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1. Souhrn

Cévni Stépy urCené k alogenni transplantaci jsou tepny a zily odebirané v ramci
multiorganovych odbérti a dale pouzivané ve specifickych indikacich na specializovanych
cévné-chirurgickych centrech. Lze je pouzit jako ,.Cerstvé® tzn. chladem konzervované do 48
hod. od odbéru anebo jako zmrazené — kryoprezervované. Kryoprezervované cévni alografty
jsou také odebirany vramci multiorganovych odbéri, dale jsou pak Vzchlazeném
konzervacnim roztoku ptfevezeny do kryobanky, kde jsou zpracovany, zmrazeny a ulozeny
Vv paréch tekutého dusiku. V cévni chirurgii maji cévni alografty nezastupitelné misto pfi feSeni
infekci cévni protézy, kde je jejich biologickd povaha vyhodna z hlediska odolnosti vici
infekci. Dalsi indikaci, kde jsou cévni alografty pouzivany, jsou revaskularizace koncetin u
pacientli S kritickou koncetinovou ischemii ve stadiu trofickych defekt, ktefi maji
spotfebované vlastni autologni §tépy z ptedchozich rekonstrukénich vykonti a pouziti umélé
cévni protézy je u nich spojeno s vysokym rizikem infekce a uzavéru rekonstrukce. V
uvedenych indikacich lze pouzit jak Cerstvé, tak kryoprezervované cévni alografty. V pripadé
erstvych §tépul je viak omezenim jejich nedostate¢na dostupnost. Cekaci doba pacienti
zatazenych na waiting list (WL), ktery je veden Koordina¢nim stéediskem transplantaci (KST)
Vv Praze trva primérné 2-3 tydny. Jsou situace, kdy je tepenny $tép potiebny urgentné, a zejména

pro tyto situace slouzi zasoba §tépt kryoprezervovanych, které jsou dostupné okamzité.

Soucasné s rozvojem pouzivani cévnich alograftii probihaly a dale probihaji experimentalni
vyzkumy tykajici se antigenicity a ovlivnéni rejekce, ktera se Kklinicky projevuje napiiklad

trombozou s naslednou obliteraci, dilataci a/nebo rupturou stépu.

Predkladana habilita¢ni prace hodnoti experimentalni prace provedené v této souvislosti jak na
zvifecich modelech, tak na humannich Stépech. Prvni praci je experiment realizovany na
zvitecim modelu, ktery objasiiuje ovlivnéni rejekce kryoprezervovanych cévnich alograftt
podavanim imunosuprese. V souvislosti s jejich pouzitim pfi feSeni infekénich komplikaci jsme
V tomto experimentu rovnéz zjiStovali, zda je mozné efektivné podavat imunosupresi se
sedmidennim odstupem, kdy odloZené podavani IS 1écby negativné neovlivni imunitni reakci
nemocného v pocatecni fazi boje vici infekci cévni protézy a nekompromituje pacienta
VvV Casném perioperacnim obdobi. Dalsi prace se zabyva vlivem kryokonzervace a nasledného
rozmrazeni na imunogenicitu cévnich alograftii na zvifecim modelu. Vysledky jsou porovnany
s diive provedenym experimentem S Cerstvymi cévnimi alografty. Na tento experiment
navazuje prace, ktera hodnoti vliv techniky rozmrazovani humannich zilnich alografti na

strukturdlni zmény endotelu a prezentuje nase nové vysledky dosazené pii riiznych protokolech
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rozmrazovani zil. Pfispivd k rozsifeni dosavadnich poznatki v oblasti optimalniho
managementu kryokonzervovanych Zzilnich alograftd v klinické praxi. Dal§i komentovana
publikace hodnoti vitalitu rozmrazenych Zzilnich alografti. V této praci je vitalita bunék
hodnocena elektronovou mikroskopii za pouziti fluorescenénich barviv. Zaroven je hodnocena
vitalita ve vztahu Kk rychlému a pomalému protokolu rozmrazovani. V dal$i publikaci je
popisovana zavislost mechanickych vlastnosti Cerstvych a kryoprezervovanych Zzilnich
alografti na procesu kryokonzervace a protokolu rozmrazovani. Ta byla hodnocena na
mechanickém modelu v experimentu s humannimi zilami. Posledni prezentovana prace hodnoti
viabilitu humannich tepennych alografti. Pomoci comet assay jsou vySetfeny rdznymi
protokoly rozmrazené cévni kryografty i erstvé cévni $t€py odebrané v ramci multiorganovych

a kadaverdznich odbéru.

Imunogenicita a rejekéni zmény cévnich alografti zdsadnim zplsobem ovliviuji
vysledky rekonstrukei pfi jejich klinickém pouziti a maji tak veliky vliv na vysledky 1écby
cévné-chirurgickych pacienti. Cilem této prace je zhodnoceni dosavadnich poznatkii o
vlastnostech cévnich alograftii, ovlivnéni rejekce imunosupresi a vlivu kryokonzervace a
rozmrazovani na jejich imunogenicitu, vitalitu a mechanické vlastnosti. Zjisténé skute¢nosti

jsou implementovany do klinické praxe.
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2. Summary

Vascular grafts intended for allogeneic transplantation are arteries and veins obtained as part of
multi-organ procurement and further used in specific indications at specialized vascular surgery
centers. They can be used as "fresh”, i.e. cold-preserved within 48 hours of harvest, or frozen —
cryopreserved. Cryopreserved vascular allografts are also obtained as a part of multi-organ
harvests, but after that they are transported in a cooled preservation solution to a cryobank
where they are processed, frozen and stored in liquid nitrogen vapour. Vascular allografts have
an irreplaceable place in the management of vascular prosthesis infections, where their
biological nature is advantageous in terms of resistance to infection.. Another indication where
vascular allografts are used is limb revascularization in patients with critical limb ischemia at
the trophic defect stage, who have used up their own autologous grafts from previous
reconstructive procedures and the use of an artificial vascular prosthesis is associated with a
high risk of infection and reconstruction occlusion.. Both fresh and cryopreserved vascular
allografts can be used in this indications. However, a major limitation of fresh grafts is their
lack of availability. The waiting time for patients included in the nationwide waiting list (WL),
which is stored and updated in the Transplantation Coordination Centre (KST) in Prague, is 2-
3 weeks on average. There are situations when an artery graft is needed urgently, and especially
for these situations the inventory of cryopreserved grafts is available immediately.

In parallel with the development of the use of vascular allografts, experimental studies on
antigenicity and the influence of rejection, which is clinically manifested, for example, by
thrombosis with subsequent obliteration, dilatation and/or graft rupture, have been and continue
to be conducted.

