pfi pomalém téni dochdzi k minimalnimu
poskozeni endotelu na rozdil od rychlého tani, pfi kterém je vyznamné poskozeni endotelu
i elastickych vldken (130).

Zda se, Ze skladovaci teplota -145 °C a nasledujici astomaticky kontrolovany rozmrazovaci
proces vytvareji zatim nejlep$i podminky pro ochranu endotelu kryoprezervovanych

arterilnich §tépt (131).

4. 5. 7 Transplantacni vaskulopatie

Navzdory pokroku v imunosupresivni 1€€bé je transplantatni vaskulopatie vyznamnym
faktorem selhani transplantovanych organi. Patogeneze potransplantatni vaskulopatie
zahrnuje chronickou imunitni odpovéd’ piijemce, kdy imunitni buriky poSkozuji endotel
a cytokiny aktivuji hladké svalové buriky, které migruji z médie do lumen, dochézi k redukei
lumen 1 cévni kontraktility. ProtoZe aktivace hladkych svalovych bungk cév je odpovédna za
ztlu$téni intimy u transplantovanych orgénil, maZe ovlivnéni této proliferace pfedstavovat
vyznamny krok pro 1é€bu transplantovanych pacienti (132).

V autolognich a alogennich Zilnich §t&pech se vyskytuji dva rzné typy vaskulopatie.
Intimalni hyperplazie je rozhodujici u autolognich Zilnich nahrad, zatimco Casny edém cévni
stény je pak u alograftii. Strukturdlni a pfidruZzen¢ funkéni zmény alografti jsou pak
akcelerovany imunologickymi stimuly (133). U kryoprezervovanych Zilnich alografti se
transplantaéni vaskulopatie projevuje v rozvoji TH ve v&t§i mife neZ u Certsvych alografti.
Pfidani polyethylenu a glutathionu do transportniho média pted kryoprezervaci rozvoj IH

u t&chto Zilnich alograftl vyznamné redukuje (134).

4. 5.77. 1 Antigenita alografti a moZnosti jejiho ovlivnéni

Arteridlni i Zilni alografty vyvolavaji u pfijemce uréitou antigenni reakci. Nazory na tuto
problematiku nejsou jednotné a néktere prace ukazuji zasadné rozdilné vysledky.

Lidské derstvé arterialni alografty vyvoldvaji imunitni reakci a spouSti vyznamnou
specifickou anti HLA odpovéd’. Bunéénd i humoralni imunitni reakce byla zaznamendna i po
implantaci alogennich srdeénich chlopni (135). Bunééné komponenty, endotel a buiiky hladké

svaloviny mohou pfedstavovat vyznamny antigenni problém. Odstran&nim t&chto antigennich
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komponent dochdzi sice ke sniZeni zanétlivé infiltrace adventicie, ale 1 k vyS3{ tendenci
k trombozam St€ph (136).

Zilnf alografty podiéhaji transplantaéni rejekci jako jiné organy. Velice brzy po implantaci
dochézi k destrukei endotelu i médie. Poskozeni alografti s imunitni reakei je doprovodnym
jevem obnoveni bun&k endotelu i cévni stény. Dochézi k obnoveni endotelu a bun¢k médie
butikami pfjemce, ale cesta migrace téchto bun€k neni zcela jasnd. Toto obnoveni
hostitelskymi buiikami miZe sniZovat antigenitu Stépu (137).

Nektera sdéleni uvad&ji nizkou antigenni odpovéd® po implantaci Cerstvych nebo
kryoprezervovanych arteriainich alografti pti feeni infekce cévnich protéz, kterd nema vliv
na klinické vysledky. Z t&chto divodd byly tyto alografty Casto pouZivany bez ohledu na
skapinovou krevni ABO & HLA kompatibilitu i pouZivani imunosupresivni lécby, kterd
nebyla vzhledem k infekei povaZovana za bezpelnou. Nasledné studie vSak ukazaly Casté
pozdni komplikace t&chto 5tépd v disledku jejich rejekce. PouZiti Cerstvych arterialnich $tépi
k feSeni infekce cévnich protéz, které byly maximalné né€kolik dni konzervovany pfi +4 °C
s ATB a néasledné imunosupresivni 1é&bé cyklosporinem v davce 1-3 mg/kg/24 hod. (hladina
vkrvi 100-200 ug/ml) ukazuje slibné vysledky. Pi#i dlouhodobém sledovéni nebyla
zaznamenana recidiva infekce, degenerace §tépu, uzavér §tépu a ani komplikace v disledku
imunosupresivni 1é¢by. Typickym morfologickym nilezem bylo ¢asné ztlusténi arteridlni
stény. Vyznamnym nadlezem bylo zachovani biologické aktivity v diouhém ¢asovém intervalu
po operaci. Aktivita anti HLA protilatek naznaduje specifickou rejekei. Potvrzeni vztahu mezi
produkei protilatek a pozdnich komplikaci alografti vyZaduje dalsi vyzkum. Urcitd moznost
pro dal3i ovlivn&ni imunitni odpovédi vyZaduje kii?ovou zkousku, imunosupresivni 1é¢bu

a ptedoperaéni pfipravu alografti k redukei jejich antigenity (138).

Vliv kryoprezervace na antigenni odpovéd’ cévniho Stépu

Kryoprezervace miZe omezit cévni poSkozeni. Ve srovnéni s Cerstvymi Sté€py maji Stépy
kryoprezervované piiblizné o 50 % sniZenou kontraktilitn. Ochrana endotelu je dileZita
k udrzeni cévniho napdti a zachovini antitrombogennich vlastnosti cévy. Casné selhani
kryoprezervovavych Zilnich alograftt v disledku imunologické odpovédi a mistnimu
poskozeni po vystaveni arteridlnimu tlaku bylo v literaufe publikovano, i kdyZ imunologicka
aktivita kryoprezervovanych tepennych §t&pit o malém priméru (<6mm) zlstavd spornd.
Nekteré prace ukazuji redukei v antigenni odpovédi u kryoprezervovanych tepennych $téph
(139) a naopak jiné publikace nezaznamenaly rozdily v imunologické odpovédi &erstvych

a kryoprezervovanych arteridlnich $tépa.
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Kryoprezervace redukuje pocet T lymfocyti v intimé a plisobi jako prevence aneuryzmaticke
dilatace, ktera byla pozorovana u éersvych alograftii. Navic 1é¢ba cyklosporinem A vyznamné
zlepsuje prichodnost Cerstvych i1 kryoprezervovanych alograftii (140).

Nékolik dalSich experimentalnich studii ale potvrzuje, Ze kryoprezervované alografty
vykazuji vyznamny stupeii antigenni odpovédi (141,142).

Otazka imunologické aktivity kryoprezervovanych cévnich $t€pt viak neni stale jednozna&ng
vyfeSena. Imunologickd reakce kryoprezervovanych alograftd véetné HLA protildtek se miZe
stit zdsadnim problémem pro potencidlni transplantaci a podilet se na selhani
transplantovaného organu (143). Bylo pozorovéno, Ze kryoprezervované alogenni Zily mohou
zpusobit senzibilizaci pfijemce, kterd miZe zamezit transplantaci ledvin, ale zd4 se, Ze pii
decelularizaci téchto §t€ph dochézi k odstranéni tohoto rizika (144).

Vlastni kryoprezervace vede ke kompletni ztrat¢ funkce arteridinich $t€pl a t&€zké destrukei
endotelidlni  vrstvy. Nicméné kryoprezervované arteridlni autografty 1 alografty
s imunosupresivni 1é¢bou cyklosporinem A vykazuji obnoveni funké&nich a morfologickych
parametrii. Tento fenomén je ziejmé v disledku repopulace bunék od piijemce (145).

Pii sledovéani prichodnosti alografti se zjistuje, Ze ne vSechny maji stejnou dlouhodobou
prichodnost. Oblast femoropoplitedlnich fepen ma v&t§i podil slozky hladké svaloviny ve
srovnani s vét§im podilem elastickych vldken u aorty a panevnich tepen. Tato skutecnost
mize vysvétlovat hor§i vysledky pfi pouZiti alograftli s vétsim podilem hladké svaloviny,
kterd vyvolava vEtsi antigenni odpovéd’ (146).

Kryoprezervované alografty mohou piedstavovat Zivotaschopnou alternativa pro cévai
rekonstrukce, ale jejich imunologickd reakce, jak uZ bylo uvedeno, zistava kontroverzni.
V experimentu na prasatech Cerstvé alografty ukazuji pfi srovndni s Cerstvymi alografty
zénétlivou infiltraci jiz tfeti den po implantaci a 30. den jiz chybi u téchto $t€pu endotel,
objevuji se intralumindlni tromby a aneuryzmatické dilatace. Kryoprezervace tedy podle této
prace nijak neredukuje imunogenicitu alograftd, ktera se nachdzi u &erstvych §téph (147).

Na druhé strané je zajimava nepf{tomnost rejekce u kryoprezervovanych VSM pouzivanych
k hemodialyze. PH pouZiti kryoprezervovanych VSM pro dialyzu nebyla shleddna rejekce
jako hlavni pfiéina selhani $tépt, i kdyz nebyla zachovana shoda v krevnich skupinach mezi

darcem a pifjemcem. Stépy vykazovaly jen mirnou infiltraci adventicie makrofagy a ojedinélé

T lymfocyty (148).
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Shoda ABO, HLA

P#i pouziti Zilnich alografti byva dodrZovana kompatibilita krevnich skupin, ale vzhledem
k omezenym poétim alograftG neni dodrZovana HLA shoda. Rejekce tedy miZe byt
ovlivnéna nejen imunosupresivnimi léky, ale i snahou o dodrZovani shody nejen krevnich
skupin mezi dércem a piijemcem, ale i v HLA (149). Vhodnou alternativou k redukci
imunologické aktivity cévnich alografti miZe byt i kombinace kryoprezervace a zachovani
kompatibility krevnich skupin ABO a Rh faktora (150). Na druhé strané nemohou byt
arterialni alografty alternativou konvenénich nahrad v b&Zné cévni chirurgii. Pi feSeni infekei
cévnich protéz se viak mohou podle n&kterych autorii stat za uritych okolnosti v tizce
vymezenych indikacich vhodnou alternativou i bez imunosupresivni 1é€by a bez ohledu na

kompatibilitu ABO a HLA (151).

4. 6 Imunosuprese

Imunosuprese je stav sniZzené imunity v disledku 1é¢by nebo vlivem nékterych nemoci.
Imunosuprese mizZe byt spojena i se vznikem nékterych infekei a nadord.

Cilem imunosupresivni 1é¢by je omezeni neZddouci imunitni aktivity . Piedeviim je nutné
selektivnim zplsobem zamezit aktivaci T a B lymfocytl, které jsou hlavnimi nositeli
imunitni odpovédi na cizi antigeny. Imunosupresivni lécba by méla zamezit rejekci

transplantatu, na druhé strané by neméla oslabit protiinfekéni imunitu.

4. 6. 1 Zakladni piehled imunosupresiv

Kortikosteroidy: mechanismem jejich Géinku je inhibice rozpoznani antigenu (maji vliv na
antigen prezentujici buiiky). Maji v8ak mnoho neZadoucich G&inkti, Cushingoidni habitus,
vyvolavaji hypertenzi, hyperlipidémii, jsou diabetogenni, dile miZe v souvislosti s jejich

uzitim vzniknout avaskularni kostni nekréza, katarakta, akné, osteoporoza.

Antiproliferativni latky (azathioprin, mykofenolat mofetil) inhibuji syntézu purinovych
bazi, pfi¢emz mykofenolat je vyrazné ucinnéjsi. Mezi nezadouci U€inky patii myelotoxicita,

hepatotoxicita (azathioprin), GIT toxicita (mykofenolat).

Kalcineurinové inhibitory (cyklosporin A, tacrolimus = FK506) inhibuji tvorbu IL-2 tim,

Ze blokuji kalcineurin. Dnes jsou zakladem imunosuprese po transplantaci. Maji také své

50



nezadouci G¢inky - jsou nefrotoxické, zpiisobuji hypertenzi a hyperlipidémii (vice
cyklosporin), hyperplazii dasni. Déle jsou diabetogenni a neurotoxické (vice tacrolimus). Je
nutnd monitorace jejich hladin diky 1Gzkému terapeutickému rozmezi a variabilni

farmakokinetice.

Inhibitory mTOR - mammalian target of rapamycin (sirolimus = rapamycin, SDZ RAD
- everolimus) — inhibuji transdukci signaldi navozenych vazbou IL-2,4,7,15 na T lymfocyty,
zabrafiyji tedy transkripci genu IL-2, &imZ brani jeho produkci. NeZddouci a€inky -
myelotoxicita, hyperlipidémie, toxicita v zazivacim traktu, pomalé hojeni ran, lymfokély,
akné. Nejsou nefrotoxickeé a vykazuji vyraznou synergii s cyklosporinem.

Cyklosporin, FK-506 a rapamycin inhibuji cytotoxickou a zanétlivou odpovéd makrofagl
a maji silné imunosupresivni vlastnosti, kdy dochazi k inhibici aktivace T lymfocytd, které
zprostiedkuji poskozeni alografth. Tmunosupresivni léky (cyklosporin A a rapamycin)
inhibuji aktivitu dvou prozanétlivych mediatord (NO a PGE2). Efekt téchto imunosupresiv je
komplexni a uplatiiuje se v riiznych tkanich (152). Potlaceni ztlusténi intimy arteridlnich

alograftl je zavislé na hlading rapamycinu, na rozdil od cyklosporinu (153).

4. 6. 1. 1 Azathioprin

Azathioprin patfi mezi nejdéle a nejéasté]i uZivané imunosupresivum. In vivo je
metabolizovan na vlastni uéinnou litku 6-merkaptopurin vyrazn¢ potladujici humoralni
i bunéénou imunitu. Jde o antimetabolit purinil, ktery po inkorporaci do nukleovych kyselin
brani proliferaci rychle se délicich bungk, tedy i T a B lymfocytli. Jeho ¢inek nastava az po
fadé mésicl (2-6) a po vysazeni pietrvava nékolik tydnt.

Azathioprin vyznamné nesniZuje imunitni odpovéd k HLA antigentim a neovliviiuje funkci
kryoprezervovanych chlopennich alografti u déti (154).

Nekteré prace ukazuji imunologickou aktivitu kryoprezervovanych VSM, kdy se po jejich
pouziti objevuje jak humordlni, tak bunééna reakce, které nejsou ovlivnitelné nizkymi
davkami azathioprinu. Tato imunologicka reakce se podili na selhdvani téchto Stépi. ZlepSeni
prichodnosti se dd olekdvat pii pouZiti silngjich imunosupresivnich lékii a dodrZeni

kompatibility ABO i HLA (155).
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4. 6. 1. 2 Kortikosteroidy

Nejdéle jsou v terapii pro své silné protizanétlivé aéinky pouZivany kortikosteroidy. Jejich
imunosupresivii G¢inky se projevuji az u vy$§ich davek (nad 2 mg/kg/den), a to v disledku
inhibice tvorby prostaglandini a interleukini. Limitujicim faktorem jejich podavéni jsou
zakladni choroba (osteopordza, hypertenze, hyperglykémie, psychické poruchy aj.). Pii jejich
podavéani mohou nastat dvé situace. Pokud po sniZzeni ddvky nasleduje zhorSeni klinického
stavu, jde onemocné tzv. kortikodependentni. Naopak prub&h choroby, ktery zistiva
Jé&bou neovlivnén, nebo se déle zhorSuje, je oznafovan jako kortikorezistentni. Metodou
volby se pak stavaji imunosupresiva vyvinuté pivodné v 60. letech pro potfeby imunosuprese

po transplantacich (156).

4. 6. 1. 3 FK- 506 (tacrolimus)

Denudace a regenerace endotelu miZe hrat dilezZitou roli vramei rejekce alografti.
Morfologické zmény intimy alograftd bez imunosupresivni 1é¢by ukazuji dva procesy
v denudaci a regeneraci. Prvni denudace a reendotelizace se objevuje b&hem 7 dnd po
transplantaci, zatimco dal§i se pak vyskytuje mezi 14. a 21. dnem po transplantaci. Prvni
denudace je spojena sischemickym a mechanickym poskozenim spojenym s vlasini
transplantaci. K druhému denudaénimu procesu pak dochazi v disledku masivni leukocytérni
infiltrace p¥i imunologické reakei. FK 506 v nizké davee 0,05 mg/kg dokdze GspéSn€ ovlivnit
pfeziti endotelu alograftt, sniZit leukocytarni infiltraci a tim se vyznamné€ podilet na jejich
dlouhodobé prichodnosti. Pii vysazeni FK 506 dochazi k t¢7ké destrukei intimy (157).
FK 506 se¢ pouziva nejcast&ji naptiklad pii transplantaci jater (158).

4. 6. 1. 4 Cyklosporin A

Cyklosporin A je cyklicky polypeptid s vyrazné inhibiénim vlivem na bun&&nou imunitu. Po
intravendznim podéani ma rychly nastup uginku (1-2 dny). Jde o latku toxickou s moZnymi
zdvaznymi komplikacemi, nutnosti je sledovani stavu pacienta a sérovych hladin. ZavaZné
jsou uginky nefrotoxické a kancerogenni. Bé&hem terapie se miiZze objevit hypertenze,
neuropatie, 1/3 pacienth udava parestézie (159). Cyklosporin inhibuje migraci endotelidlnich

bunék a angiogenezi, kterd je indukovana endotelidlnim ristovym faktorem (160).
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V experimentu na psech redukuje peroraini 16¢ba cyklosporinem aneuryzmatickou dilataci,
lymfocytarni infiltraci a imunologickou odpovéd u erstvych Zilnich alografti. Dale
podporuje i tvorbu neoendotelu a chréni i jednotlivé vrstvy Zilni stény (161). Dlouhodobou
prichodnost Zilnich alograftd u psi lze docilit pfi pouZiti kombinace kryoprezervace
a cyklosporinu A (v davee 15 mg/kg) (162).

