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1. UVOD

Disertacni prace ,Mechanické a morfologické vlastnosti lidskych chlopennich stép( v zavislosti
na délce kryoprezervace” se vénuje problematice pfipravy, kryoprezervace a uchovavani
lidskych aortalnich a pulmonalnich chlopennich $tépl a fesi otazku, jak vyznamné se méni
mechanické a morfologické vlastnosti tkani Stépu po exspiraci, v ¢asovém horizontu 5 az 10
let. Je rozdélena do nékolika oddild. Prvni ¢ast ptindsi literarni prehled a zakladni dvod do
problematiky. Uvod je koncipovan tak, aby usnadnil orientaci ¢tenafi bez vzdélani v
kardiologii/kardiochirurgii, v tkariovém bankovnictvi, v problematice testovani biomateriald i
v histologii. Seznamuje s historii chlopennich nahrad a jejich nej¢astéji pouzivanymi typy. Od
samého pocdatku chlopenni chirurgie se hleda optimalni zplisob nahrady postizené chlopné.
Vedle vyvoje riznych podob mechanickych a biologickych chlopennich protéz se rozvijela i

myslenka na vyuZiti evoluci ovéfeného pfirodniho designu lidskych chlopni — alograftu.

Ve své dalsi Casti se prace snazi ¢tenafi predstavit jednotlivé typy alograftli srdecnich chlopni,
indikace pro jejich pouziti, vyhody, ale i uskali s nimi spojend. Popisuje zplisob pfipravy
chlopennich $tépU a pfiblizuje principy jejich uchovavani. Dulezitym milnikem je zfizeni

kryoskladu, resp. kryobanky, ktera v nasich podminkach funguje jiz vice nez 25 let.

V dalSim textu jsou pfipomenuty zakladni aspekty anatomie, fyziologie a patologie
semilunarnich chlopni. Na principu srde¢niho cyklu je blize popsana dynamika aortalni a
pulmonarni chlopné. Pro pochopeni vSech aspektl praktické ¢asti projektu predstavuje Uvod
zaklady testovani mechanickych vlastnosti biomateridli a histologického hodnoceni

morfologie tkani.

Po shrnuti cilG disertacni prace ndsleduje vlastni praktickd c¢ast s podrobnym popisem
experimentalni slozky projektu hodnotici vlastnosti lidskych chlopennich alograft(i. Studijni
material pro experiment byl poskytnut Narodni bankou alogennich chlopennich $tépu, ktera
je soucasti Tkanového zafizeni Oddéleni transplantaci a tkariové banky Fakultni nemocnice

v Motole. K realizaci projektu mohlo dojit diky uzké spolupraci s vyzkumnym centrem NTIS



(Nové technologie pro informaéni spoleénost) na Zapadoceské univerzité v Plzni a Ustavem

embryologie a histologie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni.

Zavéreény oddil prace tvofi seznam pouzité literatury a pfilohy praci publikovanych v ramci

prezentace vyzkumného projektu v odbornych periodicich.

1.1. Historie chlopennich nahrad

Prvni zdokumentované pokusy o chirurgickou Ié¢bu chlopennich vad se datuji do pocatku
20. stoleti. Pres pokrok, kterého kardiochirurgie jiz tehdy dosahla, Slo diky technickym
omezenim v pripadé zakrokd na chlopnich spiSe o kazuistické pripady s ocekdvané vysokou
morbiditou a mortalitou. Pionyrskym pocinem byla prace amerického chirurga Charlese
Hufnagela (1916—1989), ktery pfi |é¢bé aortalni regurgitace v roce 1952 v Georgetownu (USA)
implantoval do descendentni hrudni aorty pomocny ventil v podobé plastové (metakrylatové)
kuli¢ky v plastovém pouzdre. Vykon na otevieném srdci bylo tehdy moZné provést prakticky
pouze v cirkulaéni zastavé pfi celkové hypotermii, tedy v podminkdach, které jsou i v dnesni
dobé povaZovany za vysoce rizikové a spojené s mnozstvim komplikaci. Hufnagelova operace
se proto zaméfila na descendentni aortu, kterou bylo mozné svorkou kratkodobé uzavrit.
Neslo tedy jesté o pfimou ndhradu srdec¢ni chlopné. Presto konstrukce jeho chlopné ukdazala
dalsi smér ve vyvoji ndhrad (Butany et al. 2002; Hufnagel a Harvey 1953). Princip kulicky, kterd
je uzaviend v pouzdie nebo kleci a obtékana krvi pti systole a branici zpétnému toku v diastole

byl vychodiskem pro konstrukce dalSich protéz (obr. 1).

Obr. 1: Hufnagelova chlopefi — metakryldtovd kulicka v plastovém pouzdre — implantovatelnd do descendentni
aorty pri lécbé aortdini regurgitace. Princip byl pozdéji prejat pfi vyrobé dalsich typ umeélych chlopennich néhrad.

Zdroj: Alan Hawk, Historical Collections, National Museum of Health and Medicine
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hufnagel_heart_Valve15111214-photos_309.jpg), ,Hufnagel heart Valve15111214-photos 309,
ofiznuti obrdzku upraveno autorem textu, https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/legalcode



Moderni chirurgicka Ié€ba srdecnich vad se rozviji az s objevem mimotélniho obéhu. Pfistroj
predstaveny v roce 1953 Americanem Johnem Gibbonem (1903-1973) umoznil operace na
otevieném srdci a odstartoval tak éru chlopenni chirurgie. Prvni Uspésnou nahradu aortdlni
chlopné mechanickou kulickovou protézou provedl americky chirurg Dwight Harken (1910-
1993) v Bostonu roce 1960 (Stephenson 2000). Chlopenni chirurgie se od pocatku potyka
s otazkou vhodné nahrady postizené nativni chlopné. Prikopniky v této oblasti byli Albert
Starr (narozen 1926) a Miles Lowell Edwards (1898-1982). Ze spoluprace mladého chirurga a
zkuseného konstruktéra vzeSel design kulickové protézy Starr-Edwards, ktera svymi
vlastnostmi a vysledky implantace do mitralni, ale i aortdlni a trikuspidalni pozice suverénné
prekonala plvodni pokusy o napodobeni nativni chlopné pomoci listkové ndhrady (Matthews
1998). Na dlouhd |éta se stala zlatym standardem umélych chlopennich nahrad (obr. 2). Pouziti
mechanické protézy sebou vsak stale pfinaselo vysoké riziko, pfevdiné trombotickych

komplikaci. Proto byly dale vyvijeny dalsi typy, tzv. biologickych nahrad.