The present thesis evaluates the experimental investigations carried out in this context both in
animal models and in human grafts. The first work is an experiment carried out in an animal
model, which clarifies the influence of immunosuppression on the rejection of cryopreserved
vascular allografts. In the context of their use in the management of infectious complications
of vascular prothesis, we also investigated, whether immunosuppression can be effectively
administered with a seven-day delay. where the delayed administration of IS treatment does not
adversely affect the patient's immune response in the initial phase of the fight against vascular
prosthesis infection and does not compromise the patient in the early perioperative period.
Another described publication deals with the effect of cryopreservation and subsequent thawing
on the immunogenicity of vascular allografts in an animal model. The results are compared

with a previously performed experiment with fresh vascular allografts. This experiment is
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followed by a paper that evaluates the effect of the thawing technique of human vein allografts
on structural changes in the endothelium and presents our new results obtained with different
thawing protocols. It contributes to the existing knowledge in the field of optimal management
of cryopreserved vein allografts in clinical practice. Another annotated publication evaluates
the viability of thawed vein allografts. In this paper, cell viability is assessed by electron
microscopy using fluorescent dyes. Vitality is also evaluated in relation to a fast and slow
thawing protocol. In another publication, the dependence of the mechanical properties of fresh
and cryopreserved vein allografts on the cryopreservation process and thawing protocol is
described. This dependence was evaluated in a mechanical model in an experiment with human
veins. The last presented work evaluates the viability of human vein allografts. Thawed vascular
cryografts as well as fresh vascular grafts obtained as part of multi-organ and cadaveric harvests

are examined using the comet assay.

The immunogenicity and rejection changes of vascular allografts have a major impact
on the outcome of reconstructions in their clinical use and thus have a great influence on the
treatment outcomes of vascular surgical patients. The aim of this study is to evaluate the current
knowledge on the properties of vascular allografts, the influence of rejection by
immunosuppression and the effect of cryopreservation and thawing on their immunogenicity,

viability and mechanical properties. The findings are implemented into clinical practice.
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3. Uvod
3.1. Cévni alografty

Cévni alografty maji v souc¢asné cévni chirurgii nezastupitelnou roli pii feSeni infekci cévnich
protéz a také jako ultimum refugium pii revaskularizaci dolnich koncetin u pacienti
s ischemickou chorobou ve stadiu trofickych defektt, ktefi nemaji vhodny autologni Stép.
V uvedenych indikacich 1lze pouzit bud Cerstvé (chladem konzervované) nebo
kryokonzervované cévni alografty, tepenné i zilni. Transplantace Cerstvych tepennych §tépti ma
v Ceské republice dlouhou historii, zatimco pouZivani kryokonzervovanych alografti bylo

zavedeno do klinické praxe az od roku 2011.

Cévni alografty by mély pred transplantaci spliiovat zakladni kritéria jako ABO
kompatibilitu, anatomicky vhodné rozméry ve smyslu délky a prusvitu a optimalné
bezprostfedni dostupnost. Pravé omezena dostupnost je v ptipadé chladem konzervovanych
cévnich alograftil jejich zasadni nevyhoda. Cekaci doba pacientll zatazenych na waiting list
(WL), ktery je spravovan Koordina¢nim stiediskem transplantaci (KST) v Praze trva praimérné
2-3 tydny. Tato doba muiZe pro pacienty znamenat ztrdtu koncetiny nebo rozvoj zivot
ohrozujicich komplikaci. Dlouha ¢ekaci doba na vhodny Cerstvy §tép byla jednim z hlavnich
divodii vzniku programu ,,Kryokonzervovanych cévnich alografti®. Do né&j jsou zapojena
velkd cévné — chirurgickd a transplantani centra v Ceské republice, kterd spolupracuji
s Tkatiovou ustfednou v Hradci Kralové. Stépy jsou odebirany v ramci multiorganovych
odbért, nasledné¢ ulozeny do zchlazeného konzerva¢niho roztoku a transportovany do
kryobanky. V kryobance jsou po vstupni kontrole a ptipravé zmrazeny a ulozeny v parach
tekutého dusiku. V ptfipad¢ potteby jsou zkryobanky uvolnény a v transportnim boxu

prevezeny do pfislusného centra pro konkrétniho pacienta.

3.2. Infekce cévnich protéz

Na pocatku padesatych let doslo k vyznamnému rozmachu pouzivani cévnich protéz. Ty jsou
vyrabény ze syntetickych materiald jako je dakron nebo polytetraflourethylen (PTFE). Jejich
pouzivani pii rekonstrukcich cévniho fecisté bylo podporovano neomezenou dostupnosti na

rozdil od autolognich a allogennich §tépti. Zaroven byly pozorovany dobré vysledky stran
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prichodnosti rekonstrukci. Pétileta prichodnost se u protetickych aortoilickych bypasst
pohybuje kolem 90 %, v ptipadé femoropoplitealnich rekonstrukci je mezi 38-68 % (Prager et
al., 2001, AbuRahma et al., 1999, Johnson et al., 2000, Klinkert P. et al., 2003). Soucasné
S narGstajicim pocCtem protetickych rekonstrukci se vSak zacaly objevovat jejich infekcni
komplikace. Tyto komplikace jsou relativné malo ¢asté, avSak svym prib&hem velmi zavazné
(Bahini et al. 1991). Pacienti jsou ohrozeni sepsi, tvorbou pseudoaneurysmat, krvacenim,
rekonstrukcich v tiisle dosahuje jejich incidence az 5 %. Jsou spojeny s 50 % rizikem amputace
koncetiny a v ptipadé aortoilickych nebo aortofemoralnich rekonstrukci az se 70 % mortalitou.
V ptipad¢ rekonstrukei nitrobfisnich mize dojit ke vzniku protézo-enterické pistéle, kterd se
vyskytuje méné Casto, v 1-2 %. Svou zavaznosti v8ak jiZ patii k zivot ohrozujicim komplikacim

(Wilson et al., 2016, Hannon et al., 1996, Donato et al., 2014, Spunda 2019).

3.3. Soucasny stav klinického pouziti alograftu

Lécba protetickych infekénich komplikaci spociva v antibiotické terapii, odstranéni infikované
protézy a zajisténi cévniho zasobeni distalné od rekonstrukce. Pro tyto rekonstrukce je vhodné
pouzit biologicky material, ktery umoziiuje prostup antibiotik a ktery ma realnou Sanci se vhojit.
Pokud jsou vyCerpany moznosti autolognich cév, je pouziti cévnich alografti metodou volby
(Kieffer et al. 2004). V této indikaci jsou alografty usp&€$né pouzivany vV mnoha dalSich
cévnéchirurgickych centrech (Kniemeyer et al. 1994; Vogt et al. 1996; Chiesa et al. 1998;
Teebken et al. 2004; Harlander-Locke et al. 2014; Touma et al. 2014).