4. 7 Odolnost alograftu k infekei

PouZiti Zilnich alografti v korondrni nebo cévni chirurgii ukazuje z historického hlediska
pramémou dlouhodobou priichodnost s nachylnosti k pozdni aneuryzmatické dilataci Stépt.
Lep3i vysledky byly prezentovany pii pouZiti téchto $tépt pro hemodialyzu. U vétSiny Zilnich
Stéph byla provedena sterilizace antibiotiky pied jejich pouzitim. V disledku této sterilizace
je redukovana viabilita endotelu a fibroblastd, jak bylo zji$téno v experimentalnich pracich na
psim a praseim modelu. Je moZné, Ze vysledky pouZiti Zilnich alograftii mohou byt zlepSeny
pii dostateéné bun&iné ochrand. Zvlasté vystripované Zilni §t€py jsou Casto kontaminované
koznimi bakteriemi. Proto je sterilizace antibiotiky nutnd, jestlize jsou tyto $tépy dale
planovany k dalgimu vyuziti. Prolongovana sterilizace koncentrovanym roztokem s ATB
vede ke sniZeni bunééné viability a tim k niZ& antigenicité, ale na druhé stran€ s tendenci
k aneuryzmatické dilataci. Nizké davky ATB efektivné sterilizuji vystripované VSM, ale
vyznamné neovliviluji bun&énou viabilitu. Kryoprezervace Zilni tkdné sice bunéénou viabilitu
redukuje, ale nizka koncentrace ATB déle tento efekt nepotencuje (163).

Cerstvé aortalni alografty, které byly Gisp&&né pouZity pro 1é&bu infekce cévnich protéz, maji
omezené pouZiti vzhledem ke kritkodobé moZnosti jejich uskladnéni. Kryoprezervace je
optimalni metoda pro dlouhodobé skladovani téchto $t€pl. Kryoprezervované aortalni
alografty jsou rezistentni k bakteridlni infekci. Mechanismus této rezistence neni zcela
objasnén, i kdyZ antibiotika, kterd jsou pouZivana k bakteridlni sterilizaci 5t&pl pfi jejich
pfipravé mohou hrat vyznamnou roli. K daldi vyhod& patfi i moZnost urgentniho pouZiti
kryoprezervovanych alografti (164). In situ pouZit{ kryoprezervovanych arterialnich alograftl
p¥i 1€6b& aortalni infekce ukazuje t€Z vyborné Casné i pozdni vysledky. Dokonce obtizné
lé¢itelné infekce zplisobené multirezistentnimi bakteriemi jsou spolehlivé eradikovany pfi
pouZiti kryoprezervovanych alografti (165). Na druhé strané ale arteridlni alograft bez ATB
1€¢by zvySuje jeho citlivost k infekei. Antibioticka Ié8ba tedy sniZuje riziko infekce alograftu
(166).
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4. 8 Soudasné moZnosti pouziti cévnich alografti

Podle literarnich udaji jsou uvadény rizné moznosti pouZiti cévnich alograftd jak Cerstvych,

tak 1 kryoprezervovanych.

4. 8.1 Infekee cévnich protéz

Cerstvé cévni transplantaty predstavuji jednu z moZnosti feSeni infekce cévnich protéz (167).
Kryoprezervované aortalni alografty jsou v experimentu vice rezistenini k infekei ve srovnani
sin situ umisténymi protézami pii feSeni infekce cévnich protéz. Zakladni podminkou
zUstava samoziejmé soub&Zni antibiotickd 1é¢ba (168). Nekteti autofi vykazuji srovnatelné
vysledky pii pouZiti Cerstvych a kryoprezervovanych arteridlnich alografti (169). Vzhledem
k redukované citlivosti alogennich tepen vidi infekei lze fesit infekei cévni protézy po jeji
explantaci pomoci alograftu umisténého do infekéniho pole (170). T kdyZ rezistence alograftii
vigi infekel neni GipIné a vyskytuji se t€Z 1 jejich pozdni degenerace, zda se, Ze jejich pouZiti
k feSeni i€chto zavaZnych cévnich komplikact ma piizniv&)di vysledky nez implantace nové
protézy (171). Za uréitych okolnosti 1ze cévni transplantit pouZit i pii ¢asteéném odstranéni
protézy a to v ptipadé omezeni infekee jen na uréiton &ast cévni protézy (172).

V urtitych piipadech je moZné pouzit k 1éébé infekce cévnich protéz kryoprezervované
alografty, alkoliv nejsou zcela odoné k infekci. Tyto alografty jsou povaZoviny za ménd
antigenni nez $té€py Cerstvé. I pii pouZiti kryoprezervovanych $t&ph je vhodné provést testy
krevni a tkanové shody, aby se snizil vyskyt pozdni degradace Steépu (173). Pouziti
kryoprezervovanych arteridlnich alograftd pfi 1é€bé mykotickych vyduti aorty a infekei
Z¢ kryoprezervované S§t€py jsou vidi infekci odolné. Rozdily mezi Cerstvymi
a kryoprezervovanymi arteridlnimi $t&py jsou vysvétlovany nékolika mechanismy. Selhani
Cerstvych Stéplt je spojovano s vyznamnou imunologickou reakei s infiltraci plazmatickych
bunék a makrofagh. Tato reakce vede k degeneraci elastickych vladken a kolagenu, coZ vede
az k nekroze. Vysledkem je pak zirata mechanické pruznosti spojend s aneuryzmatickou
dilataci a moZnosti ruptury. V protikladu kryoprezervované §tépy ukazuji niZ§ infiltraci
imunokompetentnich bunék a krom& toho DMSO jako kryoprotektivni latka déle redukuje
antigenicitu alografti (174).

Pouziti in situ arteridlniho alograftu ma své vyznamné misto a pfijatelné vysledky i pro lé&¢bu

infekce protézy po operaci vyduté hrudni nebo torakoabdominélni aorty (175). Infekce cévni
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protézy miZe byt komplikovana aortoenterickou pisteli. Pfi srovnani klasické 1é¢by infekee
cévnich protéz a pouZiti kryoprezervovanych alografti je pfiznivéjs u alograft. V piipadé
aortoenterické pistéle jsou ale naopak podle nékterych autort lepsi vysledky s uzavérem aorty
a extraanatomickym bypassem (176).

Uréitou dalsi moznosti pouZiti kryoprezervovaného §t€pu je jeho docasné pouZiti v infekénim
terénu pfi ohroZeni koncetiny a nepfitomnosti vhodného autologniho materidlu jako do€asny

konduit do doby vyhojeni infekce (177).

4. 8. 2 Aortitidy

Aortitidy pfedstavuji velmi vaZné onemocnéni v cévni chirurgii, kdy dochazi k destrukci
tepenné stény. Disledkem toho je vétSinou vznik nepravé vydutg, kterd miZe byt pficinou
krvaceni s fatdlnimi nasledky. Na rozdil od pravého aneuryzmatu ohrozuje infekéni aortitida
svého nositele nejen moZnou ¢asnou rupturou, ale i sepsi (178).

Kryoprezervovany aortalni alografi maZe piedstavovat slibny a efektivni zplisob 1écby
mykotické vyduté biisni aorty (179,180).

Také nahrada kofene aorty kryoprezervovanym alograftem md velmi dobré dlouhodobé
vysledky a pouzivd se hlavné pii endokarditidé, degenerativnich nebo vrozenych
onemocnénich (181).

Vyborné dlouhodobé vysledky pouZiti kryoprezervovanych arteridlnich alograftii pii 1é¢bé
infekce cévnich protéz a zanétlivych postiZzeni bfisni aorty uvadi Leseche, kdy tiiletd primdrni

a sekundarni prichodnost byla 81 a 96 % (182).

4. 8. 3 Endovaskularni 1é¢ba

Stentgraft mize byt pouzit pro urgentni a dotasnou 1é8bu pistéle mezi fale$noun vyduti cévni
nahrady pii infekei protézy spojené s krvacenmim jako pieklenovaci most. Po zajisténi
vhodného darce mize nasledng v dalsi dobé dojit k implatnaci vhodného alograftu (183).

Dalsi moZnost endovaskuldrni 1é¢by pfipadd v dvahu pii fe$eni komplikaci po implantaci
alografti. Aneuryzmatickd dilatace arterilnich alograftii je projevem pozdni komplikace,
ktera byva ddvana do souvislosti s chronickou rejekei. Implantace stentgraftu pak miZe
pfedstavovat moznost pfi této pozdni koplikaci (184). Obdobnou moZnosti je 1 fedeni

pooperagnich stendz alograftii pomoci PTA a stentu (185).
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4. 8. 4 Kriticka konéetinova ischemie

Homografty, které byly vminulosti pouZivany vcévni chirurgii, podléhaly Casto
biodegradaci, ale na druhou stranu byly tyto zmény pozorovany jen ziidka u tepen
transplantovanych organii. V literatufe jsou uvadény slibné vysledky pii pouZiti Cerstvych
arteridlnich alograftt, které byly zajistény v ramei multiorganovych odbérd, nasledné uloZeny
v konzervatnim roztoku Custodiol® a ihned transplantovany u pacientd s kritickou
kondetinovou ischémii. Tito pacienti méli po celou dobu funkce §t€pu imunosupresivni 1é€bu

a zachrana koncetiny byla az 75 % v priibehu 12 mésicil (186).

4. 8. 5 Dialyza

Kryoprezervované femordlni Zily maji pfi pouZiti k dialyze obdobnou prichodnost jako
polytetrafluoroethylenové (PTFE) grafty. Vzhledem k jejich relativni rezistenci k infekci jsou
vhodnym materidlem u pacientli sopakovanym selhanim arteriovendézniho (AV) Stépu,
zvlasté po vycCerpani klasickych mist pro zaloZeni AV pistéli nebo pii infekeci AV shuntu
(187). Na druhé strané je ale uvadéno, Ze pouziti kryoprezervovanych Zilnich $t€ph pro
dialyzu u pacientil s vysokym rizikem infekce je spjato s vy$§im vyskytem infekce a ruptury
§tépu, zvlasté pfi umisténi $tépu na stehno. Pouziti kryoprezervovanych Zilnich $tépl pro

dialyzu je doporu¢ovano jen v piipadé, Ze neni mozné pouZit jinou alternativu (188).

4. 8. 6 Chronicka koncetinovia ischemie

Otdzka pouziti cévnich alografti pfi chronické konéetinové ischemii je velice spornd.
V experimentu na psech je uvadéno, Ze Cerstvé Zilni alografty mohou byt alternativou VSM
za predpokladu potladeni imunologické reakce cyklosporinem (189). Vysledky pouZiti Zilnich
alografti u pacientd s chronickym obliterujicim tepennym postizenim byly ale zatim

zklamanim navzdory moderni kryoprezervaci (190).

4. 8. 7 Revaskularizace myokardu

Chirurgicka revaskularizace myokardu je zavedenou a dostupnou metodou 1écby pro
nemocné s ischemickou chorobou srdeéni (ICHS), ktefi nejsou vhodni pro perkutinni

koronarni intervenci, ale morfologické postiZeni tepen chirurgickou revaskularizaci dovoluje.
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ProtoZe indikace k chirurgické revaskularizaci se stale roz§ifuji, pfichdzeji k operaci nemocni
s takovym onemocnénim Zil & tepen na dolnich kondetinach, které pouZiti povrchnich Zil
dolnich kondetin pro koronarni bypass vyluduji. Mezi n¢ patii varikdzni postiZeni, stav po
exstirpaci povrchniho systému pro varixy, potromboticky syndrom nebo ischemicka choroba
dolnich koncetin ve stadiu Il a IV podle Fontaina.

Koronarni bypassy pomoci VSM nebo mamarni tepnou patii mezi béZné techniky
v kardiochirurgii. Ur¢ité procento pacientl viak nema vhodnou VSM, ktera ma nedostateCny
kalibr anebo byla spotfebovana pfi cévni rekonstrukci. Arteridlni tlak akceleruje ve VSM
aterosklerotické zmény, které jsou béhem prvniho roku po koronarni rekonstrukei ve 12-27 %
ptiginou uzdvéru a 50 % téchto uzavér vznikd béhem prvniho mésice. Mamarni tepna je sice
vice odoln&jd viiéi témto aterosklerotickym zménam, ale u pacienti, ktefi jsou indikovani
k nékolikandsobné koronarni rekonstrukei, chybi dostateCny pocet t&chto arteridlnich
konduitli. P¥estoZe arteriaini alografty mohou pfedstavovat vhodnou alternativu, objevuji se

uréité obtiZe pii jejich ochrané mezi odb&rem a implantaci, coz omezuje jejich pouziti (191).

4. 9 Tkanové banky

Soudasny rozvoj kryobilogie zajistuje dlouhodobou konzervaci tkani a umoZiiuje zachovani
jejich morfologickych a funk&nich vlastnosti (192).

Vzristajici nirok na cévni alografty zplsobil rozvoj cévnich tkaflovych bank. Na rozdil od
kratkodobé& konzervovanych Cerstvych cévnich $t&ph maji kryoprezervované Sté€py vyhodu
v moznosti akutniho pouziti (193). Dalsi vyhodou je pouzivani kryoprezervovanych cévnich
a mikrobiologického vySetfeni, a moZnost vybrat odpovidajici velikost §t&pu. Cévni alografty
byvaji odebrany cévnimi chirurgy v ramci multiorgdnovych odbérii. Tyto 3tépy jsou ihned
uloZeny do ledového konzervaéniho roztoku a v termoboxech s ledem jsou dopraveny do
tkafiové banky. Pkiprava cévnich alografti probihd v boxech s laminarnim proudénim, kdy
jsou po preparaci a méfeni umistény do konzerva¢niho roztoku s antibiotiky, kde probiha
dekontaminace. Po dekontaminaci jsou alografty pfemistény do konzervacniho roztoku
s lidskym albuminem a 10% DMSO a v oznacenych skladovacich boxech jsou posliny
k fizenému zmrazeni, které probihd v pfedem uréeném rychlostnim rezimu. Zmrazené cévni
§t€py jsou pak dale skladovany pii teploté -140 °C. Mikrobiologické vySetfeni je provedeno
pted a po dekontaminaci antibiotiky. Pozitivni serologické vySetfeni a pozitivni

mikrobiologické vySetieni po dekontaminaci je divodem k vyfazeni $t€pu z kryoprezervace.
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Kryoprezervované cévni $tépy jsou k pHjemci za stanovenych indikaénich kritérii posilany
v termoboxech s ledem. Obvykly vék darce byva v rozmezi 15-55 let (194).

V ramci Evropy ptisobi Evropska tkafiova banka (European homograft bank — EHB), kde jsou
skladovany k dalsimu pouziti velké tepny (hrudni aorty, aortdlni bifurkace s panevnimi
tepnami a ponechanym télem aorty a stehenni tepny). V EHB jsou stanovena zakladni
kritéria pro darce i pifjemce. V&€k darce je zde omezen na v€k mezi 18 a 45 lety.
Dekontaminované cévni §t€py jsou umistény do ledového tkaniového roztoku, kam je pfidan
kryoprotektivni 10% DMSO. Takto pfipravené cévni $t€py jsou utésnény ve dvojitych vacich
a ponechany pfi +4 °C 40-60 minut, aby DMSO dostateéné proniknul do tkang. V daldi fazi
jiZ probihd elektronicky fizené mraZzeni -1°C/min. a p¥i dosaZeni hodnoty -40 °C dale
-5 °C/min do hodnoty -100 °C. Kryoprezervované §tépy jsou skladovany v prostiedi tekutého
dusiku pfi teploté -150 °C az do jejich vyuziti (59).

V. ZVOLENE METODY, ZPRACOVANi, MATERIAL A METODIKA
EXPERIMENTU

Ve spoluprdci s KST v Praze byly vramci multiorganovych odbéri ziskdny Zilni (vena
saphena magna) a tepenné (arteria femoralis) vzorky, které byly konzervovany a ve
stanovenych &asovych intervalech vySetfeny. Tyto série vzorkl lidskych tepen a Zil byly
uloZeny v hypotermnich podminkidch po dobu 1-30 dnd v nutritivnim médiu E-199
a Custodiol® suplementovanych ATB.

Konzervadni médium E-199 je b&n¢ pouzivano v Ceské republice pro uchovavani srdeénich
chlopni v obdobi mezi odbérem od zemfelého dérce a transplantaci. Custodiol® pati
k obvyklym perfaznim roztokiim pii multiorganovych odbérech. Ob¢ média byla metodou
rastrovaci elektronové mikroskopie (REM) uchovavanych tkani hodnocena poprvé a nélezy
byly vzijemné porovnany.

Kombinace histologickych metod a REM umozZituji detailné zhodnotit stav tepen a Zil.

Experimentidlni vzorky

Celkem bylo vexperimentu pouZito 48 vzorkd lidské tepny a Zily ziskanych pfi
multiorgénovém odbéru od zemielého déarce. Lidské cévy byly ostie rozd€leny na useky
o délce piiblizné 10 mm, rozdéleny do dvou skupin a okamzité vloZeny do konzerva¢niho

média.
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Prvni skupina tepennych a Zilnich vzorkd byla vloZena do konzervaéntho rozioku o teploté
+4 °C a v t&chto hypotermnich podminkach byla uchovavana po celou dobu experimentu.
Druh4 skupina vzorki obou cév byla vystavena kombinaci normo- a hypotermnich podminek.
Vzorky byly nejprve po dobu 24 hodin konzervovany pifi teploté +37 °C. Nasledn¢ 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 piimo do fixaéniho
roztoku (Obr. &. 1, 2). Podminky konzervace byly modeloviny v souladu s b&zné klinicky
uZivanym postupem, véetné obohaceni roztoku ATB.