Obr. 2: Chloperi Starr-Edwards se silikonovou kulickou v kovové kleci. Zdkladni design této chlopné byl
s rliznymi dpravami vyrdbén firmou Edwards Lifesciences aZ do roku 2007

Zdroj: Dr. Mirko Junge (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Prosthetic_Cardiac_Ball_Valves.jpg), ,, Prosthetic Cardiac Ball Valves*,
vyfez z obrdzku upraven autorem textu, https.//creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
Logickou myslenkou bylo wvyuZiti lidskych kadaverdznich chlopni (alograftl) a ndahrad
vyrobenych z tkani jiného Zivoc¢isného druhu (xenograftll). Techniku prfenosu nativni chlopné
z jednoho jedince (darce) na druhého (pfijemce) na zvifecim modelu popsali v Oxfordu Carlos
Duran (1932-2017) a Alfred Gunning (1918-2011) (Duran a Gunning 1962). Kratce nato
provedli implantaci kadaverézniho lidského chlopenniho alograftu (homograftu) lidskému

prijemci témér soucasné Donald Ross (1922-2014) v Londyné (Ross 1962), Sir Bryan Barrat-
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Boyes (1924-2006) v Aucklandu (Barrat-Boyes 1964) a Raymond Heimbecker (1922-2014)
v Torontu (Heimbecker et al. 1962). Ke viem zakrok(m doslo v prabéhu roku 1962 nezavisle
na sobé na tfech rGznych kontinentech. Prvni dva jmenovani vyuZili aortalni chlopen darce
k ndhradé aortdlni chlopné pfijemce. Heimbecker v bfeznu 1962 implantoval aortdlni alograft
do mitralni pozice. Jeho pacient zemrel mésic po vykonu z dlivodu tézké infekce a rozvratu
vnitfniho prostredi. Pitevni nalez na srdci byl ale zcela pfiznivy. Ross pouzil aortalni homograft
(alograft) k nahradé aortalni chlopné v ¢ervnu 1962. V pfiStich 6 letech vytvofil soubor 250
pacientd, ktefi tento zakrok podstoupili (Davies et al. 1968). Sir Barrat-Boyes proved| sv(j prvni
zakrok v srpnu 1962, do listopadu roku 1963 nabidl nahradu postizené aortdlni chlopné 44
pacientim. Své poznatky publikoval o rok pozdéji (Barrat-Boyes 1964). Prvni pacientkou byla
14letd divka se srdecnim selhanim pfi insuficienci aortalni chlopné. Ziskala chlopen 23letého
kadaverdzniho darce. Po 13 letech od vykonu byla zcela bez obtizi, bez potfeby antikoagulacni

terapie a absolvovala 3 normalni téhotenstvi (Barratt-Boyes et al. 1977).

Pouziti chlopennich alograftl do ortotopické pozice predchazely kromé zvifecich model(
provadénych pfevaziné na psech (Lam et al. 1952) i prvni implantace do descendentni aorty u

lidskych pacient (Murray 1956; Beall et al. 1961).

Paralelné s alografty vznikaly i prvni biologické xenogenni chlopné. Stimulem k jejich vyvoji
byly v nékterych pripadech mistné specifické legislativni prekazky neumoznujici vyuZiti
lidskych tkani k pfenosu do jiného jedince. Zakaz poutZiti alografti byl zpo¢atku uplatiovan i
ve Francii. Bylo proto nutné hledat jiné cesty. Alan Carpentier (narozen 1933) v Pafizi vyvinul
prvni Uspésné biologické chlopenni protézy z prasecich chlopni fixovanych glutaraldehydem
(Carpentier et al. 1974). Jim navrzené Carpentier-Edwards praseci biologické chlopné patfily
dlouha léta k nejpouzivanéjsim typim biologickych ndhrad (Fann et al. 1996). Od 80. let 20.
stoleti k nim pfibyly biologické chlopenni ndahrady vyrabéné z hovéziho, vyjimecné z koriského

perikardu.

Vyvoj dale pokracuje, hitem poslednich 20 let jsou bezstentové chlopné imitujici pravée alograft

a posledniho desetileti chlopenni nahrady zavadéné katetrizacné (TAVI — transcatheter aortic

valve implantation, perkutanni implantace plicnicové chlopné).
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1.2. Typy chlopennich nahrad

Vymeénu postizené chlopné lze provést mechanickou protézou nebo biologickou nahradou.
PUvodni plexisklové nebo silikonové kulickové mechanické protézy byly nahrazeny
modernéjSimi diskovymi a aktualné nejpouzivané;jsimi dvoulistkovymi z titanu a karbonu (obr.
3). Na trhu existuje mnozstvi rGznych druhlt mechanickych chlopennich nahrad liSicich se

profilem, ukotvenim a expozici cipd nebo tlakovym gradientem.