Dalsi indikac¢ni skupinu, ve které mize byt transplantovan alogenni cévni §tép tvofi pacienti
s kritickou koncetinovou ischemii ve stadiu trofickych defekti, kteti maji spotiebovany vlastni
cévni $tépy, napf. venu saphenu magnu (VSM). Z indikace zachrany koncetiny je i zde metodou
volby transplantace alostépu (Adamec et al. 2011; Matia et al. 2006, 2007, 2010; Prager et al.
2002). V obou uvedenych indikacich 1ze pouzit ¢erstvé ¢i kryokonzervované cévni alografty.
Vzhledem ke stupni urgence u ¢asti indikovanych pacientti byva ¢asto zasadni, aby byl alo§tép
dostupny maximalné v fadu nékolika dnt. V tomto kontextu je tedy moznost okamzitého
vyuziti kryokonzervovaného cévniho alograftu z kryobanky jednozna¢nou vyhodou. Do
kryobanky jsou navic ukladany S§tépy rdznych krevnich skupin i rtiznych anatomickych
rozmért, tepenné 1 zilni. VéEtSinou je tak mozny okamzity vybér optimalnich $tépi pro

jednotlivé pacienty (Spacek et al., 2018, Spacek et al., 2019, Spunda 2019).
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4. Cile, metodika a vysledky komentovanych praci

Cilem habilita¢ni prace je zhodnoceni a shrnuti dosavadnich dil¢ich vysledkt jednotlivych
publikovanych praci, tedy otazkami, kterymi jsme se vramci naSi vyzkumné skupiny
v souvislosti s otazkami cévnich transplantaci, zabyvali. Vysledky vyzkumu objasiuji
antigenicitu stépt a jeji ovlivnéni technologickymi postupy pii odbérech, uchovavani a
rozmrazovani a také imunosupresi. Dale hodnoti vitalitu a mechanické vlastnosti cévnich
alograftii. Nize jsou popsany hlavni cile a principy jednotlivych praci, podrobna metodika
véetn¢ statistickych analyz a vysledku jsou popsany v jednotlivych ¢lancich (Ptiloha 1-7).

V diskuzi jsou pak hodnoceny vysledky a jejich pfinos a implementace do klinické praxe.

4.1. Imunosuprese po transplantaci kryokonzervovanych tepennych

alografta v experimentu

Cilem prvni komentované prace je objasnéni pfinosu imunosupresivni terapie na rejekci
kryokonzervovanych cévnich alograftti. Podstatou prace je experiment realizovany na zvifecim
modelu, kdy byly provedeny transplantace kryokonzervovanych alograftt mezi dvéma
alogennimi kmeny potkanti — Brown-Norway (BN) a Lewis (LW). Ve dvou skupinach jsme
potkantim po alogenni transplantaci (BN do LEW) podavali imunosupresi. V prvni skupiné od
prvniho a ve skupiné druhé od sedmého pooperaéniho dne. Intramuskularné jsme aplikovali
takrolimus v davce 0,2 mg/kg/den, pficemzZ jsme jeho hladinu kontrolovali v periferni krvi.
V dalsich dvou kontrolnich skupinach jsme provedli isogenni (LEW do LEW) respektive
alogenni (BN do LEW) transplantaci, pfi¢emz imunosuprese v téchto skupinach nebyla
podavéna. Stépy jsme po 30 dnech explantovali a naslednd hodnotili buiikami i protilatkami
zprostifedkovanou rejekei. Tato prace navazuje na diive provedeny experiment s chladem
konzervovanymi alografty (Matia et al. 2007). Jedna se tedy o analogii postupli pouzivanych
v soudasné klinické praxi v Ceské republice, za piisného dodrZeni technologie zpracovani
Stépti.

Pti hodnoceni vysledkii aortalni §tépy v obou takrolimem imunosuprimovanych skupindch
vykazovaly 30. den pravidelnou morfologii aortalni stény s jasnou diferenciaci vSech tii
zakladnich anatomickych vrstev — intimy, médie a adventicie bez zndmek intimalni
hyperplazie, nekrézy hladkych svalovych bunck nebo vysSi bunécné infiltrace adventicie.
Luminalni povrch intimy byl pokryty souvislou vrstvou endotelovych bunék. Nebyly zjistény

zadné zndmky nekrdzy nebo destrukce médie a zaroveil v ni nebyla detekovana zddna depozita
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IgG. Infiltrace adventicie mononukledarnimi bufikami byla srovnatelna s kontrolni isogenni
skupinou. Prekvapivé i histologie §tépt kontrolni alogenni skupiny (alogenni transplantace bez
imunosuprese) vykazovala pravidelnou morfologii stény aorty. VSechny tii zakladni vrstvy
byly rovnéz dobfe zachovany. Ve svalové vrstvé alogennich $tépti nebyla nalezena zadna
depozita 1gG. Infiltrace adventicie mononuklearnimi buiikami vSak byla vyssi ve srovnani
S isogenni a obéma alogennimi imunosuprimovanymi skupinami. V periferni krvi byla zjisténa
indukce donor specifickych protilatek proti MHC I. tfidy u neimunosuprimovanych piijemct
v alogenni skupiné. Oba imunosupresivni protokoly s pouzitim nizké davky takrolimu byly

dostate&nd G&inné k potladeni produkce téchto protilatek (Spunda 2019).

Piiloha 1: Spunda R, Hruby J, Mericka P, Mlcek M, Pecha O, Splith K, Schmelzle M, Krenzien
F, Lindner J, Matia |, Spacek M. Immunosuppressive protocols with tacrolimus after

cryopreserved aortal allotransplantation in rats. PLoS One. 2018 Aug 9;13(8)

4.2. Imunosupresivni protokoly pouzivané v klinické praxi po transplantaci

chladem konzervovanych alograftu

Druha ptiloZena publikace ma za cil zhodnotit imunosupresivni protokoly pouZivané v klinické
praxi po transplantaci arteridlnich alografti pouzitych pii feSeni infekci cévnich protéz.
Porovnava rizné druhy imunosupresiv s pfihlédnutim k nezadoucim G¢inklim a rizikiim 1é¢by.
Navzdory tomu, Ze byla experimentalnimi studiemi byla prokazana imunogenicita cévnich
alograftii, kterou lze podstatné ovlivnit poddvanim imunosuprese, nejsou imunosupresiva po
transplantacich cévnich alograftdi vieobecné akceptovana. V Ceské republice i ve svété bylo
provedeno vice studii, které podavani imunosuprese podporuji. Nejvice pouZivanym lékem
v této indikaci je cyklosporin A (Mirelli et al., 1999, Stadler et al., 2005, Pupka et al. 2004).
Pupka v r. 2011 publikoval soubor pacientll u kterych byla 1é¢ena infekce protetické aortalni
nahrady. Soubor pacientil rozdélil celkem na 3 skupiny, pficemz pouze jedna skupina pacientil
byla po reoperaci a nahradé¢ infikované protézy cévnim alograftem 1é¢ena cyklosporinem A.
Pacientim z druhé skupiny byl sice implantovan alograft, imunosupresi po operaci vsak
nedostavali. Pacientim ze tfeti skupiny byla implantovdna cévni protéza potazena stiibrem z
divodu nedostupnosti cévniho alograftu nebo nesouhlasem pacienta s transplantaci $tépu od
mrtvého darce. Zavazné komplikace popsal celkem u 32 % pacientl. Ty zahrnovaly trombozu

