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SOUHRN

Cilem experimentalni prace bylo zhodnoceni vlivu imu-
nosuprese pomoci takrolimu na rejekci kryokonzervovanych aor-
talnich allo$téph na potkanim modelu, ktery byl nastaven tak, aby
simuloval techniky a postupy pouzivané v klinickém programu
transplantace kryokonzervovanych tepennych allostépt.

Kryokonzervované allostépy abdominalni aorty jsme
transplantovali mezi kmeny potkani Brown-Norway a Lewis.
Imunosupresi pomoci takrolimu v davce 0,2 mg/kg/den jsme po-
davali intramuskularn¢ od 1. (skupina TAC1), respektive od 7.
(skupina TAC7) do 30. pooperacniho dne. Neimunosuprimované
skupiny po isogenni (ISO) a allogenni (ALO) transplantaci slouzi-
ly jako kontrola. Tticaty den po transplantaci jsme $tépy explan-
tovali, histologicky a imunohistochemicky jsme zhodnotili de-
strukci cévni stény a infiltraci imunokompetentnimi butikami.
Dale jsme hodnotili koncentraci donor specifickych anti-MHC
protilatek v periferni krvi.

Cévni stény alloStépt v obou imunosuprimovanych sku-
pinach nejevily 30. pooperacni den zadné znamky destrukce a
nebyla v nich zaznamenana zadna depozita imunoglobulinu G.
Adventicialni infiltrace MHC II pozitivnimi bunikami byla ve
skupin¢ ALO signifikantné vys§i neZ u obou imunosuprimova-
nych skupin (ALO 20,7+6,7, TAC1 5,9+5,5, TAC7 6,14£5,1, P
<0,001). Koncentrace anti-MHC protilatek 1. a II. tfidy byla v
allogenni skuping signifikantn€ vyssi, nez v obou imunosuprimo-
vanych skupinach (ALO - anti-MHC 1 46,9+19,4 %, anti-MHC
1165,8+11,9 %, TACI - anti-MHC I 102,4+4,2 %, p <0,001, anti-
MHC 11 102.6+6,0 %, TAC7 - anti-MHC 1 79,9+3,3 %, p < 0,001,
anti-MHC 11 80,9+2,7 %).

Imunosuprese pomoci takrolimu zabranila akutni butikami
i protilatkami zprosttedkované rejekci kryokonzervovanych aor-
talnich allostépii, nehled€ na to, zda byla podavana od 1. poope-
racniho dne nebo s odstupem 7 dnd.



SUMMARY

The aim of our study was to simulate in rats all aspects
and techniques used in our new clinical program of cryopreserved
alloarterial transplantation and investigate the influence of two
immunosuppressive protocols with tacrolimus on acute rejection
of these allografts.

Cryopreserved abdominal aortic grafts were transplanted
between Brown-Norway and Lewis rats. Tacrolimus (0,2 mg/kg
daily) was administered from day 1 to day 30 (TACI) or from day
7 to day 30 (TAC7), respectively. No immunosuppressed isogene-
ic (ISO) and allogeneic (ALO) rats combination served as control.
Aortal wall destruction and infiltration by immunocompetent cells
(MHC II+ cells of recipient origin) was studied on day 30 after
transplantation. Flow cytometry was used for the analysis of day
30 sera for the presence of donor specific anti-MHC class I and 11
antibodies.

The aortal allografts in both immunosuppressed groups
showed regular morphology of aortal wall with no depositions of
immunoglobulin G on day 30. The adventitial infiltration of non-
immunosuppressed aortal allografts by MHC class Il positive cells
of recipient origin was significantly higher (ALO 20,7+6,7 cells, P
<0,001) compared to both immunosuppressed groups (TACI
5,9+5,5 cells, TAC7 6,1£5,1 cells). Anti-MHC antibodies class |
and II level in peripheral blood was significantly higher in group
ALO compared to both immunosuppressed groups on day 30.
after transplantation (ALO - anti-MHC I 46,9+19,4 %, anti-MHC
1165,8+11,9 %, TACI - anti-MHC I 102,4+4,2 %, p <0,001, anti-
MHC 1I 102.6+6,0 %, TAC7 - anti-MHC 1 79,9£3,3 %, p < 0,001,
anti-MHC 11 80,942,7 %).