Vzorky obou experimentalnich skupin byly uchovavany v konzervaénim médiu po dobu

minimalng 12 hodin a maximalné 30 dni.

Doba konzervace a pocet vzorku
Doba konzervace byla stanovena na 12 a 24 hodin, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 14, 21 a 30 dni, vZdy

vzorek jedné tepny a jedné Zily, celkem 48 vzorki.

Zpracovani vzorku

Thned po vynéti z konzervagniho média byly vzorky pfeneseny do fixaéniho Bakerova
roztoku (3,6% roztok formaldehydu stabilizovany CacCl, ) a fixovany po dobu jednoho tydne.
Po fixaci byl kazdy vzorek rozdélen na dvé& &asti, z nichZ jedna byla upravena pro prohliZeni
v REM a druhd byla zpracovéna histologickymi metodami pro prohlizeni ve svételném
mikroskopu.

Histologickd metodika. Fixované vzorky byly 24 hodin vypirany pod tekouci vodou,
odvodnény ve vzestupné etanolové fadé a zality do parafinu. Z parafinovych blokl byly na
safikovém mikrotomu krdjeny fezy o tloudtce 7-8 pm, které byly dale barveny histologickymi
metodami (hematoxylin-eosin, trichrom, resorcin-fuchsin, orcein-indigokarmin) a montovany
na podlozni skla. Zhotovené preparaty byly prohlizeny a fotografovany ve svételném
mikroskopu Olympus BH-2 kombinovaném s digitdlnim mikrofotozafizenim Olympus
Camedia 3030ZO0M.

Metodika REM. Po imerzni fixaci v Bakerové roztoku po dobu jednoho tydne byly vzorky
cév podélné rozstiiZeny tak, aby bylo moZno prohliZet luminélni povech i prifez celou cévni
sténou. Dale byly vzorky pfikrojeny na blo&ky o velikosti maximalné 3 x 5 x 10 mm.

K rychlému vysuSeni vzork( bez smriténi a poskozeni tkané jsme pouZili nov€ vypracovanou

a standardizovanou chemickou metodu vyuzivajici vlasinosti hexamethyldisilazanu (HMDS).
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Postup vysouSeni:

Po vyprani vzorkil v destilované vodé po dobu 5 minut néasledovalo odvodnéni ve vzestupné
etanolové fadé 70%, 85%, 95% a 100%, vZdy po 5 minutach. Dal$im krokem bylo ponofeni
vzorkdl do smési 100% etanolu a 100% HMDS v poméru 1:1 na dobu 10 minut a nasledng
ponofeni do 100% HMDS (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) na dobu 30 minut.
Vysuseni vzorkd probé&hlo poté na vzduchu v digestofi pfi pokojové teplot€ b&hem 30 minut
(zbé&lani vzorkd ). Vysudené vzorky se pfechovavaji v exsikétoru nad silikagelem.
Dehydratované tkariové blocky byly montovany na kovové podlozni desticky, pokoveny
napafenim zlata ve vakuu a prohliZeny v rastrovacim elektronovém mikroskopu Tesla BS 301
pii urychlovacim napéti 25 kV. Dokumenta¢ni fotografie zhotovené klasickym fotografickym

procesem byly naskenovany a po¢itatové upraveny pro editaci a tisk.
1 Vysledky — experimentalni &ist
1.1 Svételna mikroskopie E-199, Custodiol®

Na parafinovych piiénych fezech tepen a 7l barvenych histologickymi technikami byla
hodnocena tloustka jednotlivych vrstev stény, stav hladké svaloviny a vazivovych slozek
tunica media a tunica adventitia. Ani v jedné skupin€ vzorkl jsme nenalezli vyznamné zmény
ve stavb& cévni stény. Pomér tloustky tunica media k tunica adventitia zfstal zachovén,
nenalezli jsme znamky zanétlive infiltrace ani nekrézy tunica media.

Endotelova vrstva lumindlntho povrehu vzorki byla ¢asto pokozena nebo odloudena, ale tyto
nélezy jsme nehodnotili jako smérodatné vzhledem k moZnosti arteficidlniho poskozeni
kfehké a tenké endotelialni linie pfi krajent fezli mikrotomovym nozem. Endotelova vrstva

byla podrobné studovina v rastrovacim elektronovém mikroskopu.
1.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie E-199, Custodiol®

V REM jsme se zaméfili pfedevsim na studium luminalni plochy vzorkd, sledovali jsme
strukturu endotelu a jeho morfologické zmény v zavislosti na dob€ konzervace a na druhu
konzervaéniho roztoku. Pfi porovnavani s kontrolnimi vzorky cév odebranych a fixovanych
bez konzervace jsme v roztoku s kombinovanym teplotnim rezimem +37 °C / +4 °C nalezli
prvni zmény ve form& porudeni souvislosti endotelové vrstvy u tepen 1 Zil jiz po 2-3 dnech

konzervace.
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Ve druhé skuping vzorkdl v hypotermnim reZimu +4 °C se tyto inicidlni dystrofické zmény
endoteliocytl objevily se zpoZdénim, na Zilach 4.-5.den a na tepnach od 5.-6. dne.

Strukturalni zmény cév pozorované v REM lze orientané rozdélit do ¢yt fazi, které po sobé
nasleduji ve vSech pfipadech, pouze scasovym posunem zivisejicim na druhu roztoku,

teplotnich podminkéch a na druhu cévy (Tab. &. 1, 2).
1.3 Stadia spoleénych patomorfologickych zmén na cévich

1. Po urditém Casovém intervalu se na lumindlnim povrchu objevuji dystrofické zmény
membrany endotelil ve form¢ pomérné homogenni vrstvy mikrovesikul a kratkého vlaknéni.
I kdyZ nemame korelaci v transmisni elektronové mikfoskopii (TEM), plyde patrné o tzv.
,.endothelial blebs and spikes” (,,bubliny a hroty*) popisované pii degeneraci endotelovych
bunék (Obr. & 3, 4). Tyto zmény jsou nejzietelnéjsi pii zvétSeni 1500x a pii bedlivém
prohlédnuti snimkd se zvét§enim kolem 300-400x lze najit tato loZiska ,,sametového® vzhledu
na povrchu endotelu (Obr. €. 5, 6, 13, 14).

2. Na tuto inicialni dystrofii bezprostfedné€ navazuje uvoliiovani mezibun&&nych kontakth
a postupné rozvldknéni endotelové vrstvy (Obr. €. 7, 8, 15, 16).

3. Postupné dochazi k nabobtnavani a odlupovani endotelovych bun&k a k obnaZovani lamina
elastica interna (Obr. €. 9, 10, 17, 18).

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 (Obr. €. 11,12, 19, 20).

V nejdel$ich sledovanych intervalech pak dochédzi u nékterych §téph aZz k devastaci lamina

elastica interna a k odchlipeni zbytkl intimy od tunica media.
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Tab. & 1: Pfehled patomorfologickych zmén tepenné a Zilni stény — roztok E - 199

1. 2. 3. 4.
Cévy/Stadium | Inicialnd Rozvlaknéni Poéinajici Kompletni
dystrofie endotelu denudace odloudeni endotelu
T-4 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
Z-4 4.—5.den od 7. dne po 8. dnu od 18. dne
Z-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.
Cévy/Stadium | Inicialni Rozvlaknéni Podinajici Kompletni
dystrofie endotelu denudace odloudeni endotelu
T-4 5. den od 7. dne 12—-13. den 20. - 30. den
T-37/4 3. den od 5. dne Od 7. dne Od 15. dne
7-4 4.-5.den od 6. dne 8. den Od 15. dne
Z-37/4 2. den 3. den 5. den 0d 15. dne

(T-4: vzorky tepen konzervované pfi teplot€ +4 °C, T-37/4: vzorky tepen konzervované
v kombinovaném teplotnim reZimu +4 °C/+37 °C, Z-4: vzorky Zil konzervované pii teploté
+4 °C, 7-37/4: vzorky Zil konzervované v kombinovaném teplotnim reZimu +4 °C/4+37 °C)

Z tabelovanych idaji mimo jiné vyplyvd, Ze na tepennych §t€pech nastupuyi zmény pozdgji,
jsou odoln&j neZ Zilni, a to pf obou teplotnich reZimech. Pocatetni vystaveni tkéni
fyziologické teploté urychluje ndstup dystrofickych zmén u tepen i Zil, patmé zde dochdzi
k aktivaci autolytickych procesti nebo snad k obdobé reperfiizniho syndromu.

2 Diskuze — experimentalni ¢ast

Pfi vybéru metodiky pro tento experiment jsme vychézeli z literarnich udaji a z pfedchozich
praci i souasnych moZnosti Anatomického ustavu Lékaiské fakulty v Hradei Krilové.
Kombinace svételné a rastrovaci elektronové mikroskopie pii vySetfovani vzorki cévni stény

umoziinje komplexn&j§i zmapovéni probihajicich zmén a jejich dokumentaci. Rastrovaci
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elektronova mikroskopic nabizi, na rozdil od klasickych histologickych technik, moZnost
prohliZeni v&t§i plochy (az do 1 cm?) a porovnani morfologického vzhledu endotelialni
vystelky cévniho lumina. Vyt€Znost této metody je tedy pro nafe ufely pomérné vysoka
a také v literatufe je rastrovaci elektronovy mikroskop vyuZivan ke studiu cévnich vzorkd
stale Casté&ji (Cavallari, Yoder, Hickethier, Solberg).
Vyvoj morfologickych zmén lidskych tepen a Zil po hypotermni a kombinované
normo-/hypotermni konzervaci v roztoku E-199 a Custodiol® suplementovanych antibiotiky
byl sledovan v obou piipadech po dobu 30 dni. Nélezy v REM i ve svételném mikroskopu
ukazaly, Ze tepenné $t&py jsou v prvnich dnech odoln&j$i vii¢i zménam neZ Zilni pfi obou
teplotnich reZimech, vyraznéji pfi hypotermii +4 °C. Prvni dystrofické zmény endotelovych
bunék p#i pouZiti konzervaéniho roztoku E-199 a Custodiol® se na tepnach objevuiji 2.-3. den,
zatimco v Zilach uZ po 48 hodindch v kombinovaném teplotnim reZimu. V hypotermnim
rezimu jsou inicidlni dystrofické zmény patrny 5.-6. den u tepen a 4.-5. den u Zil.
Subendotelové vrstvy se odhaluji v tepnach po 10. dnu p¥i 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
konzervatnich médiich pfina%i vidy zhorSeni efektu prezervace, tepny i Zily podléhaji
patologickym procestim rychleji. Divodem je pravdépodobné to, Ze pfi rychlej$im bunééném
metabolismu za fyziologické teploty jsou energetické zdsoby bungk rychle vylerpany,
dochazi k aktivaci autolytickych procesti anebo snad obdob& reperfuzniho syndromu
s rychlym nastupem dystrofickych zmén.
Tyto nalezy nepotvrzuji literarni idaje o vyhodach normotermni konzervace, pokud je jako
kritérium pouZito posuzovani morfologickych zmén endotelové vrstvy cév. Pii normotermni
konzervaci je sice uvadéna hypotermie jako nezbytnid podminka ochrany bun&né viability,
ale zaroveii se mize také podilet na morfologickém poskozeni endotelu. Ochrana endotelu je
zde zptsobena metabolickym markerem, prostacyklinem. Optimalni produkce prostacyklinu
byla napfiklad sledovéana u Zilnich $tépt, které byly skladovany v tkaniovém médiu pravé pfi
normotermii (195). NaSe prace se piiklani spiSe k literarnim udajim, které uvadéji, Ze
kratkodoba tydenni konzervace tepenného alograftu v konzervaénim roztoku s ATB
a heparinem nemd zasadni vliv na stav t&chto $t€pld po 6 mésicich od implantace. Cerstvé
i konzervované arteridlni $tépy zde vykazovaly degenerativni zmény médie, intimalni

hyperplazii i imunologickou reakei, kterd byva spojovana s tromboézou Stépu (196).
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Na pti¢nych fezech cévni sténou ve svételném mikroskopu ani v REM jsme v naSich vzorcich
nenalezli zmény ve vysce jednotlivych vrstev, na vzorcich konzervovanych po dobu 30 dnd
jsme viak pozorovali separaci tunica intima od tunica media, kterd signalizuje pocatek
destrukénich zmén postupujicich do hlubsich vrstev cévy.

Na zikladé morfologického zhodnoceni kvality prezervace cév v roztoku E-199
i v Custodiolu® se domnivame, Ze ani tato média nechrani lidské cévni $tépy pred
poskozenim dostate¢né a méla by byt pouZivina pouze ke kratkodobym konzervacim. P¥idani
ATB ziejmé dostatetné chrani cévy pfed zanétlivymi zménami, ale z hlediska alespoii
&asteéného zachovani endotelové vrstvy v okamziku transplantace ¢i implantace jsou tepenné
§tépy uchovavané v obou sledovanych roztocich za danych podminek bezpetné pouzitelné
asi po dobu 10 dnd, zatimco Zily pouze 5-7 dnd. Tyto Udaje jsou zcela v rozporu s nékterymi
pracemi, které ukazuji moznost n€kolikamési¢niho sledovani derstvych VSM pii +4° C
v heparinizovaném solném roztoku s ATB (197). Do budoucna bude proio nezbyiné
konzervatni roztoky upravovat na zaklad® nejnové&jSich poznatkd a optimalizovat jejich
prezervatni vlastnosti. Za dilezité povazujeme také sledovani funkénfho stavu
konzervovanych cévnich §tépl, pfedeviim endotel-dependentni a svalovou relaxaéni
odpovéd’ cévy na acetylcholin, nebo papaverin, jak je to jiZz v nékterych pracich popisovéno
{198). Potom teprve bude moZné vyvodit pfesné zavéry o vztahu morfologického stavu cévy,
piedev§im jeji endotelialni vystelky, k zachovani funkci nezbytnych k dspé§nému vhojeni po

transplantact Stépu.
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Obr. & 1 arteria femoralis — kontrolni vzorek. Souvisida hladkd plocha endotelu,
neporusené intercelularni kontakty. Perinukledrni zéna endoteliocyti lehce prominuje do
lumina. Na povrchu misty ulpivaji erytrocyty a trombocyty. Typické zvinéni arteridlni
lumindlni plochy je v distedku kontrahované lamina elastica interna (zvétSeni 1500 x).

Obr. ¢.2 VSM — detail Zilniho endotelu. Ploché a protahlé endoteliocyty s tizkymi pevnymi
intercelulamimi kontakty (zvétSeni 3000 x).
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Zmény na bunéénych membrdndch endoteliocytit (E-199)
Obr. &. 3 arteria femoralis. Povrch endotelovych bunék je pokryt hustymi jemnymi vliakny a
mikrovesikulami. V levém dolnim rohu jsou viditelné mezibunééné ruptury (zvétSeni 1500 x).

Zmény na bunéénych membrindch endoteliocytii (E-199)

Obr. & 4 VSM. Zduielé protdhlé endotelové butiky sostrymi hranami, husté pokryté
mikrovesikulami, misty splyvajicimi do v&t¥ich m&chytka (31). Siroké trhliny mez buitkami,
podinajici deskvamace (zvétSeni 1510 x).
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1, stadinm zmén — inicidlnt dystrofie endotelovych bunék (E-199)

Obr. & 5 arteria femoralis. Zdufelé endoteliocyty se ,,sametovym* povrchem signalizujicim
nastup zmén v bunéénych membrinich. Rozvolngné mezibunétné kontakty, nckteré buiky
jsou jiz separovany (zvétSeni 1500 x).

1. stadium zmén — inicidlni dystrofie endotelovych bunék (E-199)
Obr. & 6 VSM. Vyraznd zduielé endotelové buiiky ¢asteéné uvolnéné od bazilni membrany,
ojedinéle viditelné drobné mikrovesikuly jako bilé te¢kovani (zvétSeni 1500 x).
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2, stadium zmén — rogvlaknéni endotelové vrstvy (E-199)
Obr. & 7 arteria femoralis. Mezi poskozenymi deformovanymi endotelovymi buiikami
prosvita porusena bazalni membrana (<) endotelu (zvétSeni 1510 x).

2. stadium zmén — rozvlaknéni endotelové vrstvy (E-199)
Obr. 8 VSM. Destrukce endotelové vrstvy, vyrazngj§i rozvlaknéni (zvétSeni 1510 x).
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3. stadium zmén — denudace endotelu, rozpad bazdlni membriny (E-199)
Obr. €. 9 arteria femoralis. Poskozené zbytky bazilni membrany (zvétieni 1500 x).

3. stadium ymén — denudace endotelu, rozpad bazilni membrdny (E-199)
Obr. & 10 VSM. Deformované odlucujici se endoteliocyty (dolni ¢4st snimku), v horni
poloviné endotel jiZ chybi, obnaZena bazilni membrana (zvétseni 1510 x).
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4. stadium zmén — kompletni denudace endotelu, obnaZeni lamina elastica interna (E-199)
Obr. &. 11 arteria femoralis. Odlupujici se &ast deendotelizované tunica intima, pod nf je
zvInéna lamina elastica interna (zvét3eni 160 x).

4. stadium ymén — kompletni denudace endotelu, obnaZeni lamina elastica interna (E-199)
Obr. & 12 VSM. Vzorek bez endotelové vrsty, zcela obnaZena, silné kontrahovana lamina
elastica interna s drobnymi piiénymi zafezy (zvétSeni 350 x).

70



1. stddium zmén — inicidlni dystrofie endotelu (Custodiol®)
Obr, & 13 arteria femoralis. Zvyraznéné a rozvolnéné mezibunééné kontakty, zduielé
endotelové bunky (zvétSent 510 x).