Stépu (12 %), aneuryzmatické zmény (8 %) a rupturu $tépu (12 %). V souvislosti
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s komplikacemi 8 % pacientll zemielo. Uvedené komplikace se vyskytly pouze pacientt, kteti
nebyli 1é¢eni imunosupresivy. Ve své studii zdroven nepopisuje zadné vedlejsi nezadouci
ucinky podavani imunosuprese (Pupka et al., 2011). Mirelli také popsal efekt cyklosporinu A u
pacientl po transplantaci cévnich alograftii. Na souboru 30 pacientti po transplantaci cévniho
alograftu studoval vliv imunosuprese cyklosporinem A na produkci anti-MHC protilatek.
Produkci protilatek anti-MHC pozoroval piekvapivé i ve skupiné imunosuprimovanych
pacienti. Hladina protilatek a rychlost jejiho nartstu vSak byla niz$i nez u pacientii bez
imunosuprese (Mirelli te al., 2005). Ze studii je patrné, Ze podavani imunosuprese ¢asné po
transplantaci alografti omezenim funkce imunitniho systému zvySuje riziko zhorSeni
probihajici infekce. Naopak, pokud imunosupresiva nejsou podavana, rejekéni zmény
zpisobuji degeneraci $tépu s rizikem zavaznych komplikaci. Na zaklad¢ experimentalnich
praci a klinickych zkuSenosti zacala nékterd evropska centra pouZzivat protokol opozdéného
podavani imunosuprese. Pfi tomto protokolu je podavan takrolimus od 7. poopera¢niho dne po
celou dobu, po kterou je rekonstrukce alograftem funkéni. Pocate¢ni davka je 6 mg, udrzovaci
davka primérné 2 mg denné. Lécivo se podava peroralné a pravidelné je kontrolovana jeho

hladina v periferni krvi v rozmezi od 4 do 7 ug/l (Spacek et al., 2018, Spunda, 2019).

Ptiloha 2. Spunda R., Hruby J., Adamec M., Matia I., Spacek M. Cold-stored arterial allografts
for in situ reconstruction of infected prosthetic grafts. Review of immunosuppressive protocols
used in clinical practice, Eur Surg 2016; 48 (Suppl2): S166-S168

4.3. VIliv nového kryokonzervaéniho protokolu na imunogenicitu a rejekci

tepennych alografti u potkant

Tteti prace porovnava rejekci po transplantaci chladem konzervovanych a kryokonzervovanych
tepennych alografti. Jejim cilem je objasnéni vlivu procesu kryokonzervace a rozmrazeni na
imunogenicitu tepennych s§tépli. Experiment byl proveden na zvifecim modelu a byl pouzit
protokol pomalého rozmrazovani §tépu, pii kterém jsou alografty po vyjmuti z pfevozniho boxu
ulozeny na 60 minut do lednice pii teploté 4 °C a dale na 60 minut do prostfedi pti pokojové
teplotd. Stépy byly nasledné transplantovany mezi alogennimi kmeny potkanti—z BN do LEW.
Po 30 dnech byly stépy explantovany a histologicky a imunohistochemicky vysetieny. Zaroven
byla zmétena koncentrace a dynamika donor specifickych anti MHC protilatek 1. a II. téidy

z periferni krve. Pii histologickém vySetieni jsme hodnotili pfedevSim tloustku a kontinuitu
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intimy, rozsah intimalni proliferace eventudlné destrukce a tloustku medidlni vrstvy.
Imunohistochemicky jsme detekovali infiltraci cévni stény CD4*, CD8", Lewis MHC II
pozitivnimi bunkami a depozita IgG. Vysledky byly porovnany s diive provedenym
experimentem s Cerstvymi $tépy a miize tak hodnotit vliv procesu kryokonzervace a rozmrazeni
na imunogenicitu alograftd (Matia et al.,, 2007). Vysledky prace ukazaly, Ze chladem
konzervované tepenné alografty maji vyznamné vys$i imunogenicitu v porovnani
s kryokonzervovanymi $té€py. Histologické a imunohistochemické vysetfeni po 30 dnech od
transplantace prokdzalo u chladem konzervovanych stépa destrukci cévni stény se znamkami
nekrozy médie s ukladanim depozit IgG. V hyperplastické intimé byla patrna vyrazna infiltrace
buné¢k MHC II. tiidy a CD8+. V adventicii téchto $tépt byla zjisténa desetkrat vyssi infiltrace
imunokompetentnimi buitkami CD4+ a CD8+ nez u kryokonzervovanych $tépt. V ptipade
chladem konzervovanych §tépt byla zjisténa zvysena hladina anti MHC 1. i 1. t¥idy, zatimco
V piipadé kryoprezervovanych §tépu byla zjisténa elevace pouze anti MHC 1. téidy (Spunda
2019).

Piiloha 3: Hruby J, Spunda R, Mericka P, Mlcek M, Pecha O, Splith K, et al. Influence of the
new standardized clinical cryopreservation/slow thawing protocol on immunogenicity of
arterial allografts in rats. PLoS ONE 2020; 15(3)

4.4. Porovnani riznych protokolt rozmrazovani lidskych

kryokonzervovanych zilnich stépu

Cilem dalsi prace je zhodnoceni, zda maji rizné protokoly rozmrazovani cévnich $té€pa vliv na
strukturalni zmény endotelu. Byly testovany dva postupy rozmrazovani: pomalé rozmrazovani
v chladnicce pii teploté +4 °C po dobu 120 minut (median) a rychlé rozmrazovani ve vodni
lazni pfii teploté +37 °C, kdy se pohybovala doba rozmrazeni od 4:20 do 9 minut (median 5
minut). Pfi obou zpiisobech rozmrazovani byly stépy ulozeny v piivodnim obalu v roztoku 10
% DMSO (dimethylsulfoxid). Stépy byly po rozmrazeni zpracovany pro skenovaci
elektronovou mikroskopii a nasledné vySetfeny. Miru poskozeni endotelu jsme hodnotili
Sestistupfiovym skorovacim systémem - 1. morfologicky neporuseny endotel, 2. konfluentni
endotel se strukturalni nehomogenitou (detekce nepravidelnosti v podobé jednotlivych bunék a
zmény jejich membran), 3. naruseni mezibunécnych kontaktli (ztraci se kontinuita

endotelialniho vrstvy, endotelie se zmensuji, pficemz stale pfiléhaji k bazalni membrang), 4.
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oddéleni endotelidlnich bun€k od bazalni membrany, 5. uplna ztrata endotelovych bunék s
obnazenou bazilni membranou, 6. poSkozeni subendotelidlnich vrstev cévni stény. Na
experiment byly pouzity vyfazené humanni zilni $tépy (VSM), které jiz nemohly byt pouzity
Vv klinické praxi. Z vysledkl prace je patrné, Ze kryokonzervované lidské safény nevykazovaly
zadny rozdil, pokud jde o strukturdlni poSkozeni povrchu endotelu a bazilni membrany v
zavislosti na dvou raznych pouzitych protokolech rozmrazovani. Tyto vysledky jsou odlisné
V porovnani s obdobnymi experimenty s tepennymi $tépy, kde byly detekovany mikrofraktury
cévni stény po rychlém rozmrazeni (Pegg et al., 1997). Rozdilné vysledky v rozsahu
morfologického poskozeni mezi alogennimi zilami a tepnami mohou byt zpiisobeny rozdily

Vv histologické stavbé cévni stény; rozhodujici roli mtize hrat tloustka medidlni vrstvy.