Both immunosuppressed protocols with tacrolimus (ad-
ministration from day 1 or from day 7 following transplantation)
were able to suppress acute cell — and antibody-mediated rejection
of cryopreserved abdominal aortic allografts processed in accor-
dance with our new standardized clinical protocol.



1. UVOD
infekce cévni protézy nebo stentgraftu. V soucasnosti se tyto zivot
ohrozujici stavy fesi reoperaci s explantaci infikovaného cizoro-
dého materialu a jeho nahradou allostépem. Pouziti chladem kon-
zervovanych tepennych allo§tépti pti 1écb€ téchto komplikaci
uspesné zavedl Kieffer v osmdesatych letech 20. stoleti. O n¢kolik
let pozdéji byly techniky pouziti allotépti zavedeny také v Ceské
republice. Dlouhd ¢ekaci doba na chladem konzervovany vhodny
allostép od darce a zmény v evropské legislativé vedly k zavadeni
programi kryokonzervace allostépti. Mezi jejich zasadni vyhodu
patii bezprostfedni dostupnost.

Z tady experimentalnich praci i klinickych studii je zfej-
mé, ze alloStépy vykazuji silny imunogenni potencial (Matia 1. et
al., 2007; Mirelli M. et al., 1999). Hlavni podstatou této imunoge-
nicity je exprese antigend hlavniho histokompatibilniho systému 1.
tiidy (MHC 1), ke které dochazi na bunikach hladkych svali v
cévni sténé tepennych $tépd. Vysledkem imunologické reakce je
po Sesti mésicich fibrotizace tunica adventitia, tunica media je bez
svalovych bun€k a neointima je tvofena endotelovymi buiikami
prijemcovského piivodu.

Dal$im projevem imunitni reakce proti antigenim
transplantovaného Stépu je vzestup protilatek proti hlavnimu his-
tokompatibilnimu systému (anti-MHC), které lze detekovat v
periferni krvi piijemce. Bylo zjisténo, Ze méfenim koncentrace
téchto protilatek lze posuzovat intenzitu rejekce.

Soucasné se studiem imunogenicity allostépu jako takové,
byl v experimentech zjiStovan i vliv imunosupresivni terapie na
jejich destrukci imunitnimi procesy. Na zvifecich modelech byly
k potlaceni imunitni odpovédi piijemct UspeSné pouzity rizné
imunosupresivni 1éky. Vedlejsi ti¢inky imunosupresivnich 1é¢iv a
vysokeé riziko podavani imunosuprese pacientiim s aktivni infekei
v ptipadé¢ implantace allo§tépu pii infekci cévni protézy vedly
k provedeni dalSich studii, tentokrat s opozdénym podavanim
imunosuprese. Podstata tohoto opozdéného podavani imunosupre-



se tkvi v tom, ze nékolik dni po transplantaci, kdy imunosuprese
neni poddvéana, imunitni systém nestihne $tép destruovat a zaro-
venl neni omezena jeho funkce v dobé, kdy je potfeba, aby napo-
mohl v 1é¢be aktivni infekce. V experimentalni studii s chladem
konzervovanymi aortalnimi alloStépy provedené na potkanim
modelu byla prokdzdna inhibice imunitni reakce takrolimem, kte-
ry byl podavan s odstupem 7 dnil od transplantace (Matia I. et al.,
2007).

Tato prace navazuje praveé na tento na experiment s Opoz-
dénym podéavanim takrolimu po transplantaci chladem konzervo-
vanych allo§tépl a zabyva se imunosupresi po transplantaci kryo-
konzervovanych allostépti.

2. HYPOTEZA

Imunosupresivni terapie po transplantaci allostépti neni i
ptes fadu experimentalnich a klinickych studii na fadé pracovist’
stale akceptovana. Obzvlast’ pacienti s infekci cévni protézy jsou
Casto ve velmi vazném stavu se septickymi projevy. Je pochopi-
telné, ze podavani imunosuprese v takové chvili mize celkovy
stav i prognozu pacientii jeité zhorit. Rada pracovist z téchto
divodd imunosupresi po transplantaci tepennych allostépti vitbec
nepodava. Moderni imunosupresivni protokoly s opozdénym po-
davanim imunosupresivnich 1ékti vSak davaji moznost razantni
1écby infekce v bezprostfednim pooperacnim obdobi bez alterace
vlastnich imunitnich procesti organismu a zaroven zabrafuji re-
jekénim pochodiim po transplantaci, které pozdé€ji vedou k de-
strukci Stépu. Predpokladame, Ze imunosupresivni protokol s
takrolimem v monoterapii podavanym ptijemcim kryokonzervo-
vanych tepenych allo§tépti od prvniho i sedmého pooperacniho
dne v denni dévce 0,2 mg/kg/den zabrani aktivaci imunitniho
systému piijemce a rejekci darcovské tepny 30 dnd po jeji trans-
plantaci.