Obr. 3: Priklady béiné pouZivanych chlopennich néhrad. a — biologickd chlopenni ndhrada z praseci chlopné St.
Jude Medical Epic Supra; b — biologickd chlopenni ndhrada z hovéziho perikardu Carpentier-Edwards
PERIMOUNT; ¢ — mechanicka chlopenni ndhrada St. Jude Medical Regent. Zdklad protézy tvofi prstenec a disky
Z grafitu napusténého wolframem a pokryté pyrolytickym karbonem. Nasivaci manZeta je vyrobena z pletenych
polyesterovych vidken a opatfena znackami pro umisténi stehi pfi implantaci.

2

w

Zdroj: www.cardion.cz a www.edwards.com

Obecné je mozné rozlisit 3 zakladni druhy biologické nahrady chlopné:

e qutograft = pacientova vlastni chlopen
e alograft = lidska chlopen ziskana od kadaverdzniho darce (homograft)

e xenograft = chlopenni ndhrada vyrobena ze zvitecich chlopni nebo jinych tkani

Autograft je mozné pouZit pro nahradu aortalni chlopné vlastni plicnicovou chlopni pfi tzv.
Rossové operaci, resp. Ross | anebo pfi nahradé mitralni chlopné pulmonalnim autograftem,
Ross Il (podrobnéji viz dale — 1.3.1. Indikace pouziti chlopennich alograftl). Alografty aortalni,
plicnicové, ale i mitralni chlopné Ize vyuZzit k ndhradé vSech srdecnich chlopni. Xenografty jsou
kombinaci biologického a umélého materidlu — jde tedy v pravém slova smyslu o bioprotézy
(Dominik 2006). Zatimco v pfipadé prasecich (porcinnich) chlopni jde pfimo o specidlné
chemicky osetfenou chlopen konstruovanou z nekorondarnich cip(i kofene aorty prasete vsitou

do specialniho nosice a nasivaciho prstence (stentu), hovézi (bovinni) chlopen je konstruovana
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z hovéziho perikardu, nosné kostry a prstence. Nejmodernéjsi bezstentové (stentless)
xenografty neobsahuji kostru a nasivaci prstenec, imituji lidskou semilunarni chlopen, tedy
alograft. Pfi nahradé aortalni chlopné umoziuji specidlni subkoronarni implantaci
(,freehand”) nebo nahradu celého korene s reimplantaci koronarnich tepen (Dominik 2009)

tak, jak jsou od 60. let minulého stoleti transplantovany aortalni alografty.

Volba biologické ¢i mechanické nahrady je stale predmétem diskuze. Zakladni pravidla vybéru
jsou upravena doporucenymi postupy (Baumgartner et al. 2018). Obecné plati, Ze biologické
protézy k ndhradé aortdlni chlopné jsou nabizeny pacientim s predpoklddanou Zivotni
progndézou kratsi nez Zivotnost chlopné, tj. starSim 65 let bez potfeby antikoagulacni 1éCby
zjinych pficin (napf. arytmie) nebo mladsSim pacientim s kontraindikaci antikoagulacni
terapie (napf. i Zeny zvazujici téhotenstvi). Volba aortalni mechanické protézy je vhodna pro
pacienty mladsi 65 let, pokud neni kontraindikace trvalé antikoagulaéni Ié¢by nebo u starsich
nemocnych, ktefi antikoagulaCni terapii uZivaji zjinych pfi¢in. Kromé véku a faktoru
antikoagulacni |éCby hraji svoji roli i pfidruzena onemocnéni a Zivotni progndza. Finalni
rozhodnuti je vzdy individualni, kromé oficialnich doporuceni hraje svoji roli preference
chirurga a ¢asto i pfani samotného informovaného pacienta. Doporuceni i v sou¢asné dobé
prochazeji upravami. V poslednich letech je znatelny pfriklon k biologickym nahradam i u

pacientl ve véku nizsim nez stanovené kritérium.

Ze studii porovnavajicich dlouhodobé vysledky obou typl nahrad (Veterans trial, Edinburgh
trial) vyplyva, Ze mira preziti je vobou skupindch podobnd, srovnatelny je i vyskyt
trombotickych ¢i tromboembolickych komplikaci. Mechanicka nahrada je spojena s vys$sim
vyskytem krvacivych komplikaci, biologickad s vy$sim vyskytem reintervenci (lung a Sjogren

2018).

Vedle klasickych kardiochirurgickych vykond provadénych ze stfedni sternotomie se rozviji i
metody minimalné invazivni, vyuzivajici ,mini“ pFistupy (sternotomie, thorakotomie),
videoasistované vykony (VATS) a robotickd chirurgie. Rychle se etablujicimi technikami jsou
katetriza¢ni nahrady aortdlni a plicnicové chlopné (TAVI, TPV), pfi kterych je ndhrada tvorena
xenogennim perikardem a kovovym stentem implantovana do pfislusné pozice

transfemoralné (tepnou nebo Zilou), pfipadé u aortdini chlopné pres hrot levé komory.
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Idedlni chlopenni nahrada by méla mit hemodynamické vlastnosti blizici se pfislusné nativni
chlopni (usmérnéni toku krve, maly odpor, Zadny nebo nizky tlakovy gradient, Setrnost ke
krevnim elementiim), méla by vykazovat dostatecnou trvanlivost (celoZivotni), odolnost vici
infekci, pracovat tiSe a nevyZadovat Zadnou dalSi medikamentdzni [é¢bu. Cilem vyrobc( je také

snadnd implantace, tedy maximalni uZivatelska privétivost pro chirurga.

Navzdory pokroku, ktery na poli designu a vyvoje chlopennich nahrad od poloviny 20. stoleti
nesporné nastal, nema kardiochirurgie ani dnes k dispozici chlopenni protézu, kterou by bylo
mozné oznacit za idealni. VZdy jde o kompromis zvoleny s ohledem na individualni potfeby

konkrétniho pacienta (tab. 1).