Priloha 4: gpaéek M, Me¢ticka P, Janousek L, Dalecka M, Benda A, Krs O, Slizova D, Spunda
R, Hruby J, Matia I, Honegrova B, Lindner J. Comparison of different thawing protocols in

human cryopreserved venous grafts. 2020; 64(4), 347-354

4.5. Hodnoceni zivotaschopnosti bunék pomoci fluorescenénich vitalnich
barviv a konfokalni mikroskopie pfi hodnoceni zmrazovacich a
rozmrazovacich protokoli pouzivanych pri kryokonzervaci alogennich
Zilnich stépu

Ve spolupraci s kolegy z BIOCEVuU jsme provedli experimentalni praci, ktera hodnoti viabilitu
rozmrazenych humannich Zilnich §tépt. Jejim cilem bylo zjisténi plisobeni zamrazeni a riznych
protokolii rozmrazovani a teplé ischemie na Zivotaschopnost bunék cévni stény. Stépy byly
rozmrazeny pomalym protokolem v lednici nebo rychle ve vodni lazni pii teploté¢ 37 °C.
Viabilita bunék byla hodnocena elektronovou mikroskopii za pouziti fluorescencnich barviv.
Ta obarvuji vitdlni bunky na principu enzymatické aktivity ¢i prostupuji poSkozenymi
bun&énymi membranami a obarvuji tak jadra neZivych bunék. Stépy byly v experimentu
rozmrazeny pomalym a rychlym protokolem. Obarveni a vySetieni elektronovou mikroskopii
bylo provedeno bezprostifedné po rozmrazeni a dale po 24 a 48hodinové kultivaci pfi teploté
+37 °C. VySettenim byla zjisténa vice nez 70 % viabilita ve vzorcich nehled¢ na rychlost
rozmrazeni. Tato skuteCnost je nepochybné v pifimé souvislosti s kratkou dobou studené
ischemie od odbéru §tépu do jeho definitivniho zamrazeni. Statisticky vyznamny pokles

zivotaschopnosti po 48hodinové kultivaci byl pozorovan pouze pii pouziti protokolu pomalého
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rozmrazovani. Moznym vysvétlenim by mohlo byt "poskozeni vlivem roztoku" béhem
pomalého rozmrazovani, které zpisobilo mirné snizeni bunéCnosti Stépu (Stépy jsou
rozmrazovany v kryoprotektivnim roztoku DMSO). Mozny vliv tohoto jevu na imunogenicitu

kryoprezervovanych §t€pi by mél byt predmétem dal$iho zkoumani.

Priloha 5: Mé&ficka P, Janousek L, Benda A, Lainkova R, Sabo J, Dalecka M, ProkSova P,
Salmay M, Spunda R, Pecha O, Jandova M, Gregor J, Stérba L, Spacek M, Lindner J. Cell
Viability Assessment Using Fluorescence Vital Dyes and Confocal Microscopy in Evaluating
Freezing and Thawing Protocols Used in Cryopreservation of Allogeneic Venous Grafts.
International Journal of Molecular Sciences. 2021; 22(19)

4.6. Mechanické vlastnosti ¢erstvych a kryokonzervovanych zilnich stépu:

vliv kryokonzervace a rozmrazeni

Cilem dalsi prace je posouzeni zavislosti mezi mechanickymi vlastnostmi humannich cévnich
Stépu a procesem kryokonzervace, respektive protokolem rozmrazovani. Autoti predkladaji
préaci zabyvajici se porovnanim Cerstvych a kryokonzervovanych humannich Zilnich §tépt s
vyuzitim experimentalné ziskanych udaji o zavislosti tlaku na deformaci, resp. napéti na
deformaci, v obvodovém a axidlnim sméru. Tlakové zatizeni vzorkd bylo simulovano
analogicky Zilnimu a arteridlnimu prostiedi. Byly porovnany hodnoty dosaZenych deformaci a
tuhosti v obvodovém a axialnim sméru. Mechanicka odezva Cerstvych Zilnich $tépa se od
kryokonzervovanych vyrazné liSi pfedev§im v axidlnim sméru. To bylo pozorovano jak pii
simulovaném zilnim, tak pfi arteridlnim tlakovém zatizeni. Krom¢ toho byla pii rychlém
rozmrazeni kryokonzervovanych $tépi VSM pozorovana zmeéna obvodové tuhosti pfi
arteridlnim zatizeni. Takovy zplsob rychlého rozmrazeni navic pfinasi vétsi rozptyl
mechanickych vlastnosti (zejména tuhosti a dosazenych deformaci pii arteridlni z4tézi) nez

pomalu rozmrazované zilni $tépy.

Ptiloha 6: Chlup H, gpunda R, Salmay M, Méricka P, Lainkova R, Slautin A, Janousek L,
Jandova M, Gregor J, Lindner J, Spa¢ek M. Mechanical properties of fresh and cryopreserved
venous grafts: influence of cryopreservation and thawing. J Mech Behav Biomed Mater — under

review
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4.7. Viabilita tepennych stépli hodnocena pomoci comet assay

Cilem posledni prezentované prace je zhodnoceni viability tepennych Stépt v zavislosti na
technice jejich ziskani a zpracovani. Zkoumany byly 4 skupiny tepennych $tépu a to: 1. pomalu
rozmrazené Kryografty, 2. rychle rozmrazené kryografty, 3. chladem konzervované — odebrané
Vv ramci multiorganovych odbért, 4. kadaverézni — odebrané pii sekcich. Viabilita byla
hodnocena pomoci tzv. comet assay (Single cell gel electrophoresis — SCGE), pii které byla
pomoci elektroforézy po lyze endotelovych bunék detekovana degradace DNA. Jako kritérium
viability byl zvolen interval zachovani jaderné DNA v rozmezi do 90 %, tj. pokles maximalné
o 10 % celkového mnozstvi. Timto vySetfenim tak bylo mozné zjistit zivotaschopnost
intimalnich bunék v endotelové vrstvé v jednotlivych skupinach $tépa. Ze zjisténych hodnot
byl uren pomér nedegradovanych a degradovanych jader. Tento pomér byl u kadaveroznich
vzorkd 0,63, u pomalu rozmrazenych 2,9, u rychle rozmrazenych 1,9 a u multiorgdnovych
vzorkd 0,68. Vysledkem studie bylo potvrzeni predpokladu, Ze nejméné¢ vhodné z hlediska
degradace DNA jsou s$tépy ziskané pii sekcich z tél zemielych osob. Odbér §tépu pii
multiorganovych odbérech dosahuje z hlediska Zivotaschopnosti sledované kometovym testem
mirné lepsich vysledkt. Nejlepsich vysledkt 1ze doséhnout pfi pouziti kryokonzervovanych

pomalu rozmrazovanych $tépt, pravdépodobné z divodu nejkratsi dosazené doby teplé a

vvvvvv

Ptiloha 7: Pilin A, Mazura I, Lainkova R, Salmay M, M¢éticka P, Pecha O, Janousek L,
Spunda R, Lindner J, Spa¢ek M. Viability of human arterial allografts monitored by comet
assay. Physiol. Res. —in press
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5. Diskuze
5.1. Imunosuprese po transplantaci cévnich alograftt