2.1. Cile prace

Cilem nas$i experimentalni prace je zjistit efekt podavani
imunosuprese pomoci takrolimu na buné¢nou a protilatkami zpro-
sttedkovanou imunitni reakci po transplantaci kryokonzervova-
nych tepennych $tépd u potkanti. Odebrané $tépy biisni aorty od
darcti potkani kmene Brown — Norway budou transplantovany
potkaniim kmene Lewis. Imunosuprese bude nasledné podavana
ve dvou rozdilnych protokolech:

1. jedné skupiné potkan kmene Lewis bude takro-
limus aplikovan intramuskularné v dévce 0,2 mg/kg od 1. do 30.
dne po transplantaci

2. druhé skupiné bude takrolimus aplikovan také in-
tramuskularné ve stejné davce od 7. do 30. dne po transplantaci

3. MATERIAL A METODY

V experimentu jsme pouzili samce potkanii kmene
Brown-Norway a Lewis. VSechny vykony jsme provadéli v cel-
kové intramuskularni anestezii s pouzitim opera¢niho mikroskopu
s 10nasobnym zvétSenim. Aortalni §t€py jsme odebrali od potkani
kmene Brown-Norway i Lewis a bezprostiedné po odbéru je vlo-
zili do konzerva¢niho roztoku Celsior (Genzyme, Holandsko) o
teploté 4 st. Celsia. Doba studené ischemie aortalniho $t€pu (mée-
fena od naloZeni aortalni svorky v téle darce az po zacatek proce-
su kryokonzervace) byla primémé 180 minut. Nasledné jsme
aortalni §t€py zamrazili metodou pouzivanou tkanovym zatizenim
(Tkanova ustedna Fakultni nemocnice Hradec Kralové) licenco-
vanym narodni kompetentni autoritou (M¢ticka P. et al., 2011;
Meticka P. et al., 2014) s modifikacemi vynucenymi podminkami
prace na experimentalnim operacnim sale, kam jsme dovezli ves-
kerou potfebnou techniku a material. Stépy jsme poté skladovali
v tekutém dusiku po dobu 6 mésict. Pfed transplantaci jsme $tépy
pomalu kontrolovan¢ rozmrazili pii teploté 4 st. Celsia. Doba
studené ischemie od rozmrazeni do transplantace byla primémeé
3,5 hodiny.



Po rozmrazeni jsme S§tépy transplantovali syngenné od
zvirat kmene Lewis potkanim kmene Lewis (skupina ISO) a allo-
genné mezi kmeny Brown — Norway (darci) a Lewis (pfijemci,
skupina ALO). Skupiné ALO jsme nepodavali v poopera¢nim
obdobi zadnou imunosupresi. V dal§ich dvou allogennich skupi-
nach (TAC1 a TAC7) jsme stejné jako ve skupiné ALO provedli
allogenni transplantaci aortalnich §tépa od zvifat kmene Brown-
Norway piijemcim kmene Lewis. Ve skupiné TAC1 jsme vSak
podavali intramuskularné takrolimus v davce 0,2 mg/kg/den od 1.
pooperacniho dne po dobu 30 dnti a v allogenni skupin¢ TAC7
jsme aplikovali takrolimus v davce 0.2 mg/kg/den od 7. poope-
ra¢niho dne do 30. dne. Stépy jsme ve vech &tyfech skupinich
30. pooperacni den explantovali a pfipravili k histologickému a
imunohistochemickému zpracovani.

V odebranych biologickych vzorcich pfijemci jsme hod-
notili nasledujici parametry: 1 -celkovy histologicky obraz Stépu,
2 - sitku tunica intima a media, 3 - pfitomnost a pocet piijemcov-
skych CD4, CD8 a MHC II+ pozitivnich bun¢k 4 - pfitomnost
endotelovych bunek, 5 - pfitomnost IgG v tunica media, 6 - kon-
centraci  protildtek proti MHC I+ a II+ antigenim darce
v periferni krvi pfijemcd, 7 - koncentraci takrolimu v periferni
krvi piijemci.