Obecné Ize fict, Ze hlavni nevyhodou mechanickych protéz je nutnost celoZivotni
antikoagulacni terapie pfimymi antikoagulancii, antagonisty vitaminu K (napf. warfarin),
pfipadné novymi ordlnimi antikoagulancii (NOAC). S touto lé¢bou jsou vSak spojena rizika
zavazného krvaceni v pfipadé urazu ¢i predavkovani, nebo naopak trombotickych komplikaci

v pfipadé neucinné [éCby.

Pficinou selhdni biologickych ndhrad je jejich postupnd degradace a kalcifikace cipQ, jejichz

dlsledkem je omezeni funkce protézy vyzadujici v krajnim pfipadé reintervenci.

Tab. 1: Porovndni vlastnosti jednotlivych typl chlopennich ndhrad.

VYHODY NEVYHODY

riziko infekce

poskozovani krevnich element(
riziko trombdzy = potreba trvalé
antikoagulace

zvukovy efekt (tikot, klapani)

neomezena zivotnost

mechanicka protéza .
snadna implantace

biologicka protéza

neslysny chod

bez nutnosti trvalé antikoagulace
predpokladana vyssi odolnost
vici infekci

omezena zivotnost, nutnost
reoperace

obtiznéjsi implantace stentless
chlopni
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nutnost nahrady plicnice
alograftem

technicka sloZitost

moznost degenerace plicnicového
alograftu

moznost dilatace autograftu

vlastni tkan
autograft odolnost vici infekci
fyziologicka hemodynamika

fyziologicka chlopen technicka narocnost transplantace
homograft (alograft) | odolnost vici infekci degenerace alograftu
bez nutnosti antikoagulace dostupnost alograftu

riziko pristupové cesty
riziko paravalvularniho leaku

C . riziko poruchy prevodniho systému
minimalni invazivita . .
TAVI srdecniho (nutnost implantace
kardiostimulatoru)
riziko cévni mozkové prihody
nedostatek dlouhodobych dat

1.3. Chlopenni alografty

V oblasti alogennich chlopennich Stépl panuje urcitd nomenklaturni promiskuita. Od pocatku
se vzilo oznaceni homograft (homo lat. = ¢lovék), jako $tép ziskany od ¢lovéka. Tento termin
je i dnes Siroce pouZivan kardiochirurgy, kardiology i tkanovymi bankéfi. Terminologicky
presnéjsi je vSak oznaceni chlopenni alograft (allos lat. = jiny) jako Stép ziskany od jiného
jedince stejného Zivocisného druhu (Spatenka 2018). Termin, ktery se snazi ve viech svych
vystupech prosazovat nase tkanova banka je alotransplantat srde¢ni chlopné (ASCH). V praci

si dovolim vyuZit vsechny tyto ustalené terminy.

1.3.1. Indikace pouziti chlopennich alograftt

Standardné uzivanymi alografty srdec¢nich chlopni jsou aortdlni a pulmonalni (obr. 4). Kromé
nich Ize ze srdce ddrce ziskat a pouzit i Stép mitrdini chlopné (obr. 5). Jeho vyuziti se vsak nikdy
nedockalo SirSiho rozsifeni. PUvodni myslenka implantace do mitralni pozice byla prakticky
zcela opusténa. Diskutovand zlstava indikace jeho implantace do trikuspidalni pozice
v pripadé infekéni endokarditidy. Jeho vyhody podporuji experimentalni prace na zvifecim

modelu (Vojacek et al. 2006; Mokracek et al. 2015)
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Obr. 4: BéZné uZivané alografty srdecnich chlopni po vypreparovadni ze srdce ddrce. a — aortdini, b — pulmondini

Zdroj: vlastni fotografie

Obr. 5: Alograft mitrdini chlopné po vypreparovdni ze srdce ddrce. a — pohled na cipy z levé siné, b—pohled z levé

komory, cipy s papildrnimi svaly.

Zdroj: archiv Oddéleni transplantaci a tkdriové banky FN Motol, s laskavym svolenim

Zasadni vyhodou aortdlniho a pulmonalniho alograftu jsou jejich hemodynamické a reologické
vlastnosti dané zachovanim nativni anatomie a vztahl meazi cipy, Valsalvovymi siny (a tedy
odstupy korondrnich tepen) a sinotubuldrni junkci. Chlopenni alograft po transplantaci proto
naprosto vérné imituje reologii kofene aorty, ¢i plicnice ddrce a vykazuje prakticky stejné
hemodynamické parametry. Této situaci se nedokaze pfiblizit Zddna ze soucasné dostupnych
mechanickych ani biologickych nahrad, kromé bezstentovych chlopni implantovanych jako

koren. Dlvodem nahrady celého aortalniho kofene misto prosté implantace protézy na misto
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postizené chlopné je mimo vySe uvedeného i mozZnost , oversizingu®, tedy vytvoreni vétsiho
efektivniho Usti ndhrady a dosaZeni nizsich tlakovych gradientl. To mize mit pfiznivy vliv na
dynamiku levé komory, dlouhodobou funkci ndhrady a prezivani pacientd (El-Hamamsy et al.
2010). Chlopenni alografty vykazuji minimalni vyskyt infekénich a trombotickych komplikaci, a

pritom nevyZaduji antikoagulaéni terapii (Takkenberg et al. 2003).

Vyhody chlopennich alograft(:

e maximalni mozna (témér fyziologicka) efektivni plocha usti (EOA) srovnatelna s nativni
chlopni

e potencidl ,dilatace anulu“ a zvétSeni EOA v pfipadé zvysenych naroku na srdecni vyde;j
(napft. pfi zatézi)

e minimalni trombogenicita, bez nutnosti antikoagulaéni ¢i antiagregacni terapie

e naprosta nehlu¢nost

e relativni odolnost vUci infekci

Ocenovand odolnost vici infekci souvisi s optimalnimi reologickymi vlastnostmi a absenci
syntetického materidlu v kontaktu s krvi nemocného. Nespornou vyhodou je flexibilita pouziti
— napf. aortdlni Stépy jsou pfipravovany s nadbytkem materialu, v¢. aortalniho oblouku a
predniho cipu mitralni chlopné. Nabizeji tak chirurgovi moznost volby pfi rekonstrukcich
kofene aorty a vytokového traktu levé komory (Mokracek et al. 2007), pfipadné komplexni
rekonstrukce v aortomitralni oblasti — tzv. ,UFO operace” (Misfeld et al. 2012; Spatenka a

Burkert 2018).