Experimentalni studie na zvifecich modelech i klinické studie prokézaly, ze cévni alografty
vyvolavaji v pfijemcovském organismu imunitni odpovéd’ (Plissonnier et al., 1995, Lopez-
Cepero et al., 2002, Azuma et al., 1999). Ta zptsobuje rejekei, ktera vede k trombotickym
uzavérim, aneurysmatickym zménam, nebo rupturam Stépl s ndslednymi vaznymi
komplikacemi od ztraty konéetiny po umrti (Szilagyi et al., 1970, Kieffer et al., 1993). I ptes
tyto skutecnosti vSak neni imunosupresivni 1é¢ba ve specializovanych cévné-chirurgickych
centrech, kterd se touto problematikou zabyvaji, vSeobecné¢ akceptovana. Pokud jiz
imunosupresi pouzivaji, nejcastéji podavanym lékem je cyklosporin A. Ten mé vsak
V porovnani s modernimi imunosupresivy pouzivanymi Vv transplantaéni mediciné vice
nezadoucich ucinka (Freguin-Bouilland et al., 2011, Tepperman et al., 2010, Shin et al., 1997,
Zoja et al., 1986) V nékterych pracich jsou popisovany znac¢né vaskularni a metabolické
vedlejsi ucinky, které zptsobuji aterosklerotické zmény v alograftu (Khana et al., 1997). Tato
skute¢nost byla objasnéna zvySenim exprese TGF — B (transforming growth factor beta)
(Khanna et al., 2002). Castym argumentem odmitani imunosupresivni 16¢by v klinické praxi u
pacientu s infekci cévni protézy je omezeni funkce imunitniho systému v situaci, kdy je naopak
potieba, aby byl imunitni systém schopny s infekci aktivné bojovat. Tato doba zavisi na
pribéhu infekce a 1€cbé, obvykle vSak neptevysuje jeden tyden. Na zakladé téchto skutenosti
byly provedeny experimentalni studie Snovym protokolem imunosprese s odloZzenym
podavanim takrolimu (Matia et al., 2014, Heim et al., 2015, Ensminger et al., 2002, Spunda
2019). Takrolimus je moderni imunosupresivum bézné uzivané po transplantaci jater a ledvin
(Faivre et al. 2001, Vincenti et al., 2002). Obdobné jak o cyklosporin zabrafiuje aktivaci
imunitniho systému ihibici aktivity kalcineurinu. Na rozdil od cyklosporinu vSak také
interferuje s TGF-B v cévni sténé alograftu, ktery je zodpovédny za fibrotizaci v jejich sténé
(Dumont et al., 2000, Wang et al., 1994). Tento fakt muze byt po transplantaci cévnich alostéptu
zasadni a s pfihlédnutim k tomu, ze je takrolimus vyrazné G¢innéjsi nez cyklosporin, jevi se
jeho pouzivani k imunosupresi Vv této indikaci vhodné&jsi (Goto T. et al., 1991). Imunosuprese
podavana od sedmého pooperacniho dne byla v experimentech s cerstvymi i
kryokonzervovanymi alografty dostate¢né ucinna k potlaceni buné&tné i protilatkami
zprostiedkované rejekce (Matia et al. 2007, Spunda et al. 2018, Spunda 2019). Tento fakt ved|
v nékterych cévné-chirurgickych centrech K zavedeni opozdéného podavani takrolimu po

transplantaci cévnich alografti do klinické praxe. Takrolimus je podavan od 7. poopera¢niho
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dne po celou dobu, po kterou je rekonstrukce alograftem funk¢éni. Pocatecni davka je 6 mg,
udrzovaci davka primérmé 2 mg denné. LéCivo se podavd peroralné a pravidelné je
kontrolovéana jeho hladina v periferni krvi v rozmezi od 4 do 7 pg/l (Spacek et al., 2018).
Dosavadni klinické zkuSenosti z naSeho pracovisté s timto imunosupresivnim protokolem jsou

velmi dobré.

5.2.  Vliv kryokonzervace a rychlosti rozmrazeni na imunogenicitu

tepennych alografta

Na zvifecim modelu jsme zjistili, Ze kryokonzervované aortalni potkani §tépy vyvolavaji
vyrazné men$i imunitni reakci nez Stépy Cerstvé (chladem konzervované). Ta u kryostépi
spocivala v infiltraci adventicie imunokompetentnimi butikami a produkci anti-MHC protilatek
I. tfidy. Produkce protilatek anti-MHC II. tfidy ani uklddani depozit IgG ve sténé
kryokonzervovanych alografti nebyla pozorovana. Stejné tak jsme u kryostépt nepozorovali
destrukci cévni stény tak jako u §t&pt chladem konzervovanych (Spunda 2019). Zaméfili jsme

se tedy na dalsi studium mechanizmi, které k nizsi antigenicit¢ mohou pfispivat.

wewvr

NejdilezitéjSimi  otdzkami postupu kryokonzervace/rozmrazovani v obdobi pied
zmrazenim jsou jednak vlastnosti konzerva¢niho roztoku a jednak délka trvani studené
ischemie (Rodrigues et al., 2012). Bylo zjis$téno, ze dlouhodoba studend ischemie vyvolava
znaéné poskozeni arteridlni st€ny a Ze endotelové buiiky jsou ke studené ischemii nejcitlivejsi
(Pascual et al., 2002, Knight et al. 2003). V naSem experimentu byla doba ischemie pted
zmrazenim aortalnich alograftd pfiblizné 3-4 hodiny. Je velmi pravdépodobné, Ze tato velmi
kratkd doba studené ischemie méla za nasledek vyrazné niz8i poskozeni endotelu
kryokonzervovanych $§tépl ptfed transplantaci a tim paddem minimalni intimalni reakci
pozorovanou 30. den po transplantaci. V recentn¢ publikovanych klinickych pracich je jako
standardni metoda rozmrazovani kryokonzervovanych tepennych alografti uvadéno rychlé
zahtati ve vodni lazni pfi teploté 37 °C (Antonopoulos et al., 2019). Tento protokol rychlého
rozmrazovani vSak zpusobuje poSkozeni cévni stény alografti stvorbou mikrotrhlin a
akumulace tekutiny v cévni sténé (Bujan et al., 2001). Naproti tomu pii pouziti protokolu
pomalého rozmrazovani dochdzi k minimalni imunitni odpovédi piijemce na transplantované

cévni alostépy (Rodriguez et al. 2012).

Rychlé rozmrazeni kryokonzervovanych alografti se vznikem mikrotrhlin zpisobuje

expresi antigenti hlavniho histokompatibilniho komplexu a tim ke zvySeni jejich antigenicity.

23



Patrné je to zejména v ptipadech, kdy fraktury zasahuji do medidlni vrstvy cévy (Bujan et al.,
2001). Exprimované antigeny spoustéji produkci anti MHC protilatek 1. a II. tiidy, které
nasledné zpiisobuji destrukci svalové vrstvy (Thaunat et al. 2006). V naSem experimentu jsme
zaznamenali statisticky vyznamnou produkci protilatek anti MHC 1. tfidy. Naproti tomu
nedoslo k vyznamné produkci protilatek anti MHC II. tfidy, které jsou exprimovany na
imunologicky aktivovanych endotelidlnich a hladkych svalovych buiikéch (Lou et al., 1996). S
pfihlédnutim k tomu, Ze jsme v medialni vrstvé jsme u kryokonzervovanych alografti
nezaznamenali zadna depozita IgG, je mozné, Ze nas protokol pomalého rozmrazeni inhiboval
pravé expresi antigeni MHC v buiikdch hladké svaloviny béhem 30denniho sledovaciho
obdobi. Vliv sérovych protilatek proti MHC 1. tfidy na imunologickou rejekci aortalnich

alografti béhem sledovaciho obdobi z experimentu neni jasny.