4. VYSLEDKY
4.1. Hmotnost zvirat

U vsech hodnocenych zvifat doslo ve sledovaném tficeti-
dennim obdobi k nartistu hmotnosti. Procentudlni nartist hmotnos-
ti vztazeny k piedoperacni vaze byl signifikantné vyssi (P <0,05)
u obou skupin bez imunosuprese (skupina ISO + 47,1 = 10,5 %,
skupina ALO + 46,1 £ 10,8 %) ve srovnani se skupinou TAC1 (+
29,7 £ 4,4%), ve které zvitata dostavala imunosupresi od prvniho
pooperacniho dne. Narist hmotnosti u zvifat ve skupin¢ TAC7,
ktera imunosupresi dostavala od sedmého poopera¢niho dne (+
41,0 £+ 5,6 %) vSak byla srovnatelna s obéma skupinami zvirat bez
imunosuprese.



4.2. Koncentrace takrolimu v periferni krvi prijemct

Meéfeni koncentrace takrolimu v periferni krvi jsme
provadéli za ucelem zjisténi adekvatnich  koncentraci
imunosupresiva 3-7 ng/ml pfi dennich davkach 0,2 mg/kg
podavanych v intramuskularnich injekcich. Primérna koncentrace
imunosupresiva tficaty pooperacni den byla ve skupiné¢ TACI, ve
které zvirata dostavala imunosupresi od 1. poopera¢niho dne
mime¢ vys$si (4.6+£0.7 ng/ml) v porovnani se zvifaty, ktera
dostavala takrolimus az od 7. poopera¢niho dne ve skupiné¢ TAC7
(4.0£0.2 ng/ml) (P=0.035). Béhem experimentu jsme
nezaznamenali zadné vedlej$i ucinky podavani takrolimu, jako
diarrheu nebo pietrvavajici ibytek na vaze.

4.3. Histologické vySetieni

Pti histologickém vySetfeni jsme zjistili, Ze aortalni Ste€py
z obou imunosuprimovanych skupin (TAC1, TAC7) maji 30. den
po transplantaci fyziologickou stavbu cévni stény s
diferencovatelnymi vSemi tfemi zdkladnimi vrstvami — tunica
intima, tunica media i tunica adventitia. Intraluminalni povrch
tunica intima byl pokryty jednou souvislou vrstvou endotelovych
bunek bez zjevnych trhlin, ¢i jinych projevii poSkozeni. V celém
rozsahu tunica media jsme nezaznamenali Zzadné znamky
destrukce ani nekrozy bunck. Pfi imunohistochemickém vysetfeni
na ukladani imunoglobulini v tunica media jsme nedetekovali
zadna depozita IgG. Infiltrace tunica adventitia mononukleary
byla u obou skupin TAC1 i TAC7 srovnatelnd s isogenni
skupinou ISO. Alografty mély normalni histologickou stavbu
abdominalni aorty se vSemi tfemi zakladnimi anatomickymi
vrstvami, bez znamek intimalni hyperplazie, nekrozy bunék
hladkych svali v medidlni vrstvé a bez vétsi adventicialni
infiltrace imunokompetentnimi bunkami (tabulka 1).
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4.4. Infiltrace adventicie imunokompetentnimi
buiikami

Adventicialni infiltrace CD4+, CD8+ a MHC 1I
pozitivnimi buikami kmene Lewis v obou imunosuprimovanych
skupindich (TAC1 a TAC7) byla 30. den po transplantaci
srovnatelna s adventicialni infiltraci v isogenni skupiné ISO.

Primérny pocet MHC II pozitivnich buiiek kmene Lewis,
CD8 a CD4 pozitivnich bun¢k v tunica adventitia ve skupiné
ALO, kde jsme provedli allogenni transplantaci bez podavani
imunosuprese, byl signifikantné¢ vyssi (P<0.001) nez v ostatnich
skupinéch (ISO, TACI, TAC7) (tabulka 1).