D

1. stidium zmén — inicidlni dystrofie endotelu (Custodiol®)
Obr. & 14 VSM. Inicialni dystrofické zmény Zilniho endotelu, zvyraznéné a rozvolnéné
mezibunééné kontakty, zdufelé endotelové burky (zvétdeni 1100 x).
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2. stadium zmén — rogvidknéni endotelu (Custodiol®)
Obr. & 15 arteria femoralis. Zvyraznéné a rozvolnéné mezibunééné kontakty, zdufelé
endotelové butiky, ojedingle chybi endotelie (zvétieni 1510 x).

2. sthdium zmén — rozvldknéni endotelu (Custodiol®)
Obr. & 16 VSM. Zvyraznéné a rozvolnéné mezibunééné kontakty, zduielé endotelové buiiky
{zvétSeni 1600 x).
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3. stadium zmén — pocinajici denudace endotelu ( Custodiol®)
Obr. & 17 arteria femoralis. Zachycena plocha odlouceného endotelu kryta pouze bazilni
membrénou se stopami pivodnich kontakth s endoteliocyty (zvétleni 1470 x).

3. stadium zmén — rozgvldknéni endotelu (Custodiol®)
Obr. &, 18 VSM. Viditelné prouZkovité rozvldknéni endotelu, misty jsou jiz endotelie
odlouceny od bazalni membrany (zvétieni 710 x).
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4. stidium zmén — (Custodiol®)
Obr. & 19 arteria femoralis. Ojedin€lé endotelové buriky, zbytky bazalni membrany,
obnaZena lamina elastica interna (zvétSeni 1500 x).

4. stidium zmén — (Custodiol® )
Obr. & 20 VSM. Kompletné odloudeny endotel, poskozend bazalni membrana se stopami
puvodnich kontakti (zvétSeni 870 x).
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VI. KLINICKA APLIKACE

Od ffjna 2001 do &ervence 2006 byl &erstvy cévni alo§tép implantovan v 28 pfipadech.
Z chirurgického hlediska lze pacienty rozdé&lit do dvou skupin. V prvni skupiné se jednalo
o transplantaci cévniho $t&pu ve vysokopritokové aortoiliacké oblasti a do druhé skupiny byli
zafazeni pacienti nizkopritokovou periferni rekonstrukei. U prvni skupiny byl ve vSech
piipadech implantovan Eerstvy arteridlni alograft, ve druhé skupiné se pak jednalo o arterialni
nebo Zilni $tép.

Odbér cévnich $t&pl byl uskutenén v ramci multiorganovych odbérl za spoluprace s KST.
Transport cév urenych k transplantaci probihal za hypotermnich podminek pii pouZiti ,.triple
bag” techniky (TBT). TBT piedstavuje uloZeni cévntho $t€pu do saCku sledovym
konzervaénim roztokem (+2 aZ +4 °C) a antibiotiky. Alograft musi byt v celém rozsahu
roztokem piekryt. Tento sa¢ek je ndsledn& pevng uzavien a vloZen do dalsi nadoby (sacku),
ktera je také naplnéna konzerva¢nim roztokem o teploté +2 az +4°C. Takto dvakrat zajiStény
cévni §t&p se vlozi do sterilniho boxu z umélé hmoty (nebo dalsiho sacku) a uzavie se. Takto
piipraveny $t&p je umistén do petlivé oznageného transportniho kontejneru s datem, hodinou
odbéru a krevni skupinou (Obr. & 21). Kontejner obsahujici ledovou tHSt' je urychlené
dopraven do kalibrovaného chladiciho zafizeni, které udrZuje stélou teplotu +4 °C a zde je
alograft uloZen do doby jeho transplantace. P¥ilohu cévniho ¥t&pu tvoii informace o dérci
s kopii jeho laboratornich vysledkd. Jako konzervatni roztok byl volen E 199 nebo
Custodiol®. Po dohod® s mikrobiologickym stfediskem jsme volili kombinaci antibiotik
piperacilin, amikacin, fluconazol a cefuroxim nebo gentamycin a amfotericin B. Takto
ulozené cévni $t¢py byly ndsledné co nejrychleji transplantovany (Obr. €. 22).

Skladovani &erstvych cévnich alografti bylo modifikovano podle vlastnich experimentalnich
vysledkdl. Cévni §i€py byly uchovavany v hypotermnich podminkach +4 °C v konzervanim
roztoku E-199 nebo Custodiol®. Vzhledem k tomu, %e inicidlni dystrofie endotelu byla
v experimentalni praci zaznamendna v hypotermnim prostfedi 5.-6. den u tepen a 4.-5. den
u zil, stanovili jsme dobu uchovdvéani cévnich $t&pli v konzervatnim roztoku pii +4 °C
maximalng 72 hodin do doby transplantace. U vdech naSich pacientd indikujeme
imunosupresivni 1é8bu cyklosporinem v divee 2x25-50 mg. Pfi tomto davkovéni se
plazmaticka hladina cyklosporinu pohybovala v rozmezi 0-66 ng/ml. Zda se, Ze tato pomémé
nizka dévka imunosupresivni terapie, kterd nedosahuje kurativni plazmatické koncentrace

cyklosporinu v b&zné transplantadni chirurgii (100-500 ng/ml), je dostatelnd pro pouZiti
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cévnich alograftd. Vyhodou této snizené davky je redukce nefrotoxicity cyklosporinu

i nutnost pravidelného sledovani jeho plazmatické hladiny.

Aortoiliacké rekonstrukee

V této vysokopriitokové oblasti byl arteridini alograft transplantovan u 16 pacienti.
V patnacti  piipadech se jednalo o infekci cévni protézy (10x aortobifemoralni, 3x
aortofemoralni a 2x iliakofemoralni rekonstrukce). Jednou byla divodem pro pouZiti cévniho
$t€pu priméarni infekce v oblasti bifurkace aorty, ktera si vynutila transplantaci bifurka&niho
&t&pu (Obr. &. 23). Hlavni strategii 1é¢by bylo odstranéni infikovaného materidlu, diikladny
débridement, zajist&ni nahradni revaskularizace arteridlnim alogaftem a ve vétSing piipadi

byla pfipojena omentoplastika.

Periferni rekonstrukce

V periferni nizkopritokové oblasti byl cévni alograft pouzit 12x a ve viech pfipadech chybél
pouZitelny autologni Zilni $tép (Ix femoropoplitedlnf proximalni, 3x femoropoplitedini
distalni, 4x femoropoplitedlni pfedni a 4x femoropoplitedlni zadni bypass). Ve tfech
pfipadech se jednalo o infekci cévni protézy, 8x hrozila amputace konletiny v disledku
ischemie pfi vyznamném postiZeni bércového felisté a jednou byl alodt€p pouzit pii 16€be
nepravé vyduté stehenni tepny infikované meticilin-rezistentnim zlatym stafylokokem
(MRSA) po piedchazejicim angiografickém vySetfeni (Obr. &. 24). V piipad€ infekce cévni
protézy a infikované fale$né vyduté piedchizelo revaskularizaci alograftem dukladné

odstrangni infikovaného materialu.

1 Vysledky - klinicka aplikace

Aortoiliacké rekonstrukee

Vitomto souboru byla nulovAd perioperani mortalita. Z &asnych komplikaci bylo
zaznamendno 1x poranéni ureteru, které bylo ofetfeno primarni suturou, 1x distalni
embolizace a 1x uzavér raménka bifurkaéniho alograftu si vynutily promptni embolektomii
a trombektomii. Z pozdnich komplikaci se vyskytla dvakrat stenéza $t€pu po tfech a 6
mésicich od operace, které byly ofetfeny PTA s implantaci stentu (Obr. &. 25, 26). V dal3i
dob& pak probéhl asymptoticky uzavér raménka bifurkadniho alograftu 28 mésicti po PTA.
V jednom p¥pade si uzavér alograftu vynutil amputaci koncetiny ve stehné. Dvakrit byla

zaznamenana pozdni mortalita bez souvislosti s transplantaci cévniho Sté€pu.
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Periferni rekonstrukee

V ptipad¢ perifernich rekonstrukei do$lo 6x k uzévéru rekonstrukee, ve dvou piipadech byl
$tép uspésn€ trombektomovan, v ostatnich pifpadech nebyla trombektomie dlouhodobé
uspé$na. U jednoho pacienta byla provedena nova rekonstrukce PTFE cévni protézou
a dvakrat se pfechodna kriticka kongetinova ischemie v dlsledku uzavéru zvladla aplikaci
alprostadilu. Pfi¢inou t&chto uzavéri byla tfikrat aneuryzmatickd degenerace §tépu 1, 2 a 7
mésicl po jeho implantaci (Obr. &. 27). V jednom pfipad€, u nepravé vyduté stehenni tepny
v tiisle, infikované MRSA po predchazejici katetrizaci, byl alograft pouZzit
k femoropoplitealni distalni rekonstrukei. V pooperacnim obdobi doSlo k opakovanému
krvaceni zarodované centralni anastomézy, které bylo Gspeing chirurgicky vyfedeno. Po
zvladnuti t&chto komplikaci i MRSA infekce se objevilo v dalSim pooperaénim obdobi
masivai krvaceni do zazivaciho traktu ze stresového Zaludeéniho viedu s hemoragickym
Sokem. Po endoskopické a razantni konzervativni 1é¢bé hemostyptiky se rekonstrukce
uzaviela. Po stabilizaci zprvu kritického stavu pacienta bylo ve druhé etapé pfistoupeno
v disledku téZké kon¢etinové ischemie k amputaci ve stehné.

V na$i klinické praxi jsme zaznamenali ojedinélou koZni reakei pifjemce na transplantovany
arteridlni alograft v ddsledku mylného vysazeni imunosupresiva pacientem (Obr. &. 28). Po
op&tovném nasazeni cyklosporinu v davee 2x25 mg doslo ve velmi kratké dobé k vymizeni
lokalni koZni reakce a tepenny $tép zlstava i nadale prichodny, tj. dva roky od této pithody.
Pravidelna vySetieni ultrazvukem neprokazujf zadné degenerativni zmény tohoto §tépu.
Nekolikrat se nam podatilo odebrat biopsii vhojeného alograftu jeden a nékolik mésich po
jeho implantaci. Vzorek byl vySetfen elektronmikroskopicky a shledali jsme hladkou plochu

endotelu s neporuSenymi intercelularnimi kontakty (Obr. €. 29).

2 Diskuze — klinicka aplikace

V uvedené klinické sestavé jsme postupovali podle viastnich experimentilnich vysledki,
které jsou v rozporu s nékterymi zahraniénimi pracemi, které uvadéji Sasovy limit pro pouZiti
¢erstvych arterialnich stéphi az 30 dni (169).

Stanovili jsme si zdkladni pravidla pro transplantaci cévnich §tépi, ve kterych jsme pfijali na
zékladé literarnich Gdajd uvadéné indikace, kam patéi infekce cévnich protéz, mykoticka
aneuryzmata, aortitidy, periferni rekonstrukce u hrozicich amputaci v ptipadé nevhodné VSM
a nemoznosti pouZiti cévni protézy, dile pouZiti cévnich alografti v obecné transplantani

chirurgii, v dialyzatnim programu a ojedinéle i napiiklad z divodu maligni infiltrace aorty
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nebo dolni duté Zily. V nafem klinickém souboru se nam podafilo pouZit cévni alograft jen
pii 16¢bé infekce cévni protézy, dale primdrni infekci nativni tepny a pfi hrozici amputaci
dolni kon&etiny u vyznamném postiZzeni bércového fedisté (Obr. &. 30).

Jak u? bylo zmin&no, lze Zerstvé tepenné alografty pouZit v urgentnich pfipadech k zachrang
kondetiny pfi absenci autologni VSM. Kratkodobé vysledky (do 2 let) jsou v t&chto pfipadech
povzbudivé i pfi striktnim nedodrZeni ABO kompatibility. Primamni prichodnost je zde
uvadéna 76 %, sekundarni 64 % a dvouletd zéchrana konetiny pak kolem 82 %. Tyto
vysledky jsou vyrazng lepsi nez u PTFE protéz. U takto pouZitych cévnich §t&€ph pfi
skladovani 2-25 dni a 4 °C se podle n&kterych literarnich udaji nevyskytlo jejich poSkozeni
ani rejekce (199).

Uvadi se, 7e chronicka rejekce arteridlnich alograftii, ale i xenografti vede k dilataci
a nasledné ruptufe, coZ byvad uvadéno jako hlavni pfi€ina $patnych dlouhodobych vysledk
pii pouZiti alografté vcévni chirurgii. Builky st¥ny tepen vyvoldvaji antigenni reakci.
Odstranéni téchto bungk pomoci dodecyl sulfatu sodného (NaCiptlps804) neovliviiuje
aneuryzmatickou dilataci u xenograftl, ale plisobi preventivné na dilataci alograftt, redukuje
zanétlivou infiltraci v adventicii a ochrafinje elastin v médii (200).

Pro pouziti &erstvého nebo kryoprezervovaného #té€pu hraje kromé& jiného i otazka
imunologicka, i kdyZ byla zaznamenana imunogenni aktivita i u kryoprezervovanych cévnich
alograft. PYetrvavani imunogenni aktivity u kryoprezervovanych VSM miize vést spolu
s poruSenim endotelové vrstvy k sethdni tohoto §t&pu. V literatufe byla k odstranéni bunék
vyvolavajici antigenni odpovéd pouZita lyofilizace. Lyofilizované VSM jsou bez bunétnych
elementil a predstavuji kolagenni neimunogenni konduit. V experimentalnich pracich byla
demonstrovéna priichodnost a strukturdlni integrita téchto §tépl. Navzdory akceptovatelnym
vysledkiim v experimentu ukazuji klinické studie velmi $patné vysledky. Ve v&tSin€ piipadi
doglo k &asnému uzavéru t&chio 3$t&pit bez pfedchdzejicich znamek nepravidelnosti ¢i
poskozeni graftu. Objevily se fibrézni zm&ny, tézka intimdlni hyperplazie a trombozy, které
mohou naznatovat pretrvavajici imunogenitu t&chto $t&pl u lidské populace a ani
antikoagula¢ni 1é¢ba nezlepsila jejich prichodnost. Buné¢nd ochrana bude ziejmé hrat
vyznamnou roli pro prichodnost a strukturdlni integritu téchto St€pl a absence
¥ivotaschopnych endotelialnich a hladkych svalovych bungk mtize déle pfispét k selhani
$t&pl. Lyofilizované Zilni alografty tedy nejsou vhodnou alternativou ani pro pacienty
s kritickou koncéetinovou ischemii (201).

Lepsi vysledky byly popisovéany pii pouZiti denaturovanych VSM. Vystripované VSM bez

znamek varikozniho postiZeni byly denaturovany 6 tydnd pii teploté +4 °C a dale umistény
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do izotonického rozioku s ATB. Podle autori mohou byt takto upravené §tépy pouZity
v piisng urCenych indikacich i pfi nedodrZeni kompatibility ABO, HLA a bez
imunosupresivni 1&¢by (202).

Na druhé strand ale mohou byt kryoprezervované Zilni $t€py pouZity urgentné v piipadé
nepiitomnosti autologniho materidlu a hrozici ztraté kondetiny, Kratkodobé vysledky (do 3
let) jsou velmi dobré, i kdyZ v dlouhodobém sledovéni zistavaji $patné s priichodnosti kolem
24 % (203).

V ptipad® pokusu o zachranu konéetiny 1ze prichodnost kryoprezervovanych Zilnich $tépi
zlepSit pouZitim kombinace nizké davky aspirinu (81 mg/den), dypiridamolu (2x75 mg/den)
a warfarinu (INR 2-2,5) pfi zachovani kompatibility krevnich skupin a Rh faktoru i pfi
vylouteni imunosupresivni 16Eby. Autofi udavaji dvouletou priméarni priichodnost 82 %
a dvouletou zachranu konéetiny 80 % ve srovnani s autologni VSM (204).

Piipustné je i pouZiti arteridlnich alografti v podkolenni lokalizaci pro zichranu dolni
kongetiny. Pfi srovnani PTFE protéz a arterialnich alograftl je ¢asna priichodnost pfiznivng)5i
u alografid a dtvod selhani jak alografti, tak PTFE protéz byva v dfisledku neointimalni
hyperplazie. Dlouhodobé vysledky jsou pak obdobné. Samoziejmé Ze autologni VSM piinasi
jasné& nejlepdi vysledky. ABO kompatibilita podle autorli pravdépodobné nehraje vyznamnou
roli v udrZeni priichodnosti t&chto rekonstrukci a omezeni degradace St€pu. Mikroskopické
vysetfeni téchto ¥t&pl ukazuje lymfocytarni infiltraci médie i adventicie a dale je Casta
nepfitomnost endotelu a fibrozni zmény médie (205).

Kryoprezervované arterialni alografty mohou byt slibnou alternativou i pro bércové
rekonstrukce v pfipadé nepfitomnosti vhodné VSM na obou kondetinach, zv1a§té u pacienti
s limitovanou Zivotni prognozou. Navzdory dobrym <&asnym vysledkiim u t&chto
rekonstrukei, z{istdvd mnoho aspektl, které musi byt objasnény v dalSich kiinickych
experimentech (206). I kdyz literarni (daje udavaji sniZeni imunitni odpovédi a ovlivnéni
pozdni degenerace ¥t&pl pii pouZiti cyklosporinu, je vhodné pouZiti této imunosupresivni
1é&by zvazit. Zv1asté u starych pacientidl s kratkodobou Zivotni prognézou. Podkozni uloZeni
alograftu mtZe usnadnit v&asné odhaleni aneuryzmatické degenerace a vasny zdkrok
zabranit ruptufe $tépu (207).