Protivdhou neoddiskutovatelné vybornych hemodynamickych vlastnosti je strukturalni
degradace a kalcifikace stény i cipl chlopenniho alograftu, ke kterym dochazi rychleji u
mladsich pacient( (Barron et al. 2010; Da Costa et al. 2006; Stoliniski et al. 2006). Bylo ovéreno,
Ze ke kalcifikaci dochazi rychleji nez u nahrad aortdlniho korene stentless protézou. Pficinou
je pravdépodobné imunitni reakce zamérena proti burikdm a ciptiim alograftu (EI-Hamamsy et

al. 2009). Presto ale Zadné pracovisté na svété neuziva v této indikaci imunosupresi.

K hlavnim limitdm poufziti chlopennich alograft( patti:
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e vyssi technicka ndroCnost transplantace
e obtiznéjsi reintervence

e ve vétsiné zemi nedostupnost nebo omezend dostupnost

Pfes pocatecni boom je poutziti chlopennich alografti v sou¢asnosti omezeno jen na nizké
procento celkového poctu chlopennich ndhrad (1-5 %). Aortalni alograft mize byt alternativou
k nejcastéji pouzivanym mechanickym a biologickym chlopennim protézam. Jeho vyuziti zavisi
na preferencich a zkuSenosti pracovisté. Hlavni indikaci kvyuZiti chlopennich
alograftl v dospélé kardiochirurgii zUstava infekéni endokarditida, zejména v pfipadech
nutnosti rekonstrukce infekci destruovaného vytokového traktu komor, anulu a dalSich

struktur.

Specifickym typem vykonu je Rossova operace, pfi které je pacientova vlastni plicnicova
chlopen autotransplantovdna do aortalni pozice (tedy jako autograft), aby pak jeji misto
nahradil pulmondlni alograft. Technika byla vyvinuta a popularizovana britskym chirurgem
Donaldem Rossem (1922-2014) (Ross 1967). Plvodné byla popsana autotransplantace
pulmonalniho autograftu do aortalni pozice — Ross | i do mitralni pozice — Ross Il. Zatimco prvni
alternativa je dodnes pokladana za kontroverzni, bohaté v odborné literature diskutovany
vykon, druhad alternativa je dodnes zcela vyjimecné uzivana v méné vyvinutych zemich, kdyz
nemocny neni schopen uhradit cenu komercni mitrdlni protézy, ale sezene kryti na levny,
v nemocnici ,of the shell” pfipravovany pulmonadlni alograft. KdyZz se diskutuje Rossova
operace, je tim automaticky dnes myslena prvni alternativa (Ross 1). Tento vykon je dnes na
specializovanych pracovistich indikovan zejména pro Zeny planujici téhotenstvi, aktivni
sportovce nebo obecné osoby, jejichZ aktivni zivotni styl je spojen s vysokym rizikem poranéni
a krvdceni (,risktakers”). Vykon provedeny u pacient( v détském véku ma obrovskou vyhodu
v tom, Ze plicnicova chlopen v aortalni pozici ma potencidl rlstu. Druhou stranou mince je
fakt, ze z relativné jednoduchého vykonu na jedné chlopni se razem stava komplexni vykon na
dvou chlopnich, s nutnosti nahrady plicnicové chlopné alograftem a reimplantaci koronarnich

tepen.
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Hlavni uplatnéni nachazeji chlopenni alografty v détské kardiochirurgii. Hraji nezastupitelnou
roli pfi FeSeni vrozenych vad srdecnich s nutnosti rekonstrukce vytokového traktu pravé i levé
komory nebo jako nahrady aortalni a plicnicové chlopné. K hlavnim takovym diagnézam patfi
Fallotova tetralogie s atrézii plicnice, arteridlni trunkus, dvojvytokova pravda komora se

stendzou plicnice, spole¢na komora apod. (Spatenka et al. 1997).

Obecné lze historicky uzivané zplsoby transplantace aortdlniho alograftu rozdélit do 3

zakladnich skupin:

1. subkoronarnitechnika (,freehand”) —tvar alograftu je upraven tak aby korespondoval
s anatomii korene aorty pfijemce, komisury chlopné tvofi vrcholy koruny, ktera je
dvouvrstevné vsita do aorty prijemce se zachovanim plvodnich usti korondrnich tepen
a Upravou korene pfijemce tak, aby odpovidal geometrii kofene aorty darce.

2. inkluzni technika (,cylindr“) — do nativni aorty pfijemce je implantovana aorta
s chlopni darce, homograft je upraven tak, aby o cca 3-4 mm precnival pod cipy a cca

5 mm nad komisurami, v ,cylindru” jsou vytvoreny otvory pro koronarni tepny.

v ndhradé celého korene aorty homograftem a reimplantaci koronarnich tepen.

Prvni a zejména posledni varianta (obr. 6) jsou v soucasnosti nejcastéji pouzivané techniky

(Dominik 2009; Spatenka a Burkert 2018).