Intima Media Adventicie
Sku- -
pina | ™ lintimaini| 19 [VeKZ3| | Ew
taktni svalo-
hy- depo- ., MHC II+ | CD8+ | CD4+
endo- perplazie| zita vyech buriky
tel bunék
ISO + - - - 6.314.4 | 2.242.7 |3.9+2.6
ALO + - - - 20.7£6.7 | 6.945.4 [9.66.5
TACA1 + - - - 5.9+55 | 3.5+3.3 |2.3x1.6
TAC7 + - - - 6.1£5.1 | 3.1£3.8 |2.0+x1.5

Tabulka 1 - Hodnoceni histologického obrazu a znamek rejekce u
kryokonzervovanych aortalnich allo$tépti 30. den po transplantaci.
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4.5. Donor specifické protilatky anti-MHC 1. tfidy v
periferni krvi prijemci

Séra allogenni neimunosuprimované skupiny (skupina
ALO), odebrand 30. pooperacni den, vykazala signifikantné vyssi
inhibici vazby fluorescinem oznaené protilatky proti MHC L
tiidy na splenocyty kmene Brown-Norway (46.9+19.4 %), v
porovnani se séry, odebranych 30. pooperac¢ni den, v isogenni
skuping (skupina ISO, 97.1+4.7 %, p < 0.001), stejné tak, jako v
pripadé obou imunosuprimovanych skupin (skupina TACI,
102.4+4.2 %, p < 0.001), (skupina TAC7, 79.9£3.3 %, p <0.001).
(obrazek 1).
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Obrazek 1 - Srovnani koncentrace protilatek proti MHC 1. t¥idy v
séru 0. a 30. den po transplantaci.
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4.6. Donor specifické protilatky anti-MHC I1. tfidy v
periferni krvi prijemci

Séra isogenni skupiny (ISO), stejné jako séra odebrana od
obou imunosuprimovanych skupin (skupiny TAC1 a TAC7) ne-
vykazovala zadnou inhibici vazby v prubéhu sledovaného obdobi.
V kontrastu s timto zjisténim, pouze séra, ziskana od allogenni,
neimunosuprimované skupiny (ALO) 30. pooperac¢ni den, inhibo-
vala vazbu fluorescinem oznacené protilatky proti MHC II. tfidy
na splenocyty kmene Brown-Norway (65.8+11.9 %). Tato inhibi-
ce vsak nebyla statisticky vyznamna v porovnani s vysledky vzor-
ki sér odebranych stejné skupin€ pied transplantaci (100.5+41.9
%).

5. DISKUZE

V prezentované studii hodnotime efekt dvou imunosupre-
sivnich protokoll s pouzitim imunosupresiva takrolimu v monote-
rapii na rejekci kryokonzervovanych tepennych allostépti abdomi-
nalni aorty u potkani. Zviteci allo$tépy byly zpracovany v soula-
du s odbérovymi, kryokonzerva¢nimi a implanta¢nimi protokoly
rutinné pouzivanymi v klinickém prosttedi v Ceské Republice od
roku 2011. Pouziti obou imunosupresivnich protokolti pomoci
nizkych dévek takrolimu (podévanych od 1. nebo od 7. dne po
transplantaci) zabranilo bunécné i humoralné zprostfedkované
rejekei kryokonzervovanych aortalnich allos§tépt v tficetidennim
sledovaném obdobi.

Navzdory piesvéd¢ivym experimentalnim vysledkiim neni
imunosupresivni terapie v klinické praxi cévnimi chirurgy vseo-
becné akceptovana (Kieffer E. et al., 2004). Tato skutecnost je
pravdépodobné zplsobena tim, ze antigenicita arterialnich allo-
graftti neni v§eobecné uznavanym faktem (Konrad H et al., 2017)
a/nebo tim, Ze se 1ékafi obavaji podavat imunosupresi u pacientt s
aktivni infekci a tim omezeni fyziologickych obrannych mecha-
nismu lidského organismu (Harlander-Locke MP et al., 2014). V
pfipad¢, Ze je jiz imunosuprese podavana, nejvice pouZivanym
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lékem je cyklosporin A.V piipadé cyklosporinu A vsak byly pro-
kazany jednak vaskularni a jednak metabolické nezadouci ucinky.
Na modelu potkanich srde¢nich allostépti bylo prokazéano, Ze po-
davani cyklosporinu A vede k progresi aterosklerotickych zmén
ve $tépu. Tento jev byl objasnén zvySenou expresi ristového fak-
toru TGF-B (transforming growth factor beta) (Khanna AK et al.,
2002). V piipadé aortalnich allostépti bylo v dalsi praci na potka-
nech zjisténo, Zze podavani cyklosporinu A vede k poskozeni en-
dotelu a akceleraci aterosklerotického procesu (Mennander A. et
al., 1992). Vsechna uvedena fakta ohledné imunogenicity tepen-
nych allo$tépli, imunosuprese pomoci protokold s takrolimem,
dobrych klinickych vysledki pfi imunosupresivni terapii pfi si-
multannich transplantacich organt a cév vedla v roce 2002 k pro-
vedeni experimentalni studie, ve které se sledoval G¢inek imuno-
supresivniho protokolu pomoci takrolimu po transplantaci chla-
dem konzervovanych aortalnich allo$tépi na potkanim modelu
(Matia et al., 2007). V navaznosti na to se v roce 2004 zacal stan-
dardizovany protokol s takrolimem pouzivat v klinické praxi u
pacientli po nahradéach infikovanych cévnich protéz nebo stent-
grafti chladem konzervovanym allostépem.