Obecné lze fici, Ze pouZiti cévnich alografti bez imunosuprese je moZné pii t€zkych
ischemiich (hrozici amputaci), traumatech, cévnich ndhradach pii odstranéni rozséhlych
tumord nebo pii infekei. Alografty se nedoporuduji pouZivat pii priméarnich klaudikacich

a viude tam, kde je moZnost pouZiti cévni protézy (208).
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Rada experimentélnich studii dokazuje G€innost cyklosporinu pii pouZiti Zilnich i tepennych
alograftfi. Proces denudace a regenerace endotelu arterialnich alograftii je spjat s absenci nebo
piitomnosti imunosupresivni 1¢&by (209). Imunosuprese u pacientl po transplantaci je velkou
vyhodou pro pouZiti arterialnich alograft (210).

Dalsi oblasti, kterd se pravdépodobng nabizi pro potencidlni vyuziti cévnich alograftd, je
kardiochirurgie. 1 kdyZz jsou v poslednich letech stile &astdji zdfrazfiovany vyhody
arterialnich $t&pti pfi revaskularizaci myokardu, ziistava zejména u starSich nemocnych nebo
nemocnych s krat¥i Zivotni prognézou zdkladnim materialem pro korondrni bypass Zilni $t€p.
Nejdastéji pouzivanda VSM viak neni vZdy dostupna v odpovidajici kvalit¢ nebo délce.
Uréitou dal3l moZnosti je pouziti tepen pro chirurgickou revaskularizaci, zejména artetia
radialis nebo arteria thoracica interna. Pii absenci autologniho materialu by se mohly cévni
alografty stat dalsi alternativou, ale dosavadni experimentdlni prace zatim nepfinesly
otekavany vysledek. Kryoprezervované VSM pouZité pro korondrni chirurgii maji sniZenou
kontraktilni schopnost a vedou k vysokému poltu Sasnych uzavérii (211). Prichodnost
kryoprezervovanych Zilnich alografti (VSM) je vyznamné horsi nez autologni VSM a arteria
mammaria. Z tohoto divodu lze tedy zatim uvaZovat jen o zcela vyjimeCném pouZiti
kryoprezervované VSM v korondrni chirurgii pfi nedostupnosti autologniho materidlu (212).
Urditou nadgji by se snad vkardiochirurgii mohly stit autologni endotelizace
kryoprezervovanych deendotelizovanych Zilnich $t&pd jako dalsi moZnost pouZiti alograft
o malém priméru pfi nedostupnosti autologni Zily (213).

Spravny smér lé¢by nekterych cévnich postiZeni & feSeni komplikaci v cévni chirurgii
pomoci cévnich alografti naznaGuje 1 Gsp&¥né pouZiti aortdlniho alograftu pfi FeSeni

koarktace aorty, ktery ukazoval znamky dilatace aZ po 30 letech od implantace (214).
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Obr. &. 22 Centralni anastoméza bifurka¢niho alograftu.
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Obr. €. 23 Cévni alografty v aortoiliackém Fecisti
(A. aortobifemoraini, B, aortofemoralni, C. iliakofemoralni, D. bifurkace aorty)

Obr. & 24. Cévni alografty v perifernim Fedisti
(A. femoropoplitealni proximdaini, B. femoropoplitealni distdlni, C. femorotibialni
predni, D. femorotibidini zadni}
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Obr. &. 26 Stav po spéSiné PTA
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Obr, & 29 Kontrolni biopsie transplantovaného tepenného alograftu ukazuje
neporuSeny zvinény endotel a fetné erytrocyty (zvéteni 1500x).

Obr. &. 30 Infikovana explantovana cévni protéza
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VIL. ZAVER

Zavérem lze konstatovat, Ze cile stanovené v této disertaéni praci byly splnény.

1. V prvni fazi projektu byl vytvofen optimélni protokol pro zpracovani a uchovani ¢erstvych

cévnich transplantitd s ohledem na délku studené ischemie. Vzhledem k tomu, Ze endotel
.pfedstavuje velice citlivou ¢ast cévni stény, byl prostudovan pravé stav cévniho endotelu
v REM a provedena kontrola cévni stény tepen a 7il ve svételném mikroskopu. Z obou Casti
experimentu pfi srovndni uvidénych teplotnich reZimé je jednoznaéné, Ze normotermie
vyrazng urychluje nastup inicidlnich dystrofickych zmén endotelu tepen i Zl. Podle
zavéreénych vysledkll experimentdini price je zfejmé, Ze tepenné i Zilni alografty jsou
odolng&jsi pfi uloZeni v konzervaénim roztoku E-199 a Custodiol® za hypotermnich podminek
+4 °C. NaSe prace nebyla zamé&fena na zkoumaéni riznych typd konzervacnich médii, pouzili
jsme jen dva zdkladni typy. I v tomto pfipad€ se viak zd4, Ze konzervalni roztok nehraje
zésadni roli pro uchovavani Cerstvych cévnich aloitépl, ale rozhodujici je délka studené
ischemie. V obou experimentech bylo téZ patrno, Ze tepenné alografty jsou odolngjsi nez
alografty Zilni a hypotermie tento néastup dystrofickych zmén oddaluje. Inicialni dystrofické
zmény byly patrny v hypotermnim reZimu u Zil 4.-5. den a u tepen 5.-6. den. Na zéklad&
téchto experimentdlnich zavéri byla stanovena doba konzervace Sté€pli pfed jejich
transplantaci maximalné 72 hodin. Odbér cévnich alograftd podléhal reZimu multiorganovych
odbéril a cévni §tépy byly okamZit& zchlazeny ponofenim do studeného konzervaéniho média.
Za hypotermnich podminek pak byly §tpy transportovany do kalibrovaného chladiciho
zafizeni, kde byly pii +4 °C uchovéany do doby transplantace.

2. V druhé fazi bylo provedeno ovéfeni experimentdlnich vysledklt v klinické praxi

a stanovena indikaéni kritéria pro pouZiti t&chto $t&pil v cévni chirurgii. Podle stanovenych
kritérii byly odebrany a nésledng transplantovany cévni $t€py v urlenych indikacich
a sledovéna jejich funk&nost v pravidelnych kontrolach. V n€kolika piipadech se v disledku
reoperace podafilo odebrat ngkolik kontrolnich vzorki z transplantovanych alograftl, které
byly dale vySetfeny elektronmikroskopicky. U viech téchto vzorkd byla shledana hladka

plocha endotelu s neporu$enymi intercelularnimi kontakty.

3. Ve tieti fazi byly zhodnoceny klinické zavéry v zdvislosti na klinickém experimentu. Je
teba zdbzanit, Ze vysledky uvadéné klinické sestavy 28 pacientdl jsou velice povzbudivé.
Nebyla zaznamendna mortalita v souvislosti s transplantaci cévniho St€pu a amputace

kongetiny byla nutna jen ve dvou piipadech.
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Pii pouziti cévnich 3t&ph v aortoiliackém Fecisti byla dvakrit feSena stendza St€pu pomoci
PTA a ve dvou pfipadech byl zaznamendn uzavér alograftu, ktery byl vjednom piipadé
asymptomaticky (po pfedchézejici PTA) a jednou si vynutil amputaci konéetiny.

U perifernich rekonstrukcei byl zaznamenén 6x uzévér rekonstrukee, ktery byl dvakrat Gspésné
trombektomovidn a ve {tyfech pifpadech zlstala rekonstrukce trvale uzaviena, ale jen
v jednom p¥ipadé bylo nutno amputovat konéetinu. U tfech perifernich rekonstrukei doSlo
k uzavéru v disledku aneuryzmatické degenerace Stépu.

Jedenkrat jsme méli moZnost pozorovat kozni imunologickou reakci pfi vysazeni
cyklosporinu, ktera byla Gsp&iné zvladnuta opétovnym nasazenim imunosupresiva.

Nartist po&tu i spektra cévnich operaci pfinddeji komplikace, kterymi se museji cévni
chirurgové také zabyvat a ¥esit je. Zda se, Ze cévni alografty mohou byt v pifsné stanovenych
indikacich vhodnou alternativou 1é&by, hlavng pfi feSeni infekce cévnich protéz nebo u
pacientii s hrozici amputaci, ktef{ nemaji vhodny autologni material i pfes znamd negativa
pouzivani cévnich transplantatd. Ovlivnéni t&chto negativ a dal$i rozvoj konzervagnich
roztokil by mohl v budoucnu pfispét k daliimu nértistu uplatnéni cévnich alografti.

Nizké davky modernich imunosupresivnich lékd (Cyklosporin A nebo FK506) mohou
vyznamné sniZit komplikace alografti ve smyslu lokdlni imumologické reakce,
aneuryzmatické dilatace nebo ruptury jejich stény. Krevni kompatibilita nebyvd obecné
striktné respektovana, ale dilatace, ruptury nebo trombdzy $tépu se vyskytuiji castéji prave pii

jejim nedodrzeni.

VIIL PODEKOVANI

Na tomto mist® bych cht&l obzvla§té pod&kovat své 8kolitelce piednostce Anatomického
ustavu Lékarské fakulty UK v Hradei Kralové doc. MUDr. Dase Slizové, CSc. za cenné
ptipominky, naméty i korekturu této prace. Mij dik pati{ také i MUDr. Otakaru Krsovi, CSc.
z téhoZ pracovi§té za velice kvalitni fotografickou dokumentaci a déle i primafi odd€leni
cévni chirugie doc. MUDr. Pavlu Sebestovi, CSc. a vedeni Nemocnice Na Homolce za
podporu pii vzniku této disertalni prace.

Zave&rem bych chtél pod&kovat viem spolupracovnikiim, kteff se podileli na transplantaci
cévnich $t&pil u nasich pacientd a ndsledné pooperacni pédi. V neposledni fadé patfi moje

pod&kovani Alené Veselé z gymndzia v Tfeboni za jazykovou korekturu.

87



IX. SEZNAM POUZITE LITERATURY

10.

il

Wilson S E. New altematives in management of the infected vascular prosthesis. Surg
Infect. 2001, 2, 171-175.

Young R M, Cherry K T Jr, Davis P M, Gloviczki P, Bower T C, Panneton J M, Hallett
J W Jr. The results of in situ prosthetic replacement for infected aortic grafts. Am |
Surg. 1999, 178, 136-140.

Mingoli A, Sapienza P, di Marzo L, Sgarzini G, Burchi C, Modini C, Cavallaro A.
Management of abdominal aortic prosthetic graft infection requiring emergent
treatment. Angiology. 1997, 48, 491-495.

Williams I M, Milling M A, Shandall A A. Vascularised muscular flaps and arterial
graft infection in the groin. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2003, 25, 390-395.

Martin D, Katz S G. Axillofemoral bypass for aortoiliac occlusive disease. Am J Surg.
2000, 180, 100-103.

Rutherford R B. Options in the surgical management of aorto-iliac occlusive disease: A
changing perspective. Cardiovasc Surg. 1999, 7, 5-12.

Dorweiler B, Neufang A, Schmiedt W, Oelert H. Autogenous reconstruction of infected
arterial prosthetic grafts utilizing the superficial femoral vein. Thorac Cardiovasc
Surg. 2001, 49, 107-111.

Cardozo M A, Frankini A D, Bonamigo T P. Use of superficial femoral vein in the
treatment of infected aortoiliofemoral prosthetic grafts. Cardiovasc Surg. 2002, 10,
304-310.

Hardman S, Cope A, Swann A, Bell P R, Naylor A R, Hayes P D. An in vitro model to
compare the antimicrobial activity of silver coated versus rifampicin-soaked vascular
grafts. Ann Vasc Surg. 2004, 18, 308-313.

Hernandez-Richter T, Schardey H M, Wittmann F, Mayr S, Schmitt-Sody M,
Blasenbreu S, Heiss M M, Gabka C, Angele M K. Rifampin and Triclosan but not
silver is effective in preventing bacterial infection of vascular dacron graft material.
Eur J Vasc Endovasc Surg. 2003, 26, 550-557.

Gross R E, Hurwitt E S, Bill A H Jr, Peirce E C. Preliminary observations on the use of
human arterial grafts in the treatment of certain cardiovascular defects. N Engl J Med.
1948, 239, 578-579.

88



12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

Dubost C, Allary M, Oeconomos N. Resection of an aneurysm of the abdominal aorta:
Reestablishment of the continuity by a preserved human arterial graft, with result after
five months. AMA Arch Surg. 1952, 64, 405-408.

De Bakey M E, Cooley D A. Successful resection of aneurysm of thoracic aorta and
replacement by graft. ] Am Med Assoc. 1953, 20, 673-676.

Creech O Jr, De Bakey M E, Cooley D A, Self M M. Preparation and use of freeze-
dried arterial homografts. Ann Surg. 1954, 140, 35-43.

De Bakey M E, Crawford E S, Cooley D A, Morris G C Jr. Successful resection of
fusiform aneurysm of aortic arch with replacement by homograft. Surg Gynecol
Obstet. 1957, 105, 657-664.

De Bakey M E, Stanley E, Crawford E S. Vascular prostheses. Transplant Bull. 1957, 4,
2-4.

De Bakey M E, Cooley D A, Crawford E S, Morris G C Jr. Clinical application of a new
flexible knitted dacron arterial substitute. AMA Arch Surg. 1958, 77, 713-724.

Crawford E S, De Bakey M E, Cooley D A. Clinical use of synthetic arterial substitutes
in three hundred seventeen patients. AMA Arch Surg. 1958, 76, 261-270.

Barner H B, DeWeese J A. Aneurysmal degeneration of arterial homografts. Am Heart
J. 1967, 73, 289-291.

Chopra P S, Bass J Jr, Dacumos G C, Dufek J H, Rawlings C A, Kahn D R, Long term
comparison of fresh arterial allografts and autografts for coronary artery bypass in
dogs. J Cardiovasc Surg (Torino). 1977, 18, 519-522.

Lickweg W G Jr, Greenfield L J. Vascular prosthetic infections: Collected experience
and results of treatment. Surgery. 1977, 81, 335-342.

Schellack J, Stewart M T, Smith R B 3rd, Perdue G D, Salam A. Infected
aortobifemoral prosthesis: A dreaded complication. Am Surg. 1988, 54, 137-141.

Adamson A S. Prosthetic graft infection after aortofemoral grafting for peripheral limb
ischaemia. J R Coll Surg Edinb. 1988, 33, 342,

Burkey S H, Vazquez M A, Valentine R J. De novo renal artery aneurysm presenting 6
years after transplantation: A complication of recurrent arterial stenosis? J Vasc Surg.
2000, 32, 388-391.

Katyal S, Oliver J H 3rd, Buck D G, Federle M P. Detection of vascular complications
after liver transplantation: Early experience in multislice CT angiography with volume

rendering, AJR Am J Roentgenol. 2000, 175, 1735-1739.

89



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

Cavallari A, Vivarelli M, Bellusci R, Jovine E, Mazziotti A, Rossi C. Treatment of
vascular complications following liver transplantation: Multidisciplinary approach.
Hepatogastroenterology. 2001, 48, 179-83.

Ando J, Nomura H, Kamiya A. The effect of fluid shear stress on the migration and
proliferation of cultured endothelial cells. Microvasc Res. 1987, 33, 62-70.

Fry D L. Certain histological and chemical responses of the vascular interface to acutely
induced mechanical stress in the aorta of the dog. Circ Res. 1969, 24, 93-108.

Herman I M, Brant A M, Warty V S, Bonaccorso J, Klein E C, Kormos R L, Borovetz
H S. Hemodynamics and the vascular endothelial cytoskeleton. I Cell Biol. 1987, 105,
291-302.

Fillinger M F, Cronenwett J L, Besso S, Walsh D B, Zwolak R M. Vein adaptation to
the hemodynamic environment of infrainguinal grafts. J Vasc Surg. 1994, 19, 970-
978.

Drews G, Spiegel H U. Leberkonservierung-Ruckblick und aktueller Stand. Jahrbuch
der Chirurgie. 1999, 143-157.

Jamieson N V. An overview of abdominal organ preservation for transplantation. Organ
preservation with HTK and UW solution, Pabst Science Publishers, Lengerich. 1999,
19-36.

Clavien P A, Harvey P R C, Strasberg S M. Preservation and reperfusion injures in liver
allografts. Transplantation. 1992, 53, 957-978.

Blankensteijn, J D, Terpstra O T. Liver Preservation: The Past and the Future.
Hepatology. 1991, 13, 1235-1250.

Hotter G, Glosa D, Gelpi E, Prats N, Rosello-Catafau J. Role of xanthine oxidase and
eicosanoids in development of pancreatic ischemia-reperfusion injury. Inflammation.
1995, 19, 469-478.

Welbourn C R, Goldman G, Paterson I S, Valeri C R, Shepro D, Hechtman H B,
Pathophysiology of ischemia reperfusion injury: Central role of the neutrophil. Br J
Surg. 1991, 78, 651-655.

Banda M A, Granger D N. Mechanism and protection from ischemic intestinal injury.
Transplant Proc. 1996, 28, 2595-2597.

Belzer F O, Southard J H. Principles of solid-organ preservation by cold storage.
Transplantation. 1988, 45, 673-676.

90



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Risby T H, Maley W, Scott R P, Bulkley G B, Kazui M, Sehnert S 8, Schwarz K B,
Potter J, Mezey E, Klein A S et al. Evidence for free radical-mediated lipid
peroxidation at reperfusion of human orthotopic liver transplants. Surgery. 1994, 115,
94-101.

Maathuis M H, Leuvenink H G, Ploeq R J. Perspectives in organ preservation.
Transplantation. 2007, 83, 1289-1298.

Gao W S, Takei Y, Marzi I, Lindert K A, Caldwell-Kenkel J C, Currin R T, Tanaka Y,
Lemasters J J, Thurman R G. Carolina rinse solution - a new strategy to increase
survival time after orthotopic liver transplantation in the rat. Transplantation. 1991,
52, 417-424.