5.3. Vliv kryokonzervace a rychlosti rozmrazeni na kvalitu a vitalitu zilnich
stépu

Pii kryokonzervaci buné¢nych suspenzi bylo prokazano, ze rychlej$i rozmrazovani vede k vyssi
zivotaschopnosti kryokonzervovanych bunék. U kryokonzervace pevnych tkani je situace
pokusech na krali¢ich tepnéach bylo prokazano, ze rychlé rozmrazovani zptisobuje mikrotrhliny
ve sténé tepny (Pegg et al., 1997, Hunt et al 1994). V klinické praxi muze takové poskozeni
vést k Casné rupture transplantované tepny. Z tohoto diivodu je nutné najit kompromis mezi
zachovanim Zivotaschopnosti bun¢k a zdroveil zachovanim strukturdlni integrity
kryokonzervovanych alografti. Provedené experimentalni studie na tepennych Stépech
doporucuji pomalé rozmrazovani $tépa s prihlédnutim k jejich moznému poskozeni i funkci
(Song et al., 2000, 1995, M’Bengue-Gaye et al., 1999). Experimentalni prace provedena nasi
skupinou ukézala, Ze na rozdil od tepen, kryokonzervované Zilni alografty v nevykazuji Zadny
rozdil, pokud jde o strukturalni poskozeni povrchu endotelu a bazalni membrany v zavislosti
na dvou riiznych protokolech rozmrazovani. Kli¢ovou roli v tomto rozdilu mtize hrat odlisSna

stavba stény V porovnani s lidskymi tepnami.

Kryokonzervacni protokoly zajistujici dobrou viabilitu bun€k po rozmrazeni jsou
povazovany za zlaty standard uchovani alostépti bez ohledu na to, Ze po transplantaci je nutna
imunosupresivni 1écba jako prevence rychlé deteriorace Stépu s jeho naslednou okluzi nebo

rupturou (Spunda et al., 2018, Spunda 2019, Matia et al., 2007, Jonas et al., 2014). Vysledky
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konfokalni elektronové mikroskopie za pouziti fluorescencnich vitalnich barviv ukdzaly
vysokou zivotaschopnost bun¢k bezprostfedné po rozmrazeni pii pouziti obou protokoll
rozmrazovani (pomalé i rychlé). Nepochybné je to disledek spravné kontroly podminek pied
zmrazenim (zamezeni dlouhé doby teplé ischemie odbérem alograftu v ramei multiorganovych
odbérti organd, pouziti roztoku pro konzervaci organii pro skladovani odebranych $tépti béhem
transportu a jejich véasné zpracovani kryobance) i u¢inné kryoprotekce pomoci 10 % DMSO a
bezpecného 3-5letého skladovani v plynné fazi kapalného dusiku pfi teploté nizsi nez -160 °C
(Spacek et al., 2019). K témto vysledkiim mize piispét i pouziti pomalého zmrazovani fizenou
rychlosti. Pii tomto protokolu je mensi riziko, ze dojde k devitrifikaci a poSkozeni §tépu
(M¢ticka P. et al., 2011; Méficka P. et al., 2014, Taylor et al., 2019). Po rozmrazeni byla
viabilita bun¢k relativné stabilni béhem 48hodinové kultivace, coz je interval, béhem kterého
pravidelné dochazi k opozdénému nastupu bunééné smrti (Baust et al. 2017). Pouze po pouziti
protokolu pomalého rozmrazovani doslo ke statisticky vyznamnému poklesu zivotaschopnosti
bunck. Tento vysledek vSak neni prekvapivy, protoze pomalé rozmrazovani vede k delSimu
vystaveni bun¢k koncentrovanym roztokim elektrolytd pii teplotach pod bodem mrazu a buiky
jsou poskozeny tzv. efektem roztoku, ktery mize zpasobit okamzitou nebo opozdénou
bunénou smrt. Naproti tomu rychlé rozmrazeni zpusobuje v piipad€ arteridlnich Stéph
mikrotrhliny v cévni sténé, coz v klinické praxi muze zpusobit ¢asnou rupturu transplantované
cévy (Pegg et al., 1997, Hunt et al., 1994). U Zilnich §tépl jsme mikrotrhliny zpiisobené
rychlym rozmrazenim nepozorovali, nicméné kombinaci protokold pomalého chlazeni a
pomalého rozmrazovani povazujeme za kompromis mezi dosazenim vysoké viability bunék po
rozmrazeni a zamezenim rizika poSkozeni strukturalni integrity rozmrazeného cévniho §tépu.
SniZeni viability u pomalu rozmrazovanych $tépit mize byt také ovlivnén pouzitim DMSO,
ktery stale zlstava dominantnim kryoprotektivem pfi kryokonzervaci cévnich tkéni bez ohledu
na zpravy poukazujici na jeho toxicitu (Goffin et al., 2000, Jashari et al, 2013, Awan et al,
2020). Je pravdépodobné, ze pozorovana opozdéna bunétna smrt v tomto experimentalnim
modelu muze nastat po transplantaci rozmrazenych cévnich §t€pii a muze zptlisobit jemné
snizeni bunécnosti $tépu, coz vede ke snizeni jeho imunogenicity, jak bylo pozorovano v

pokusech s potkany (Spunda et al.,2018, Spunda 2019, Hruby et al., 2020).
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5.4. Zavislost mechanickych vlastnosti zilnich stépu na kryokonzervaci a

protokolu rozmrazeni

Biomechanické studie provadéné na cévach jsou vétSinou limitovany jejich provedenim, a to
bud’ jednoosym nebo dvouosym tahovym zatizenim. V experimentu provedeném nasi pracovni
skupinou byly vzorky Cerstvych a kryokonzervovanych VSM testovany jako celek a axialni i
obvodové deformace byly zaznamendvany synchronné. Tim jsme se V tomto modelu vice
priblizili podminkam, jakym jsou cévy vystavovany V lidském téle. Experimentéalni prace
provedené s kryokonzervovanymi tepennymi $t€py V minulosti, kdy byly pouzity tradi¢ni
metodické pfistupy porovnani mezniho tahového napéti a deformace neprokdzaly zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi nativnimi a kryokonzervovanymi tepennymi $tépy. Stejné tak
nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil v meznim tahovém napéti a deformaci mezi
pomalu a rychle rozmrazovanymi kryokonzervovanymi tepennymi $tépy (Lomas et al., 2013,
Novotny et al., 2020). NasSe studie zaloZzend na podrobné analyze deformaci v axialnim a
obvodovém sméru provedené na zilni tkani ukdzala odlisné vysledky. Pro testovani jsme pouzili
diive popsany protokol (Spadek et al., 2019). Rychlost rozmrazovani kryokonzervovanych
vzorkli SVG neméla v této studii vyznamny vliv na jejich mechanické vlastnosti. Pokud vSak
byly porovnany CcCerstvé (chladem konzervované) s pomalu a rychle rozmrazovanymi
kryokonzervovanymi VSM, mechanické vlastnosti rychle rozmrazovanych Zil v obvodovém
sméru jsou na rozdil od pomalu rozmrazovanych ovlivnény pfedevs§im v axidlnim sméru. V
obvodovém sméru byly zmény mechanické odezvy pfti zatiZeni pozorovany také, ale v mnohem
mensi mife nez v axiadlnim (Camasao et al., 2021, Kim et al., 2011). Vysledky studie ukazaly,
ze charakteristiky pomalu rozmrazenych Zilnich §tépti se mirné blizi charakteristikdm Cerstvych
VSM. Jak také vyplyva z naSich pfedchozich studii, poskozeni endotelu a bazalni membrany je
u pomalu rozmrazovanych cévnich §tépli ur€enych k transplantaci niz§i a ochrana téchto
intimalnich struktur vede k men$im znamkam rejekce. Souhrnné lze spolu s vysledky
mechanickych testl pro manipulaci s kryokonzervovanymi zilnimi $té€py doporucit spise