Obr. 6: Technika transplantace aortdlniho alograftu do aortdini pozice. a — subkorondrni ,freehand” technika,
b — ndhrada kofene aorty

d
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Zdroj: autor Prof. MUDr. Pavel Zdcek, Ph.D., pouZito v Dominik 2009, s laskavym svolenim autora
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1.3.2. Typy chlopennich alografti

Chlopenni alografty jsou pfipravovany z lidskych srdci ziskanych pfi multiorgdnovém odbéru
nebo pfi sekci. Vzhledem k vysokym narok(m na kvalitu stép( a o¢ekavané degeneraci chlopni
a velkych tepen v zavislosti na véku byl vékovy limit darce stanoven na 65 let (Jashari et al.
2004). V pripadé pulmonalnich alograftd zvysSila néktera svétova pracovisté limit na 70 let
(Grosse et al. 2008). V nasich podminkach jsou dnes chlopenni alografty ziskavany vyhradné
vramci multiorgdnového odbéru, pokud je srdce shleddano jako zjakéhokoliv dlvodu

nevhodné k transplantaci jako organu.

Chlopenni alografty rozliSuji podle zplsobu osetfeni a uchovani a ¢asového faktoru, ve kterém

dochazi k jejich vyuziti:

e homovitadlni
o Cerstvé (“fresh”)

e kryoprezervované

Zpusob sterilizace a prezervace ma zasadni vliv na kratkodobé i dlouhodobé vysledky

chlopennich alograftd (Yacoub et al. 1995).

V pfipadé prvnich chlopennich alograft(i Slo o Stépy tzv. homovitalni, transplantované ptijemci
zahy po odbéru, vétSinou do 24 hodin, tedy v rezimu odbéru a transplantace organu. Tento
zpUsob pouziti pfindSel fadu omezeni. V pfipadé ziskani Stépu za sterilnich podminek
multiorganového odbéru byly chlopenni alografty pouzity bez dalSiho oSetfeni. Rutinni pouZziti
vyzadovalo perfektni organizacni zajiSténi, v€etné cekaci listiny. Odbér z kadaver( v ramci
sekce sebou nesl potfebu zvlastni pfipravy a dekontaminace. Pfi hledani optimalniho zplsobu
sterilizace byly zkousSeny rlzné metody osSetieni — 10 % formalinem, chlorhexidinem,
ethylenoxidem, glutaraldehydem, glycerolem nebo gama zarenim (Gunning a Meade 1971).
Vétsina téchto metod vedla k denaturaci proteinl extraceluldrni hmoty (elastinu) a oSetfené
chlopenni alografty vykazovaly nadmérny vyskyt ruptury cipl. Zasadni zlepSeni pfinesl

protokol sterilizace antibiotickym roztokem a ulozeni alograftu pfi teploté 4 °C pouzivany od
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roku 1968 (Barratt-Boyes et al. 1977). Transplantace probihala do 48 hodin po odbéru. Velmi
kratky Casovy interval neumoziioval detailnéjsi vySetfeni Stépl. Tento zpUsob pfipravy a

pouZiti je dnes legislativné vyloucen.

Dal$im moZnym rezimem zpracovani chlopennich alograftl jsou tzv. erstvé (fresh) alografty.
Pfiprava probiha ze srdci odebranych v ramci multiorganového odbéru nebo od nezijiciho
darce do 6 hodin od Uumrti. Dekontaminaci zajistuje inkubace v antibiotickém roztoku pfi
teploté 37 °C a ndsledné 4 °C po dobu 24 hodin az 6 dnu. V priibéhu tohoto ¢asu jsou
provedena mikrobiologickd, histologicka a serologicka vySetreni k posouzeni kvality a
bezpecnosti Stépu. SloZeni antibiotického roztoku musi zajistit dlGkladnou sterilizaci pfi
minimalnim moZném poskozeni tkan&. U&innost je kontrolovdna opakovanym
mikrobiologickym vySetfenim. Pozitivni kultivace po probéhlé dekontaminaci je divodem
k vyfazeni Stépu. Po schvaleni a uvolnéni Stépu k transplantaci je nutné zakrok provést do 4,

maximalné 6 tydn( (Anastasiadis et al. 2004; Spatenka a Burkert 2018). NemoZnost delsiho

skladovani je hlavnim limitem Sirsiho rozsireni ,fresh” alograft(.

Snaha odstranit tento limit vedla kvyvinuti techniky kryoprezervace a dlouhodobého
hypotermického skladovani. Odbér srdce probiha v ramci multiorganového odbéru, ziskané
chlopenni stépy jsou dekontaminovany a vySetfeny stejné jako u predchoziho typu. Po
inkubaci v antibiotickém roztoku vsak nasleduje dalsi zpracovani v podobé mrazeni. Prvni
pokusy o del$i uchovani alograftli pouzivaly proces lyofilizace (freeze-drying) pfi teplotach
kolem -40 °C. Tento zplsob uchovani byl spojen s vysokym vyskytem ruptury cipl a zahy
opustén (Barratt-Boyes et al. 1977). Nicméné takto byl oSetien prvni transplantovany aortalni
alograft v roce 1962. V roce 1975 byla Australanem Markem O’Brienem pfedstavena metoda
kryoprezervace (O'Brien et al. 1987). Programové mrazeni v tekutém dusiku na teplotu-196 °C

a uloZeni v kryokontejneru pfi teploté nizsi nez -140 °C je i sou¢asnym standardem.

Existence tkanové banky s chlopennimi Stépy umoznuje jejich vyuZiti kdykoliv je treba.
Nabidka je dostupna vsem kardiochirurgickym centrim, které o Stép projevi zdjem. | tento
zpUsob uchovdavani chlopennich $tépl ma své slabé stranky. K hlavnim patfi nerovnovaha mezi
nabidkou a poptavkou, zasoba nékterych Stépl, zvlasté pulmondlnich ve specifickych

velikostech se velmi rychle vyéerpavd, protoze détsti darci organ(i tvofi celosvétové méné nez
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5 % poolu kadaverdznich darcd. Kromé odbéru a vyuZiti je nabidka banky pribéziné
upravovana zdlvodu uplynuti expiracni doby chlopennich alograftid. Délka exspirace
kryoprezervovanych chlopennich $tép(i byla arbitrarné stanovena na 5 let. Tuto hranici
pouZiva naprosta vétsina svétovych tkanovych zafizeni. Po uplynuti exspiracni doby jsou jiz

Stépy nepouzitelné k transplantaci a byvaji vyrazeny.