Mithlbacher F, Langer F, Mittermayer C. Preservation Solutions for Transplantation.
Transplant Proc. 1999, 31, 2069-2070.

Southard J H. Advances in organ preservation. Transpl Proc. 1989, 21, 1195-1196.

Sankary H N, Foster P, Brown E, Hart M, Williams ] W. A comparison of Collins and
UW solutions for cold ischemic preservation of the rat liver. J Surg Res. 1991, 51, &7-
ol.

Adam R, Settaf A, Fabiani B, Bonhomme L, Astarcioglu I, Lahlou N K, Bismuth H.
Comparative evaluation of Euro-Collins, UW solution, and UW solution without
hydroxyethyl starch in orthotopic liver transplantation in the rat. Transplant Proc.
1990, 22, 499-502.

Spiegel H U, Schleimer K, Kranz D, Oldhafer K J. Organ preservation with EC, HTK,
and UW solutions in orthotopic liver transplantation in syngeneic rats. Part I
Functional parameters. J Invest Surg. 1998, 11, 49-56.

Spiegel H U, Schleimer K, Freise H, Diller R, Drews G, Kranz D. Organ preservation
with EC, HTK, and UW solutions in orthotopic liver transplantation. Part II
Morphological study. J Invest Surg. 1999, 12, 195-203.

Liu T, Walsh T R, Nalesnik M, Makowka L. Improved preservation of the rat liver for
orthotopic liver transplantation: Use of University of Wisconsin-lactobionate solution
and retrograde flushing. Surgery. 1990, 108, 890-897.

Todo S, Nery J, Yanaga K, Podesta L, Gordon R D, Starzl T E. Extended preservation
of human liver grafts with UW solution. JAMA 261, 1989, 711-714.

91



50.

51.

52.

53.

54.

53.

56.

57.

38.

59,

Adam R, Bismuth H, Diamond T, Ducot B, Morino M, Astarcioglu I, Johann M,
Azoulay D, Chiche L, Bao Y M, Castaing D. Effect of extended cold ischemia with
UW solution on graft function after liver transplantation. Lancet 340, 1992, 1373-
1376.

Cofer J B, Klintmalm G B, Howard T K, Morris C V, Husberg B S, Goldstein R M,
Gonwa T A. A comparison of UW with Eurocollins preservation solution in liver
transplantation. Transplantation. 1990, 46, 1088-1093.

D’Alessandro A M, Kalayogiu M, Hoffmann R M, Pirsch J D, Lorentzen D F, Melzer J
S, Belzer F O. Experience with Belzer UW cold storage solution in human liver
transplantation. Transplant Proc. 1990, 22, 474-476.

Cofer ] B, Klintmalm G B, Morris C V, Solomon H, Watemberg [ A, Husberg B O,
Jennings L W. A prospective randomized trial between Euro-Collins and University
of Wisconsin solutions as the imitial flush in hepatic allograft procurement.
Transplantation. 1992, 53, 995-998.

Adam R, Astarcioglu I, Raccula J S, Ducot B, Reynes M, Bismuth H. Benefitial effects
of Burocollins as aortic flush for the procurement of human livers. Transplantation.
1996, 61, 705-709.

Abdennebi H B. High - Na™ low - K" UW cold storage solution reduces reperfusion
injuries of the rat liver graft. Transpl Int. 1998, 11, 223-230.

Cascales P, Fernandez-Cornejo V, Sanchez-Del Campo F, de Torre M, Sanchez-Eixeres
M R, Soriano N, Gonzalez F. Evaluation of Celsior solution in experimental hver
preservation using ex situ isolated rat liver perfusion. Transplant Proc. 1999, 31,
2437-2438.

Valero R, Almenara R, Garcia-Valdecasas J C, Beltran J, Net M, Capdevila L, Lopez
Boado M A, Gonzalez F X, Taura P, Visa J, Manyalich M. Usefulness of Celsior in
graft preservation of livers obtained from non heart beating donors in experimental
(pigs) liver transplantation: Comparative study with University of Wisconsin solution.
Transplant Proc. 1999, 31, 2433-2434.

Tolba R H, Akbar S, Miiller A, Glatzel U, Minor T. Experimental liver preservation
with Celsior: A novel alternative to University of Wisconsin and histidine-tryptophan-
alpha-ketoglutarate solutions? Eur Surg Res. 2000, 32, 142-147.

Maggi U, Caccamo L, Gatti S, Paone G, Reggiani P, Rossi G, Latham L, Vannelli A,
Melada E, Brambilla R, Damilano I, Trezza P, Fassati L R. Celsior solution and

clinical liver transplantation. Transplant Proc. 2000, 32, 36-37.

92



60.

6l.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Miihlbacher F, Langer F, Mittermayer C. Preservation solutions for transplantation,
Transplant Proc. 1999, 31, 2069-2070.

Baldan N, Toffano M, Cadrobbi R, Codello L, Calabrese F, Bacelle L, Rigotti P.
Kidney preservation in pigs using Celsior, a new organ preservation solution.
Transplant Proc. 1997, 29, 3539-3540.

Barr M L, Nishanian G P, Sakamaki Y, Carey J N, Chang J, Starnes V A. A new organ
preservation solution, Celsior, is superior to Euro-Collins and University of Wisconsin
solutions in decreasing lung reperfusion injury. Transplant Proc. 1997, 29, 1357-1338,

Goffin Y A, Grandmougin D, Wozniak G, Keppenne V, Nevelsteen A, Vogt P, Van
Damme H, Stankowiak C, Dapper F, De Geest R, Deuvaert F, Van Hoeck B. Banking
and distribution of large cryopreserved arterial homogratfs in Brussels: Assessment of
4 yaers of activity by the European homograft bank with reference to implantation
results in reconstruction of infected infrarenal arterial prostheses and mycotic
aneurysm. Vasc Surg, 1998, 32, 19-32.

Adcock O T Jr, Adcock G L, Wheeler J R, Gregory R T, Snyder S O Ir, Gayle R G.
Optimal techniques for harvesting and preparation of reversed autogenous vein grafis
for use as arterial substitutes: A review. Surgery. 1984, 96, 886-894.

Lo Gerfo F W, Quist W C, Cantelmo N I, Haudenschild C C. Integrity of vein grafis as
a function of initial intimal and medial preservation. Circulation. 1983, 68, 117-124.
Fabricius A M, Diegeler A, Gerber W, Mohr F W. Functional and morphologic
assessment of saphenous veins harvested with minimally invasive techniques using a

modified laryngoscope. Heart Surg Forum. 2000, 3, 32-35.

Lancey R A, Cuenoud H, Nunnari J J. Scanning electron microscopic analysis of
endoscopic versus open vein harvesting techniques. J Cardiovasc Surg. 2001, 42, 297-
301.

Milroy C M, Scott D J, Beard J D, Horrocks M, Bradfield J W. Histological
appearances of the long saphenous vein. J Pathol. 1989, 159, 311-316.

Davies A H, Magee T R, Sheffield E, Baird R N, Horrocks M. The aetiology of vein
graft stenoses. Eur J Vasc Surg. 1994, 8, 389-394.

Wilson Y G, Davies A H, Southgate K, Currie [ C, Sheffield E, Baird R N, Lamont P
M, Angelini G D. Vein quality influences neointimal hyperplasia in an organ culture
model of human saphenous vein. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1997, 13, 557-562.

Varty K, Porter K, Bell P R, London N J. Vein morphology and bypass graft stenosis.
Br J Surg. 1996, 83, 1375-1379.

93



72.

73.

74.

73.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

33.

Davies M G, Klyachkin M L, Dalen H, Massey M F, Svendsen E, Hagen P O. The
integrity of experimental vein graft endothelium-implications on the etiology of early
graft faiture. Eor J Vasc Surg. 1993, 7, 156-165.

Jerius H, Bagwell D, Beall A, Brophy C. The impact of balloon embolectomyon the
function and morphology of the endothelium. J Surg Res. 1997, 67, 9-13.

Lim Ch Y, Hong E K. Flow cytometric analysis of endothelial cell viability in arterial
allograft. Int J Angio. 1998, 7, 6-9.

Christy J P, Lupinetti F M, Mardan A H, Thompson S A. Endothelial cell viability in
the rat aortic wall, Ann Thorac Surg. 1991, 51, 204-207.

Andriambeloson E, Bigaud M, Schraa E O, Kobel T, Lobstein V, Pally C, Zerwes H G.
Endothelial dysfunction and denudation in rat aortic allografts. Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2001, 21, 67-73.

Hickethier T, Dammrich J, Silber R E, Finster S, Elert O. Ultrastructural investigations
for reducing endothelial cell damage of vein grafts during CABG-operation and
practical consequences. J Cardiovasc Surg. 1999, 40, 71-76.

Konerding M A, Knocks M, Zerkowski H R. Impact of the incubation medium on the
endothelium of autologous vein grafts: Damage scoring by scanning electron
microscopy. Scanning Microscopy. 1996, 10, 841-849.

Cavallari N, Abebe W, Hunter W J 3rd, Agrawal D K, Sapienza P, Mingoli A,
Cavallaro A, Edwards J D. University of Wisconsin solution effects on intimal
proliferation in canine autogenous vein grafts. J Surg Res. 1995, 59, 433-440.

Mingoli A, Sapienza P, Edwards J D. Regarding ,,Altered endothelial and smooth
muscle cell reactivity caused by University of Wisconsin preservation solution in
human saphenous vein®. ] Vasc Surg. 1998, 27, 385-386.

Anastasiou N, Allen S, Paniagua R, Chester A, Yacoub M. Altered endothelial and
smooth muscle cell reactivity caused by University of Wisconsin preservation solution
in human saphenous vein. J Vasc Surg 1997, 25, 713-721.

Yamada T, Itoh T, Nakano S, Tokuaga O. Time-dependent thickening of the intima in
aortocoronary saphenous vein grafts: Clinicopathological analysis of 24 patients.
Heart Vessels. 19935, 10, 41-45.

Morinaga K, Eguchi H, Miyazaki T, Okadome K, Sugimachi K. Development and
regression of intimal thickening of arterially transplanted autologous vein grafts in

dog. J Vasc Surg. 1987, 5, 719-730.

94



84.

85.

36.

87.

88.

89.

90.

ol.

92.

93.

94,

Davies M G, Fulion G J, Svendsen E, Hagen P-O. Time course of the regression of
intimal hyperplasia in experimental vein grafts. Cardiovasc Pathol. 1999, 8, 161-168.
Tennant M, McGeachie J K. Adaptive remodelling of smooth muscle in the neo-intima
of vein-to-artery grafts in rats: A detailed morphometric analysis. Anat Embryol.

(Berl) 1993, 187, 161-166.

Randone B, Sterpetti A V, Stipa F, Proietti P, Aromatario C, Guglielmi M B, Palestini
M, Santoro-D’Angelo L, Cavallaro A, Cucina A. Growth factors and myointimal
hyperplasia in experimental aortic allografts. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1997, 13, 66-
71.

Tiwar A, Salacinski H J, Hamilton G, Seifalian A M. Tissue engineering of vascular
bypass grafts: Role of endothelial cell extraction. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2001,
21, 193-201.

Zilla P, Deutsch M, Fischlein T, Hofmann G. Long-term effects of clinical in vitro
endothelialization on grafts. ] Vasc Surg. 1997, 25, 1} 10-1112.

Gomes D, Louedec L, Plissonnier D, Dauge M Ch, Henin D, Osborne-Pellegrin M,
Michel J B. Endoluminal smooth muscle cell seeding limits intimal hyperplasia.
J Vasc Surg. 2001, 34, 707-715.

Pascual G, Escudero C, Rodriguez M, Corrales C, Serrano N, Bellon ] M, Bujan J.
Restoring the endothelium of cryopreserved arterial grafts: Co-culture of venous and
arterial endothelial cells. Cryobiology. 2004, 49, 272-285.

Komori K, Furuyama T, Shoji T, Kume M, Mori E, Yamaoka T, Sugimachi K.
Inhibitory effect of prostaglandine 1 on intimal thickening caused by poor runoff
conditions in the canine autologous vein grafts. J Cardiovasc Pharmacol. 2001, 38,
686-092.

Shimotakahara S, Mayberg M R. Gamma irradiation inhibits neointimal hyperplasia in
tats after arterial injury. Stroke. 1994, 25, 424-428.

Ulus A T, Titéin U, Zorlu F, Can C, Apaydin N, Karacagil S, Katircioglu S F, Bayazit
M. Prevention of intimal hyperplasia by single-dose pre-insertion external radiation in
canine-vein interposition grafts. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2000, 19, 456-460.

Illig K A, Williams J P, Lyden S P, Hernady E, Soni A, Davies M G, Schell M,
Okunieff P, Rubin P, Green R M. External beam irradiation for inhibition of intimal
hyperplasia following prosthetic bypass: Preliminary results. Ann Vase Surg. 2001,
15, 533-538.

95



93.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Wilcox J N, Waksman R, King S B, Scott N A. The role of the adventitia in the arterial
response to angioplasty: The effect of intravascular radiation. Int J Radiat Oncol Biol
Phys. 1996, 36, 789-796.

Waksman R, Robinson K A, Crocker I R, Wang Ch, Gravanis M B, Cipolla G D,
Hillstead R A, King S B. Intracoronary low-dose beta-irradiation inhibits neointima
formation after coronary artery balloon injury in the swine restenosis model.
Circulation. 1995, 92, 3025-3031.

Ross H B, Sales H E. Post-irradiation femoral aneurysm treated by iliopopliteal by-pass
via the obturator foramen. Br J Surg. 1972, 59, 400-405.

Bole P V, Hiniz G, Chander P, Chan Y S, Clauss R H. Bilateral carotid aneurysms
secondary to radiation therapy. Ann Surg. 1975, 181, 888-892.

Pascual G, Martinez S, Rodriguez M, Serrano N, Bellon J M, Bujan J. Patency and
structural changes in cryopreserved arterial grafts used as vessel substitutes in the rat.
J Surg Res. 2005, 124, 297-304.

Ohta O, Kusaba A. Development of vasa vasorum in the arterially implanted
autoveinbypass graft and its anastomosis in the dog. Int Angiol. 1997, 16, 197-203.

Barker S G, Talbert A, Cottam S, Baskerville P A, Martin J F. Arterial intimal
hyperplasia after occlusion of the advential vasa vasorum in the pig. J Vasc Biol.
1993, 13, 70-77.

Cragg A H, Einzig S, Rysavy J A, Castaneda-Zuniga W R, Borgwardt B, Amplatz K.
The vasa vasorum and angioplasty. Radiology. 1983, 148, 75-80.

Shi Q, Wu H D, Sauvage L. R, Durante K R, Patel M, Wechezak A R, Kaplan S, Walker
S. Reendothelialization of isolated segments of the canine carotid artery with
reference to the possible role of the adventitial vasa vasorum. J Vasc Sorg. 1990, 12,
476-487.

Fuchs S, Kornowski R, Leon M B, Epstein S E. Anti-angiogenesis: A new potential
strategy to inhibit restenosis. Int J Cardiovasc Intervent. 2001, 4, 3-6.

Yanhua Hu, Fergus D, Zhongyi Z, Qingbo Xu. Endothelial replacement and
angiogenesis in arteriosclerotic lesions of allografts are contributed by circulating
progenitor cells. Circulation. 2003, 108, 3122-3127.

Westerband A, Gentile A T, Hunter G C, Gooden M A, Aguirre M L, Berman S S,
Mills J L. Intimal growth and neovascularization in human stenotic vein grafts. J] Am
Coll Surg. 2000, 191, 264-271.

96



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Pascual G, Jurado F, Rodriguez M, Corrales C, Lopez-Hervas P, Bellon J M, Bujan J.
The use of ischaemic vessels as prostheses or tissue engineering scaffolds after
cryopreservation. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2002, 24, 23-30.

Crescenzo D G, Hilbert S L, Messier Jr. R H, Domkowski P W, Barrick M K, Lange P
L, Ferrans V J, Wallace R B, Hopkins R A. Human cryopreserved homografts:
Electron microscopic analysis of celulaf injury. Ann Thorac Surg. 1993, 55, 25-30.

Ingemansson R, Budrikis A, Bolys R, Sjéberg T, Steen S. Effect of temperature in long
term preservation of vascular endothelial and smooth muscle function. Ann Thorac
Surg. 1996, 61, 1413-1417.

Bellon J M, Bujan J, Honduvilla N G, Hernando A, Navlet J. Behavior of cryopreserved
endothelial cells in different phases: Their application in the seeding of vascular
prostheses. Ann Vasc Surg. 1995, 9, 266-273.

Lehalle B, Geschier C, Fieve G., Stoltz J F. Early rupture and degeneration of
cryopreserved arterial allografts. J Vasc Surg. 1997, 25, 751-752.

Ruddle A C, George SJ, Armitage W J, Alexander E L, Mitchell D C. A simplified
technique for the cryopreservation of vein allografis. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2000,
19, 233-237.

Bellon ] M, Gimeno M ], Pascual G, Garcia-Honduvilla N, Dominguez B, Bujan J.
Arterial damage induced by cryopreservation is irreversible following organ culture.
Eur J Endovasc Surg. 1999, 17, 136-143.

Gournier J P, Adham M, Favre J P, Raba M, Bancel B, Lepetit J C, Barral X.
Cryopreserved arterial homografts: Preliminary study. Ann Vasc Surg. 1993, 7, 503-
511.

Brockbank K G M, McNally R T, Walsh K A, Cryopreserved vein transplantation. J
Card Surg. 1992, 7, 170-176.

Hunt C J, Song Y C, Bateson E A J, Pegg D E. Fractures in cryopreserved arteries.
Cryobiology. 1994, 31, 506-515.