pomaly zpiisob rozmrazovani cévnich §tépa (Spacek et al, 2019).

5.5. Ovlivnéni viability tepennych stépt protokoly odbéru, kryokonzervace

a rozmrazeni

Comet assay (kometovy test), znamy také jako Single cell gel electrophoresis — SCGE je

analytickd metoda vyvinuté pro studium degradace DNA pomoci elektroforézy po lyze bunck
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a vizualizaci fragmenti DNA pomoci fluorescen¢niho barviva (Singh et al. 1988, Nandhakumar
S. etal. 2011, Kumaravel et al. 2007, Johnson et al., 2013). V zavislosti na riznych faktorech,
jako je autolyza, ucinek toxickych latek, ischemie tkdn€, doba od rozmrazeni nebo odbéru, se
jaderna DNA rozpada a jeji fragmenty putuji v elektrickém poli a vytvareji obraz komety s
hlavou a ocasem rtizné velikosti. Vychazi se z predpokladu, Ze stupen degradace jaderné DNA
je ukazatelem zivotaschopnosti bun¢k, a tedy pouzitelnosti Stépu. V experimentu byly pouzity
3 typy stéptu - kryokonzervované, chladem konzervované (odebrané pifi multiorgdnovych
odbérech) a kadaverdzni (odebrané pfi pitvach). Je nutné podotknout, ze vSechny zkoumané
typy Stépa se ve svété pouzivaji pro cévni rekonstrukce. Ve vSech vzorcich byla zjisténa jak
nedegradovana DNA, tak degradovand DNA v riizném stupni rozpadu. Pfitomnost degradované
DNA mtze byt zpisobena autolytickymi procesy, zejména u kadaverdznich a multiorgdnovych
Stépl. V téchto piipadech je doba teplé a studené ischemie delsi nez v ptipade
kryokonzervovanych §tépi. Predpoklada se, ze vzorky, u nichz prevazuji nedegradovana jadra,
jsou vhodnéjsi pro implantaci Stépu. Vysledek studie potvrdil ptedpoklad, Ze nejméné vhodné
z hlediska degradace DNA jsou kadaverdzni $tépy ziskané z tél zemfielych osob na pitevné.
Mirné lepsi vysledky byly prokazany u Cerstvych, chladem konzervovanych $tépt. NejlepSich
vysledki 1ze dosahnout pii pouziti kryokonzervovanych pomalu rozmrazovanych S§tépa,
pravdépodobné z diivodu dosazeni nejkratsi doby teplé a studené ischemie Stépu. Je ziejmé, ze
pokud neni v dobé odbéru pii multiorgdnovém odbéru organi vhodny piijemce Stépu, je
nejleps§i provést kryokonzervaci misto jeho delSitho uchovavéni a ¢ekani na ptipadného

piijemce.
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6. Zaver

Pouziti cévnich $tépli pro ucely alogennich transplantaci v klinické medicin¢ a vysledky
takovéto 1écby jsou do znacné miry zavislé na technologii odbéru a zpracovani Stépt v kazdé
konkrétni zemi, kde takovy program existuje. Odlisnosti jsou jak v samotném piivodu Stépa,
tak v jejich zpracovani, uchovani a v pripadé kryokonzervovanych §tépi i v jejich rozmrazeni.
Jak je patrno v textu vyse, jedna se nékdy o rozdily pfimo opacné. V zajmu bezpe€nosti
pacientl je tedy tfeba vzdy konkrétni technologii a pouzivany postup v konkrétni zemi
experimentalné testovat a dosazené vysledky jsou platné pro takovou konkrétni situaci. Je
vyhodné, pokud lze ovérit bezpecnost 1€cby na experimentalnim zvifecim modelu, potom lze

vysledky do urcité miry zobecnit a pfispét timto zplisobem k poznani v této oblasti 1ékarstvi.

V Ceské republice jsou transplantovany cévy fadu let vtzv. rezimu fresh, tedy v ramci
transplantaci organli. Z diivodu nedostatku $tépli zejména V akutnich situacich byl zahajen
program kryokonzervovanych cévnich $tépti. Autofi se snazili z celosvétové existujicich
technologickych postupti zpracovani cévnich $tépl pro kryoprezervaci vybrat ty, které by
pfinesly co nejmensi riziko naslednych komplikaci u nemocnych, kterym je Stép
transplantovan. Tyto snahy zacinaji samotnym odbérem §tépu, kdy se ukézalo, Ze odbér v ramci
multiorganovych odbéri a nasledné casné zpracovani v Tkanové ustiedné, vcetné pouziti
konkrétnich kritickych materiald, vede k maximalnimu zachovani vitality bunék, endotelu a
neporuseni bazdlni membrany. Tento postup vede nasledné k niz§i expresi povrchovych
antigenll, které stimuluji organismus piijemce ve smyslu rejekce St€pu. Otazka ovlivnéni
rejekce je zasadni, jak s ohledem na dosazeni maximalni mozné prichodnosti $tépu, nizsi
Cetnosti komplikaci typu dilatace nebo ruptury, tak na druhou stranu i s ohledem na mozné

komplikace samotné imunosupresivni 1écby.

Z tohoto ditvodu byl navrzen tzv. low-dose protokol IS 1é¢by, ktery za diisledné monitorace
klinického stavu pacienta je mozné za urcitych okolnosti po asi 2 letech omezit, ptipadné zcela
vysadit. Podstatna je otdzka testovani mechanickych vlastnosti cévnich $tépid, a rozdily
dosazené v jednotlivych skupinach Zilnich a tepennych §tépli. Samotny zpiisob testovani jsme
upravili tak, aby co nejlépe odpovidal realné klinické situaci a ziskand data byla relevantni.
Experimentalni data ziskanéd rozsdhlym testovanim uvedenych hypotéz na zvifecim modelu
podpoftila svymi vysledky technologicky postup zpracovani i klinicky program transplantaci
cévnich §tépu, tak, jak je v poslednich 10 letech v CR pouzivan. Celou fadu otazek jesté zbyva
zodpoveédét, ale predlozeny soubor experimentalnich praci piedstavuje ucelenou snahu autorti

o dosazeni odpovédi v zajmu nemocnych v této oblasti chirurgie.
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