V popisovaném experimentu jsme nepo-
zorovali zadné klinicky vyznamnéjsi vedlejsi uc¢inky imunosupre-
se pii podavani takrolimu intramuskularni cestou v davce 0,2
mg/kg/den. Pii hodnoceni pooperacniho nartistu vahy zvifat v
jednotlivych skupinach jsme nicméné zaznamenali, ze zvifata,
ktera dostavala imunosupresi od prvniho pooperacniho dne, piiby-
la na vaze signifikantné méné nez zvifata z ostatnich skupin, ktera
dostavala imunosupresi s odstupem 7 dnti nebo nedostavala takro-
limus viibec. Ve studii, ktera hodnotila imunosupresivem induko-
vanou hypertenzi, byl potkanim podavan takrolimus celkem 4
tydny v davee 5,0 mg/kg/den, zvifatim nebyl provadén zadny
operacni vykon. Po ¢tyfech tydnech byla vaha imunosuprimova-
nych a neimunosuprimovanych zvifat srovnatelna, bez vyznam-
ného rozdilu (Takeda Y. et al., 1999).
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V nasi studii jsme potvrdili moznost odlozeni 1€cby niz-
kou davkou takrolimu po transplantaci kryokonzervovanych
potkanich aortalnich allos$tépt o sedm dni bez toho, aby byly patr-
ny zndmky akutni, buikami a protilatkami zprostfedkované rejek-
ce. Obdobné na modelu transplantace chladem konzervovanych
karotickych allos§tépli dostacovala imunosuprese takrolimem k
potlac¢eni imunitni reakce i kdyz byla zapocata od tietiho dne po
transplantaci. Preruseni podavani imunosuprese pak vedlo k hype-
rakutni rejekci béhem 14 dnti (Azuma N. et al. 1999).

V nasi praci jsme prokazali indukci donor specifickych
anti MHC I a anti MHC 11 protilatek u neimunosuprimovanych
ptijemct kryokonzervovanych aortalnich allostépd v pribehu
tficetidenniho sledovaciho obdobi. Oba imunosupresivni protoko-
ly s pouzitim nizké davky takrolimu byly dostatecné ucinné k
potlaceni produkce téchto protilatek.

6. ZAVER

V nasem experimentu jsme prokazali, Ze imunosuprese
pomoci takrolimu v monoterapii za pouziti nizkych davek 0,2
mg/kg/den je dostatecnd k potlaceni bunécné i protilatkami zpro-
sttedkované rejekci kryokonzervovanych aortalnich allostépu.
Rejekéni zmény byly suprimovany nehledé€ na to, jestli byla imu-
nosuprese podavana od prvniho poopera¢niho dne nebo s odstu-
pem sedmi dnli od transplantace. Imunosupresivni protokol s od-
lozenym podavanim takrolimu v nizké davce byl dostateény k
potlaceni akutni rejekce v cévni sténé.

V naSem experimentu jsme nepozorovali destrukci cévni
stény ani poruseni kontinuity intimy kryokonzervovanych aortal-
nich allostépu.

Experimentalné zjisténé skuteCnosti jsou inspiraci pro
klinickou praxi obecné a je tomu tak i v ptipadé predlozené diser-
tacni prace.
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