1.3.3. Odbér, priprava a uchovani chlopenniho alograftu

Alografty srdecnich chlopni jsou pfipravovany ze srdci, kterd byla zjakéhokoliv divodu
shleddna jako nevhodna k transplantaci jako organ. MuzZe se jednat jak o prekazky na strané
darce (napf. obéhova nestabilita, ischemicka choroba srdecni), nebo i situaci kdy nelze nalézt
vhodného pfijemce pro jinak bezchybné srdce. Limitni vék darce byl arbitrarné stanoven na

60 let pro darce muze a 65 let pro darkyné Zeny.

Zpracovani chlopenniho alograftu probiha typicky v nékolika navazujicich krocich:

e odbér srdce v rdmci multiorganového odbéru

e uloZeni do transportniho Zivného roztoku a ledu
e preprava z mista odbéru do tkanového zafizeni

e pfiprava alograftu ve sterilnim lamindrnim boxu
e uloZeni do antibiotického roztoku

e preneseni do kryoprotektivniho roztoku

e programové zmrazeni

Odbér srdce v ramci multiorganového odbéru probiha standardni technikou po naloZeni
svorky a promyti perfuznim roztokem. UmoZiuje-li to situace, zejména sohledem na
soucasné probihajici odbér plic k transplantaci, je preferovano odstfizeni aorty za obloukem
(odstupem levé arteria subclavia) a plicnice s obéma hlavnimi vétvemi v co nejdelSim mozném
useku. Zpusob odstfiZzeni vena cava superior a inferior a plicnich Zil nema na dalsi zpracovani
vliv. Srdce je po uvolnéni vyjmuto z hrudniku a ihned uloZeno do sterilnich transportnich obal(
s zivnym roztokem (Celsior roztok na konzervovani orgdnli, Genzyme Polyclonals S.A.S,

Francie) a ledovou tFisti. V termoizolaénim boxu je poté zdravotni prepravni sluzbou
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transportovano do Fakultni nemocnice (FN) Motol. Zde je srdce formalné pfrijato do
Tkanového zafizeni a probihd primarni zpracovani v laboratofi vybavené specidlnim boxem s

laminarnim proudénim, ktery zajistuje superaseptické podminky (obr. 7).

Obr. 7: Laborator pro primdrni zpracovdni tkani Oddéleni transplantaci a tkariové banky FN Motol. a — lamindrni
box zajistujici superaseptické podminky pro pfipravu chlopennich alografti; b — prdce v lamindrnim boxu

e

Zdroj: vlastni fotografie autora a archiv Oddéleni transplantaci a tkdriové banky FN Motol, s laskavym svolenim

V tomto prostredi provadi chirurg tzv. parcidlni pitvu srdce, pfi které po ohleddni a odbéru
vzorkd pro daldi histologické zpracovani (tzv. Siklovych fezl a &asti aorty a plicnice) a
mikrobiologické vysetfeni dle predepsaného protokolu (vzorek vena cava, trikuspidalni
chlopné a svaloviny vytokového traktu levé komory) pfipravi vlastni aortdlni a pulmonalni
alograft. Déje se tak peclivou preparaci a oddélenim obou hlavnich arteridlnich kmena,
vystfizenim korene aorty s pfilehlou svalovinou vytokového traktu levé komory a prednim
cipem mitrdlni chlopné a korene plicnice s pfilehlou svalovinou vytokového traktu pravé

komory.

Nasleduje vizualni kontrola a posouzeni kvality obou alograftli. Jednoduchd zkouska
naplnénim arterialnich kmenu fyziologickym roztokem poskytne predstavu o kompetenci a
koaptaci chlopni. Podrobnéjsi stav chlopennich cipl event. pfitomnost a velikost fenestraci a

kvalita stény aorty, resp. plicnice jsou hodnoceny v everzi k dosazeni lepsi vizualizace (obr. 8).
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Obr. 8: Parcidlni pitva srdce a odbér alografti srdecnich chlopni. a — srdce po vyjmuti z transportniho
termoizolacniho boxu a sterilnich obaldi; b — Sikliv fez pres svalovinu obou komor; ¢ — aortdini alograft; d —
pulmondlni alograft; e — kontrola koaptace cipl aortdlni chlopné, pinzeta odkldani predni cip mitrdini chlopné; f—
everze stépu a kontrola cipt (pravy korondrni cip aortdini chlopné)

Zdroj: vlastni fotografie autora

Po schvaleni Stépu pro dalsi pouziti nasleduje zméreni délky a priméru anulli zpracovanych
alograftd pomoci mérky a Hegarovych dilatatord. Peclivé zméreni je zasadni pro dalsi
kategorizaci chlopennich alograftd a alokaci vhodnému pfijemci dle poZzadovanych kritérii

(obr.9)
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Obr. 9: Kategorizace alograftii srdecnich chlopni. a — kontrola délky Stépu kovovym méritkem,; b — urceni praméru
anulu pomoci Hegarova dilatdtoru zasunutého do usti chlopné.

Zdroj: vlastni fotografie autora

Ziskané chlopenni alografty jsou dekontaminovany uloZzenim do antibiotického koktejlu

v médiu E199 na 24 hodin pfi pokojové teploté (obr. 10).

Obr. 10: Aortdlini a pulmondini chlopenni alograft po uloZeni do antibiotického roztoku v médiu E199 — vlevo
aortdlni, vpravo pulmondini stép ve sterilni, zdvitem uzavrené certifikované ndadobé.