Vogt P R, Ziind G, Lachat M, Turina M I. Regarding ,,Early rupture and degeneration of
cryopreserved arterial allografts“. J Vasc Surg. 1998, 27, 189-190.

Pukacki F, Jankowski T, Gabriel M, Oszkinis G, Krasinski Z, Zapalski S. The
mechanical properties of fresh and cryopreserved arterial homografts. Eur J Vase
Endovasc Surg. 2000, 20, 21-24.

97



119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Nataf P, Hadjiisky P, Lechat P, Mougenot N, Peuchmaurd M, Gouezo R, Gerora J,
Cabrol C, Gandjbakhch 1. Effect of cold anoxia and cryopreservation on metabolic
and contractile functions of human mammary artery. Cryobiology. 1995, 32, 327-333.

Rendal E, Rodriguez M, Martinez M V, Fernandez R O, Sanchez J, Segura R,
Bermudez T, Matheu G, Filgueira P, Pertega S, Andion C. Function of cryopreserved
pig aortas. J Surg Res. 2004, 120, 304-311.

Armentano R L, Santana D B, Fischer E I C, Graf S, Campos H P, German Y Z, Saldias
M C, Alvarez 1. An in vitro study of cryopreserved and fresh human arteries: A
comparison with ePTFE prostheses and human arteries studied non-invasively in vivo.
Cryobiology. 2006, 52, 17-26.

Adham M, Gournier J P, Favre J P, De La Roche E, Ducerf CH, Baulieux J, Barral X,
Pouyet M, Mechanical characteristics of fresh and frozen human descending thoracic
aorta. ] Surg Res. 1996, 64, 32-34.

Rosset E, Friggi A, Novakovitch G, Rolland P H, Pellissier J F, Magnan P E,
Branchereau A. Effects of cryopreservation on the viscoelastic properties of human
arteries. Ann Vasc Surg. 1996, 10, 262-272.

Pegg D E, Wusteman M C, Boylan S. Fractures in cryopreserved elastic arteries.
Cryobiology. 1997, 34, 182-192.

Bujan J, Pascual G, Garcia-Honduvilla N, Gimeno M J, Jurado F, Carrera-San Martin
A, Bellon J M. Rapid thawing increases the fragility of the cryopreserved arterial wall.
Eur J Vasc Endovasc Surg. 2000, 20, 13-20.

Zhang A, Cheng S, Gao D, Xu LX. Thermal stress study of two different artery
cryopreservation methods. Cryo Letters. 2005, 26, 113-120.

Wassenaar C, Wijsmuller E G, Van Herwerden L A, Aghai Z, Van Tricht C L, Bos E.
Cracks in cryopreserved aortic allografts and rapid thawing. Ann Thorac Surg. 1995,
60, 165-167.

Pascual G, Garcia-Honduvilla N, Rodriguez M, Turegano F, Bujan J. Effect of the
thawing process on cryopreserved arteries. Ann Vasc Surg. 2001, 10, 1007.

Bujan J, Pascual G, Lopez R, Corrales C, Rodriguez M, Turegano F, Bellon J M.
Gradual thawing improves the preservation of cryopreserved arteries. Cryobiology.
2001, 42, 256-265.

Rendal E, Santos M V, Rodriguez M, Sanchez J, Segura R, Matheu G, Filgueira P,
Pertega S, Andion C. Effects of cryopreservation and thawing on the structure of
vascular segment. Transplant Proc. 2004, 36, 3283-3287.

98



131.

132

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Pascual G, Rodriguez M, Corrales C, Turegano F, Garcia-Honduvilla N, Bellon J M,
Bujan J. New approach to improving endothelial preservation in cryopreserved
arterial substitutes. Cryobiology. 2004, 48, 62-71.

Autieri M V. Allograft-induced proliferation of vascular smooth muscle cells: Potential
targets for treating transplant vasculopathy. Curr Vasc Pharmacol. 2003, 1, 1-9.

Davies M G, Dalen H, Svendsen E, Hagen P O. Functional and histological differences
in autogenous and allogenic vein grafts: Two different vasculopathies? J Surg Res.
1997, 69, 14-22.

Davies M G, Huynh T T, Fulton G J, Svendsen E, Brockbank ¥ G M, Hagen P O.

Controlling transplant vasculopathy in cryopreserved vein grafts with polyethylene
glycol and glutathione during transport. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1999, 17, 493-
500.
Mirelli M, Nanni-Costa A, Scolari M P, Tannelli S, Buscaroli A, Ridolfi L, Petrini F,
Stella A, De Sanctis L, Borgnino L. C, Stefoni S, D’Addato M, Bonomini V.
Mismatch-specific anti HLA antibody production following aorta transplants. Transpl
Int. 1998, 11, 444-447.

Nataf P, Guettier C, Bourbon A et al. Influence of arterial allograft preparation
techniques on chronic vascular rejection: A histological study. Transplant Proc. 1996,
28, 2890-2892,

Johnson T R, Tomaszewski J E, Carpenter P. Cellular repopulation of human vein
allograft bypass grafts. J Vasc Surg. 2000, 31, 994-1002.

Mirelli M, Stella A, Faggioli G L, Scolari M P, Tannelli S, Freyrie A, Buscaroli A, De
Sanctis L, Resta F, Bonomini V, D’Addato M. Immune response following fresh
arterial homograft replacement for aortoiliac graft infection. Eur J Vasc Endovasc
Surg. 1999, 18, 424-429.

Tice DA, Zerbino V. Clinical experience with preserved human allografis for vascular
reconstruction. Surgery. 1972, 72, 260-267.

Solanes N, Rigol M, Castella M, Khabiri E, Ramirez J, Segales J, Agusti E, Perez-Villa
F, Roid E, Pomar J L, Sanz G, Heras M. Cryopreservation alters antigenicity of
allografts in a porcine model of transplant vasculopathy. Transplant Proc. 2004, 36,
3288-3294.

Cochran R P, Kunzelman K 8, Cryopreservation does not alter antigenic expression of

aortic allografts. J Surg Res. 1989, 46, 597-599.

Y



142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Salomon R N, Friedman G B, Callow A D, Payne D D, Libby P. Cryopreserved aortic
homografts contain viable smooth muscle cells capable of expressing transplantation
antigens. J Thorac Cardiovasc Surg. 1993, 106, 1173-1180.

Hawkins J A, Breinholt J P, Lambert L M, Fuller T C, Profaizer T, McGough E C,
Shaddy R E. Class I and class I anti-HLLA antibodies after implantation of
cryopreserved allograft material in pediatric patients. J Thorac Cardiovasc Surg. 2000,
119, 324-330.

Madden R, Lipkowitz G, Benedetto B, Kurbanov A, Miller M, Bow L. Decellularized
cadaver vein allografts used for hemodialysis access do not cause allosensitization or
preciude kidney transplantation. Am J Kidney. 2002, 40, 1240-1243,

Vischjager M, Van Gulik T M, Marle J V, Pfaffendorf M, Jacobs M J H M. Function of
cryopreserved arterial allografts under immunosuppressive protection with
cyclosporine A. J Vasc Surg. 1996, 24, 8§76-882.

Callow A D. Arterial homografts. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1996, 12, 272-281.

Solanes N, Rigol M, Khabiri E, Castella M, Ramirez J, Roque M, Agusti E, Roig E,
Perez-Villa F, Segales J, Pomar J L, Engel P, Massaguer A, Martorell J, Rodriguez J
A, Sanz G, Heras M. Effects of cryopreservation on the immunogenicity of porcine
arterial allografts in early stages of transplant vasculopathy. Cryobiology. 2005, 51,
130-141.

Baraldi A, Manenti A, Di Felice A, Grosoli M, Furci L, Leonelli M, Manca V,
Roncaglia R, Lusvargi E. Absence of rejection in cryopreserved saphenous vein
allografts for hemodialysis. ASAIO Trans 1989, 35, 196-199.

Carpenter J P, Tomaszewski J E. Human saphenous vein allograft bypass grafts:
Immune response. J Vasc Surg. 1998, 27, 492-499.

Ochsner J L, Lawson J D, Eskind S J, Mills N L, De Camp P T. Homologous vein as an
arterial substitute: Long-term results. J Vasc Surg. 1984, 1, 306-313.

Wagstaff S A, Grigg M J. Arterial homografts — A possible solution to an infective
dilemma. Cardiovasc Surg. 1996, 4, 796-800.

Attur M G, Patel R, Thakker G, Vyas P, Levartovsky D, Patel P, Nagvi S, Raza R, Patel
K, Abramson D, Bruno G, Abramson S B, Amin A R. Differential anti-inflammatory
effects of immunosuppressive drugs: Cyclosporin, rapamycin and FK-506 on
inducible nitric oxide synthase, nitric oxide, cyclooxygenase-2 and PGE2 production.

Inflamm Res. 2000, 49, 20-26.

100



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Tkonen T S, Gummert J F, Serkova N, Hayase M, Honda Y, Kobayase Y, Hausen B,
Yock P G, Christians U, Morris R E. Efficacies of sirolimus (rapamycin) and
cyclosporine in allograft vascular disease in nonhuman primates: Trough levels of
sirolimus correlate with inhibition of progression of arterial intimal thickening.
Transpl Int. 2000, 13, 314-320.

Shaddy R E, Lambert L M, Fuller T C, Profaizer T, Thompson D D, Baker S I, Osborne
K A, Hawkins J A. Prospective randomized trial of azathioprine in cryopreserved
valved allografis in children. Ann Thorac Surg. 2001, 71, 43-47.

Carpenter ] P, Tomaszewski J E. Immunosuppression for human saphenous vein
allograft bypass surgery: A prospective randomized trial. J Vasc Surg. 1997, 26, 32-
42.

Murray K F, Leichtner A M. Inflammatory Bowel Disease: Therapy. International
Seminars in Paediatric Gastroenterology and Nutrition 6, 1997, 2, 6-14,

Azuma N, Sasajima T, Kubo Y. Immunosupression with FK 506 in rat arterial allografts
fate of allogeneic endothelial cells. J Vasc Surg. 1999, 29, 694-702.

Bachinger A, Kirchhoff D, Rychlik R. Immunosuppression with tacrolimus (FK 506)
and cyclosporin A for preventing graft rejection after liver transplantation.
Retrospective evaluation of medical costs based on the FG-O157 Study in 224
patients. Chirurg. 1998, 69, 957-962.

Issenman R M. Inflammatory bowel disease: Presentation and Clinical Features.
International Seminars in Paediatric Gastroenterology and Nufrition, 6, 1997, 2, 2-5.
Hernandez G L, Volpert O V, Iniguez M A, Lorenzo E, Martinez-Martinez S, Grau R,
Fresno M, Redondo J M. Selective inhibiton of vascular endothelial growth factor-
mediated angiogenesis by cyclosporin A: Roles of the nuclear factor of activated T

cells and cyclooxygenase 2. J Exp Med. 2001, 193, 607-620.

Mingoli A, Edwards J D, Feldhaus R J, Hunter W J, Naspetti R, Cavallari N, Sapienza
P, Kretchmar D H, Cavallaro A. Fresh vein allograft survival in dogs after
cyclosporine treatment. J Surg Res. 1996, 62, 95-102.

Augelli N V, Lupinetti F M, el Khatib H, Sanofsky SJ, Rossi N P. Allograft vein
patency in a canine model. Additive effects of cryopreservation and cyclosporine.
Transplantation. 1991, 52, 466-470.

Ruddle A C, George S J, Armitage W J, MacGovan A, McCulloch S, Brookes S T,
Mitchell D C. Venous allografts prepared from stripped long saphenous vein. Is there
a need for antibiotic sterilisation? Eur J Vasc Endovasc Surg. 1998, 15, 444-448,

101



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

Eugene M, Gerota J. Cryopreserved aortic allograft replacement of infected prosthetic
grafts in man: Processing and clinical results. Transpl Int. 1998, 11, 452-454.

Vogt P R, Brunner-La Rocca H-P, Lachat M, Ruef Ch, Turina M I. Technical details
with the use of cryopreserved arterial allografts for aortic infection: Influence on early
and midterm mortality. J Vasc Surg. 2002, 35, 80-86.

Camiade Ch, Goldschmidt P, Koskas F, Ricco | B, Jarraya M, Gerota J, Kieffer E.
Optimization of the resistance of arterial allografts to infection: Comparative study
with synthetic Prostheses. Ann Vasc Surg. 2001, 15, 186-196.

Bahnini A, Ruotolo C, Kieffer E. In situ fresh allograft replacement of an infected aortic
prosthetic graft: Fighteen months follow-up. J Vasc Surg. 1991, 14, 98-102.

Knosalla Ch, Gogau-Brissonniére O, Leflon V, Bruneval P, Eugene M, Pechere J C,
Koskas F, Nicolas M H, Leschi J P, Gerota J, Kieffer E. Treatment of vascular graft
infection by in situ replacement with cryopreserved aortic allografts: An experimental
study. J Vasc Surg. 1998, 27, 689-698.

Chiesa R, Astore D, Piccolo G, Melissano G, Jannello A, Frigerio D, Agrifoglio G,
Bonalumi F, Corsi G, Brancadoro S C, Novali C, Locati P, Odero A, Pirreli S,
Cugnasca M, Biglioli P, Sala A, Polvani G, Guarino A, Biasi G M, Mingazzini P,
Scalamogna M, Mantero S, Spina G, Prestipino F, Sirchia G. Fresh and cryopreserved
arterial homografts in the treatment of prosthetic grafts infections: Experience of the
Italian collaborative vascular homograft group. Ann Vasc Surg. 1998, 12, 457-462.

Koskas F, Goeau-Brissonniere O, Nicolas M H, Kieffer E. Arteries from human beings
are less infectible by staphylococcus aureus than polytetrafluorethylene in an aortic
dog model. J Vasc Surg. 1996, 23, 472-476.

Kieffer E, Bahnini A, Koskas F, Ruotolo C, Le Blevec D, Plissonnier D. In situ allograft
replacement of infected infrarenal aortic prosthetic grafts: Results in forty-three
patients. J Vasc Surg. 1993, 17, 349-356.

Vogt P R, Turina M L. Management of infected aortic grafts: Development of less
invasive surgery using cryopreserved homografts. Ann Thorac Surg. 1999, 67, 1986-
1989.

Desgranges P, Beaujan F, Brunet S, Cavillon A, Qvarfordt P, Melliere D, Besquemin J-
P. Cryopreserved arterial allografts used for the treatment of infected vascular grafts.
Ann Vasc Surg. 1998, 12, 583-588.

102



174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

Vogt P R, Brunner-La Rocca H P, Carrel T, von Segesser L K, Ruef Ch, Debatin J,
Seifert B, Kiowski W, Turina M L. Cryopreserved arterial allogtafts in the treatment of
major vascular infection: A comparrison with conventional surgical techniques. J
Thorac Cardiovasc Surg. 1998, 116, 965-972.

Kieffer E, Sabatier J, Plissonnier D, Knosaila Ch. Prosthetic graft infection after
descending thoracic / thoracoabdominal aortic aneurysmectomy: Management with in
situ arterial allografts. J Vasc Surg. 2001, 33, 671-678.

Lavigne J P, Postal A, Kolh, Limet R. Prosthetic vascular infection complicated or not
by aortoenteric fistula: Comparison of treatment with and without cryopreserved
allograft (homograft). Eur J Vasc Endovasc Surg. 2003, 25, 416-423.

Fujitani R M, Bassiouny H S, Gewertz B L, Glagov S, Zarins C K. Cryopreserved
saphenous vein allogenic homografts: An alternative conduit in lower extremity
arterial reconstruction in infected fields. J Vasc Surg. 1992, 15, 519-526.

Sebesta P, Klika T, Mach T, éedivy P, Czinner P, Zdrahal P, Kofinkova Z, Michélek P,
Vitasek P, Jindrak V, Marek J. Aortitis bacterialis. Rozhi Chir. 2004, 83, 209-216.

Knosalla Ch, Weng Y, Yankah Ch, Hofmeister J, Hetzer R. Using aortic allograft
material to treat mycotic aneurysma of the thoracic aorta. Ann Thorac Surg. 1996, 61,
1146-1152.

Knosalla Ch, Bauer M, Weng Y, Weidemann H, Hetzer R. Complicated chronic
pancreatitis causing mycotic aortic aneurysm: In situ replacement with a
cryopreserved aortic allograft. J Vasc Surg. 2000, 32, 1034-1037.

Dossche K M, de la Riviere A B, Morshuis W J, Schepens M A A M, Defauw ] A M,
Emst S M. Cryopreserved aortic allografts for aortic root reconstruction: A single
institution’s experience. Ann Thorac Surg. 1999, 67, 1617-1622.

Leseche G, Castier Y, Petit M D, Bertrand P, Kitzis M, Mussot S, Besnard M, Cerceau
0. Long-term results of cryopreserved arterial allograft reconstruction in infected
prosthetic grafts and mycotic aneurysm of the abdominal aorta. J Vasc Surg. 2001, 34,
616-622,

Curti T, Freyric A, Mirelli M, Rossi C, Paragona O, Resta F, Stella A, Addato M D.
Endovascular treatment of an ilio-enteric fistula: A ,,bridge* to aortic homograft. Eur J
Vasc Endovasc Surg. 2000, 20, 204-206.

Julia P L, Sapoval M, Diemont F, Chemla E, Gaux J C, Fabiani J N. Endovascular
repair of aortic allograft aneurysmal degeration: A case report. J Vasc Surg. 2000, 32,
1222-1224.

103



185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

Stadler P, Sebesta P, Klika T, Sedivy P, Slizova D, Krs O. Alografty v cévni chirurgii.
Rozhl Chir. 2005, 84, 350-355.

Prager M, Holzenbein T, Aslim E, Domenig Ch, Miihibacher F, Kretschmer G. Fresh
arterial homograft transplantation: A novel concept for critical limb ischaemia. Eur J
Vasc Endovasc Surg. 2002, 24, 314-321.

Matsuura J H, Johansen K H, Rosenthal D, Clark M D, Clarke K A, Kirby L B.
Cryopreserved femoral vein grafts for difficult hemodialysis access. Ann Vasc Surg,
2000, 14, 50-55.

Bolton W D, Cull D L, Taylor S M, Carsten Ch G, Snyder B A, Sullivan T M, Youkey J
R, Langan E M, Gray B H. The use of cryopreserved femoral vein grafts for
hemodialysis access in patients at high risk for infection: A word of caution. J Vasc
Surg. 2002, 36, 464-468.

Wagner E, Roy R, Marois Y, Douville Y, Guidoin R. Fresh venous allografts in
peripheral arterial reconstruction in dogs: Effects of histocompatibility and of short-
term immunosuppression with cyclosporine A and mycophenolate mofetil. J Thorac
Cardiovasc Surg. 1995, 110, 1732-1742.

Harris R W, Schneider P A, Andros G, Oblath R W, Salles-Cunha S, Dulawa L.
Allograft vein bypass: Is it an acceptable alternative for infrapopliteal
revascularisation? J Vasc Surg. 1993, 18, 553-560.

Solanes N, Rigol M, Castella M, Khabiri E, Ramirez J, Segales I, Agusti E, Perez-Villa
F, Roid E, Pomar J L, Sanz G, Heras M. Cryopreservation alters antigenicity of
allografts in a porcine model of transplant vasculopathy. Transplant Proc. 2004, 36,
3288-3294.

Meficka P. Brief history of the tissuc bank, Charles University hospital, Hradec
Kralové, Czech Republic. Cell and Tissue Banking. 2000, 1, 17-25.

Desgranges P, Beaujan F, Brunet S, Cavillon A, Qvarfordt P, Melliere D, Besquemin J
P. Cryopreserved arterial allografis used for the treatment of infected vascular grafts.
Ann Vasc Surg. 1998, 12, 583-588.

Buzzi M, Mirelli M, Vaselli C, Tazzari P L, Terzi A, Stella A, Conte R. Vascular tissue
banking: State of the art. Transplant Proc. 2005, 37, 2428-2429.

Bush H L Jr, McCabe M E, Nabseth D C. Functional injury of vein graft endothelium.
Role of hypothermia and distention. Arch Surg. 1984, 119, 770-774.

Marois Y, Wagner E, Paris E, Roy R, Douville Y, Guidon R. Comparison of healing in
fresh and preserved arterial allografts in the dog. Ann Vasc Surg. 1999, 13, 130-140.

104



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

Van Damme H, Creemers E, Limet R. Venous allografts for critical limb ischaemia.
Acta Chir Belg. 1995, 95, 14-20.

Zhang D X, Gauthier K M, Chawengsub Y, Campbell W B. Acetylcholine-induced
relaxations of rabbit small mesenteric arteries: Role of arachidonic acid metabolites
and K*. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007, doi: 10. 1152/ajpheart. 00268.2006,
on line, .

Magne I L, Farah I, Roux J J, Voirin L, Badra A, Durand M, Chichignoud B, Guidicelli.
Below-knee bypass using fresh arterial allografts for limb salvage: Early results. Ann
Vasc Surg. 1997, 11, 237-241.

Allaire E, Guettier C, Bruneval P, Plissonnier D, Michel J B. Cell-free arterial grafts:
Morphologic characteristics of aortic isografts, allografts, and xenografts. J Vasc
Surg. 1994, 19, 446-456.

Timaran C H, Stevens S L, Freeman M B, Goldman M H. Infrainguinal bypass grafting
using lyophilized saphenous vein allografts for limb salvage. Cardiovasc Surg. 2002,
10, 315-319.

L.a Barbera G, Pumilia G, La Marca G, Martino A. Denatured venous homograft as an
arterial substitute in civilian vascular injures. Thirty months” experience. Eur J Vasc
Endovasc Surg. 1998, 15, 467-471.

Harris L, O'Brien-Irr M, Ricotta J J. Long-term assessment of cryopreserved vein
bypass grafting success. J Vasc Surg. 2001, 33, 528-532.

Buckley C J, Abernathy S, Lee S D, Arko F R, Patterson D E. Manning L G. Suggested
treatment protocol for improving patency of femoral-infrapopliteal cryopreserved
saphenous vein allografts. J Vasc Surg. 2000, 32, 731-738.

Albertini J N, Barral X, Branchereau A, Favre J P, Guidicelli H, Magne J L, Magnan P
E. Long-term results of arterial allograft below-knee bypass grafts for limb salvage: A
retrospective multicenter study. J Vasc Surg. 2000, 31, 426-435.

Alonso M, Segura R J, Prada C, Caeiro S, Cachaldora J A, Diaz E, Lujan S, Cal L,
Vidal J. Cryopreserved arterial homografts: Preliminary results in infrageniculate
arterial reconstruction. Ann Vasc Surg. 1999, 13, 261-267.

Castier Y, Leseche G, Palombi T, Petit M D, Cercecau O. Early experience with
cryopreserved arterial allografts in below-knee revascularisation for limb salvage. Am
J Surg. 1999, 177, 197-202.

Callow A D. Arterial homografts. Eur J Vasc Endovasc Surg. 1996, 12, 272-281.

165



209.

210.

211.

212.

213.

214.

Schmitz-Rixen T, Megerman J, Colvin R B, Williams A M, Abbott W M,
Immunosuppressive treatment of aortic allografts. J Vasc Surg. 1988, 7, 82-92.

Da Gama A D, Sarmento C, Vieira T, Carmo G X do. The use of arterial allografis for
vascular reconstruction in patients receiving immunosuppression for organ
transplantation. J Vasc Surg. 1994, 20, 271-278.

Bilfinger T V, Hartman A R, Liu Y, Magazine H I, Stefano G B. Cryopresefved veins in
myocardial revascularization: Possible mechanism for their increased failure. Ann
Thorac Surg. 1997, 63, 1063-1069.

Laub G W, Muralidharan S, Clancy R, Eldredge W J, Chen C, Adkins M S, Fernandez
J, Anderson W A, McGrath L B. Cryopreserved allograft veins as alternative coronary
artery bypass conduits: Early phase results. Ann Thorac Surg. 1992, 54, 826-831.

Lamm P, Juchem G, Milz S, Schuffenhauer M, Reichart B. Autologous endothelialized
vein allograft. Circulation. 2001, 104, 108.

Cormelissen P H J, Hamerlijnck R P, Vermeulen F E. Aneurysmatic dilatation of an
aortic homograft more than 30 years after implantation into the thoracic aorta. Eur J

Cardio-thorac Surg. 1994, 8, 447-448.

106



X. SEZNAM PUBLIKACI A VYBRANYCH PREDNASEK AUTORA

Kapitolv v monografiich

1. Stadler P. Miniinvazivni vykony v cévni chirurgii. In: Kraji¢ek M, Peregrin J H, Rogek
M, Sebesta P a kol. Chirurgickd a intervenéni 1é¢ba cévnich onemocndni. Praha,

Grada, 2007, 335-358.

Pivodni ¢lanky a staté ve sbornicich
1. Stadler P, Netuka I, Sebesta P. Komplexni chirurgick4 1éba smiSeného bércového

viedu femoropoplitealnim  distdlnim  bypassem s endoskopickym  zru$enim
Cockettovych perforatord. Rozhl Chir. 1998, 8, 367-369.

2. Stadler P, Sebesta P, Klika T, Dvofatek M. Torakoskopicka hrudni sympatektomie jako
metoda volby reoperace na hrudnim sympatiku. Rozhl Chir. 1999, 9, 448-450.

3.  Stadler P, Sebesta P, Netuka I. Torakoskopické hrudni sympatekiomie — naSe
zkusenosti. Rozhl Chir. 2001, 3, 107-109.

4.  Stadler P, Scbesta P, Hoffmann R, Balazs J, Janouskova L. Neobvykly vyskyt Siroce
nasedajiciho trombu v b¥isni aorté u mladé pacientky po opakované embolizaci do
panevniho fecisté a dolni koncetiny. Rozhl Chir. 2001, 6, 294-296.

5. Stadler P, Sebesta P. Torakoskopicka hrudni resympatektomie s vyraznym klinickym
efektem za n€kolik let po operaci hrudniho sympatiku. Slov Chir. 2003, 1, 4-6.

6. Stadler P, Ko¥iskova Z, Vitasek P. Komplexni 1é¢ba symptomatické nepravé vydutd
distalni anastomézy aortoaortalni nahrady a karcinomu pravé ledviny. Rozhl Chir.
2004, 4, 168-170.

7. Stadler P, Spatek M, Matou$ P, Kofiskova Z. Laparoskopicky vedeny ilikofemoralni
bypass. Kazuistika. Rozhl Chir. 2004, 7, 308-310.

8.  Stadler P, Vitasek P, Spatek M. Unusual treatment of bleeding from an injured common
iliac vein. Cor Vasa, 2004, 10, 503-504.

9.  Stadler P, Spatek M, Matous P, Vitdsek P, Kofiskova Z, Michalek P. Laparoskopické
cévni rekonstrukce — tvodni zkuSenosti. Rozhl Chir. 2004, 11, 549-553.

10. Stadler P, Sebesta P, Klika T, Sedivy P, Michalek P. Minilaparotomie jako pfistup
k cévnim rekonstrukeim v aortoilické oblasti. Rozhl Chir. 2004, 11, 545-548,

11. Stadler P, Spatek M, B&lohlavek O, Michdlek P. Diagnosing vascular prosthesis
infection by means of the FDG-PET/CT scan. J Vasc Surg. 2004, 6, 1246-1247,
(IF 3,173).

107



12. Stadler P, Slizova D, Krs O, Zdrahal P, Vojagek J. Microscopic study of vascular
allografts. Cor Vasa, 2005, 1, 10-13.

13. Stadler P, Sebesta P, Klika T, éedivjf P, Slizova D, Krs O. Alografty v cévni chirurgii.
Rozhl Chir. 2005, 7, 350-355.

14. Stadler P, Vitasek P, Matous P, Spaéek M. Laparoskopicka resekce vyduté b¥isni aorty.
Rozhl Chir. 2005, 9, 443-447.

15. Stadler P, Matous P, Spatek M, Dole¢ek L. Resekce vyduté biisni aorty s aorto-aortalni
nahradou, vedena plné laparoskopicky. Cor Vasa 2005, 11, 441-444.

16. Stadler P, Matous P, Vitések P. Roboticky asistovany aortobifemoralni bypass — systém
da Vinei 1200. Cor Vasa, 2006, 4, 155-158.

17. Stadler P, Vitasek P, Matous P. Uvodni zkuenosti s robotickym systémem da Vinci
v cévni chirurgii. Rozhl Chir. 2006, 5, 228-232.

18.  Stadler P, Sebesta P, Vitasek P, Matous P, El Samman K. A modified technique of
transperitoneal direct approach for totally laparoscopic aortoiliac surgery. Eur J Vasc
Endovase Surg. 2006, 3, 266-269, (IF 2,026).

19, Stadler P, Matous P, Vitasek P, épaéek M. Robot-assisted aortoiliac reconstruction:

A review of 30 cases. J Vasc Surg. 2006, 5, 915-919, (IF 3,173).

20. Stadler P, Vitasek P, Matou$ P. Soudasné mo¥nosti uplatnéni robotického systému
v cévni chirurgii. Cor Vasa, 2007, 2, 71-73.

21. Stadler P. Robotika pronikla do cévni chirurgie. L&k listy, ZN, 2007, 7, 18-19.

Abstrakta

1.  Stadler P, Matous P, Vitdsek P, Spac“:ek M. Robot-assisted aortoiliac reconstruction:

A review of 30 cases. Selected Abstracts. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2006, 5, 600-
602, (IF 3,173).

2. Stadler P. Laparoscopic transperitoneal approach and treatment of occlusive and
aneurysm disease of the aorta. Abstract. Surg Laparosc Endosc Percutan Tech. 2007,

v tisku, (IF 1,086)

3. Stadler P. The robotic anastomosis in laparoscopic vascular surgery. Abstract. Surg

Laparosc Endosc Percutan Tech. 2007, v tisku, (IF 1,086)

108



Vybrané pfednasky

1.

10.

11.

12.

Stadler P, Sebesta P, Klika T, Dvotatek M. Torakoskopicka hrudni sympatektomie jako
metoda  volby reoperace na hrudnim sympatiku. Praha, Angiologické dny s mezin.
udasti, 1999,

Stadler P, Slizova D, Sebesta P, Krs O, Zdrahal P. Vliv &asového intervalu a teploty na
poskozeni stény Cerstvého tepenného a Zilntho homograftu. Plzef, Hejhalliv den,
2002.

Stadler P, Sebesta P, Zdrahal P, Vitasek P. Pouziti éerstvych tepennych alograftii pti
feSeni infekce cévnich protéz. Liberec, Inter-angio, 2003.

Stadler P, Spadek M, Matous P, Kofiskovad Z, Sedivy P, Sebesta P. The short-term
expetience in the use of new technique: Total Laparoscopic Bypass Surgery and
Minimal Incision Aortic Surgery. Québec City, Kanada, International Endovascular
Laparoscopy Congress, 2004, (vyzvana pfednagka).

Stadler P, Slizova D, Krs O, Michalek P. Impact of storage conditions on structure of
vascular allografts: Scanning electron microscopic study. Prague, 13" International
Congress of EATB, 2004, (poster).

Stadler P, Dion Y M, Thaveau F, Ben El Kadi. History of laparoscopy. Québec City,
Kanada, International Laparoscopic Vascular Course, 2004, (vyzvana piednaska).

Stadler P, Dion Y M, Thaveau F, Ben El Kadi. The pneumoperitoneum. Québec City,
Kanada, International Laparoscopic Vascular Course, 2004, (vyzvana pfednaska).

Stadler P, épaéek M, Matou§ P, Vitasek P, Kofiskova Z. Laparoscopic vascular
reconstruction. Initial experience. Québec City, Kanada, International Laparoscopic
Vascular Course, 2004, (vyzvana piednaska).

Stadler P, SliZova D, Krs O, Sebesta P, Sedivy P. Powsiti &erstvych tepennych
allograftii. Brno, 1. sjezd Ceské spoletnosti kardiovaskularni chirurgie, 2004.

Stadler P, épaéek M, Matous P, Vitasek P, Michalek P, Stern M. Roc¢ni zkus$enosti
s laparoskopickymi rekonstrukcemi v aortoilické oblasti. Brno, I sjezd Ceské
spoleénosti kardiovaskularni chirurgie, 2004.

Stadler P, Slizova D, Krs O, Michalek P. Scanning electron microscopic study of
vascular allografts. Brno, 43™ Congress of the Czech Anatomical Society, 2005,
(poster).

Stadler P, Spatek M, Vitasek P, Matou§ P. Experience in the use of total laparoscopic
vascular surgery. Sydney, Australia, Vascular, 2005, (poster).

109



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20,

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Stadler P, Vitasek P, Matou§ P, El Samman K. 52 laparoskopickych vykond
v aortoilické oblasti, vysledky a komplikace. Liberec, Inter-angio, 2005.

Stadler P. Robot-assisted laparoscopic aortoiliac reconstruction: A review of 25 cases.
Cairns, Australia, Vascular, 2006.

Stadler P. Robot and vascular surgery. Praha, XX. Annual meeting of the European
Society for Vascular Surgery, 2006.

Stadler P. Roboticky asistované cévni rekonstrukce — vysledky a komplikace u 40
pacientll. Brno, 1. kongres robotické chirurgie s mezinarodni ticasti, 2006.

Stadler P. Laparoscopic transperitoneal approach and treatment of occlusive and
aneurysm disease of the aorta. New York, USA, The third International Endovascular
and Laparoscopic Congress (IELC) and Veith Symposium, 2006, (vyzvani
prednaska).

Stadler P. The robotic anastomosis in laparoscopic vascular surgery. New York, USA,
The third International Endovascular and Laparoscopic Congress (IELC) and Veith
Symposium, 2006, (vyzvand pfednagka). |

Stadler P, Slizova D, Krs O. Optimalni postup piipravy cévaiho transplantatu. Brno,
ILsjezd Ceské spoleénosti kardiovaskularni chirurgie, 2006.

Stadler P, Vitasek P, Matou§ P. Roboticky asistované cévni rekonstrukce — soubor 45
pacienttl. Brno, ILsjezd Ceské spoletnosti kardiovaskularni chirurgie, 2006.

Stadler P. Robot-assisted laparoscopic aortoiliac reconstruction: Initial experience.
Puerto Rico, USA, 31* Annual meeting (SAVS), 2007.

Stadler P, Vitasek P, Matous P. Robot and vascular surgery. New York, USA, MIRA,
2007.

Stadler P. The da Vinci robotic system, advantages and disadvantages in vascular
surgery. Memphis, University of Tennessee, USA, 2007, (vyzvana pfednadka).

Stadler P. Nastup robotll vcévni chirurgii. Praha, XXXII. Angiologické dny
s mezinarodni u€asti, 2007, (vyzvand pfednaska).

Stadler P. Advantages and complications of using the da Vinci robotic system for
vascular surgery. Orlando, USA, 35" Annual Symposium (SCVS), 2007.

Stadler P. Robotic in laparoscopic vascular surgery. London, UK, Charing Cross
Symposium, 2007, (vyzvana piednaska).

Stadler P. Laparoscopic and robotic procedures. London, UK, Charing Cross

Symposium, 2007, (vyzvand pfednaska).

110



	DP 1.pdf
	DP 2