Zdroj: vlastni fotografie autora

Nasleduje uloZeni pfi teploté 4 °C a vlastni kryoprezervace. Povinnou soucasti kontroly kvality
chlopennich alograftl je serologicky screening darce a mikrobiologické vysetfeni vzorkd tkané
srdce a Stépu. Po inkubaci nasleduje definitivni zpracovani chlopennich alograftl, opét
v superaseptickém laminarnim boxu. Pfed dalSim zpracovanim jsou opét odebrany vzorky
k mikrobiologickému vy$etfeni. Stépy jsou premistény z antibiotického koktejlu do média
E199 s kryoprotektivem (10% roztok dimethylsulfoxidu — DMSO) ve specidlnim obalu —

kryovaku (Gambro Hemofreeze bags, NPBI BV, Gambro, Nizozemi). Chlopenni alografty jsou
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v kryovaku zabaleny a nasledné dvojvrstevné zataveny tak, aby vnitfni vak zlstdval kompletné
sterilni. Vlastni programované mraZeni probihd v pocitaéem fizeném chladicim zafizeni
IceCube (Sy-Lab, A-3002, Pintersdorf, Rakousko). Teplota alograftu stejnomérné klesa
priblizné o 1 °C za minutu. Chlazeni konci pfi teploté -180°C. Kryoprezervacni protokol byl

stanoven empiricky na zakladé vlastniho validacniho experimentu tkanové banky.

Baleni s chlopennimi alografty jsou dale skladovana v kryokontejnerech (Taylor Wharton
Cryostorage Container 1008 K s kovovym ukladacim systémem ICS — 8K — BM, Sy-Lab, A-3002,
Pintersdorf, Rakousko) v tekuté fazi tekutého dusiku pfi teploté -196 °C (Spatenka et al. 1997)
(obr.11).

Obr. 11: Uchovdni alograftu srdecni chlopné. a — baleni ve dvouvrstevném mrazicim vaku Gambro Hemofreeze
bag (NPBI BV, Gambro, Nizozemi) s kryoprotekénim dimethylsulfoxidem (DMSQO) v 10 % koncentraci; b — kazety
s chlopennimi alografty uloZené v kryokontejneru.

Zdroj: vlastni fotografie autora a archiv Oddéleni transplantaci a tkdriové banky FN Motol, s laskavym svolenim

Pfiprava a mraZeni odpovida pravni Upravé Zakona ¢.296/2008 Sh., o zajisténi jakosti a
bezpecénosti lidskych tkani a bunék uréenych k pouziti u ¢lovéka a o zméné souvisejicich

zakonu (zédkon o lidskych tkanich a bunkach) v souc¢asném znéni.

1.4. Kryobanka

Jako kryobanka se oznaduje zafizeni umoziujici bezpeéné uloZeni biologického materidlu

v podminkdch hlubokého zmrazeni. Jeji vznik ve FN Motol Uzce souvisi s historii Détského
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kardiocentra. Détské kardiocentrum v Motole existuje od roku 1977. Prvni operace s pouZzitim
chlopennich alograftli v ném zacaly byt provadény v roce 1983. Pfed vznikem banky Slo o
,fresh” chlopenni alografty ziskavané odbérem pfi sekcich ve spoluprdci s pracovisti soudniho
|ékarstvi a patologie. Takto ziskané chlopné byly pouZitelné jen do hranice 6 tydnd po odbéru.
Jejich velké mnoZstvi tak nebylo pouzito, a naopak v urgentnich situacich nebyly vhodné stépy
dostupné (Spatenka et al. 1997). Kryobanka alotransplantatti srde¢nich chlopni ve FN Motol
vznikla v roce 1992 za ucelem pfipravy a uchovavani chlopennich stépl pro potreby Détského
kardiocentra. Chlopenni $tépy z nové zfizeného kryoskladu zpocatku vyuZivali jen détsti
kardiochirurgové z Prahy a Bratislavy. Postupné se podafilo ziskat (zaskolit) kardiochirurgy
z dalSich center, ktefi zacali chlopenni alografty implantovat adolescentnim a dospélym

pacientlim (obr. 12).

Obr. 12: Viyvoj poctu zpracovanych srdci a alokovanych alografti srdecnich chlopni ve Tkdriové bance Fakultni
nemocnice Motol v poslednich 26 letech. Z grafu je patrny dlouhodobé staciondrni pocet ddrci a zvysujici se pocty
pouZitych chlopennich stépl. ASCH = alotransplantdt srdecni chlopné, osa X reprezentuje roky, osa Y pocty stépd,
prerusované cary sleduji vyvoj trendd.

Vyvoj poctu darcovskych srdci a alokovanych ASCH v Tkanové bance FN Motol v obdobi 1992 - 2018

-+-srdce darci - alokované ASCH  -e- aortdlni - pulmonalni y 190

+ 0

1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Poutava historie poutziti chlopennich alograft(, vzniku tkanové banky v Motole a rozvoje
kardiochirurgie v Ceské republice je neodmyslitelné spojena sdoktorem Jaroslavem
Spatenkou (Samdanek 2015). Program pfipravy, zpracovani a uchovavani chlopennich alograft(i
mohl v podminkach Ceské republiky vzniknout jen diky jeho entusiasmu a blizké spolupraci a
osobnimu pratelstvi s Donaldem Rossem (Mokradek et al. 2007; Spatenka a Burkert 2018;
Kova¢ 2019). Kompletni protokol pfipravy antibiotiky sterilizovanych chlopennich
alotransplantat(i daroval Donald Ross (obr. 13) Dr. Spatenkovi jiZ v roce 1980 (Spatenka et al.

2014).
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Obr. 13: Donald Ross (1913-2014) britsky kardiochirurg, absolvent University of Cape Town, Jizni Afrika, inovdtor
kardiochirurgie, pionyr a propagdtor transplantace chlopennich alografti v kardiochirurgii, autor konceptu
autotransplantace pulmondlniho alograftu do aortdlni, ¢i mitrdini pozice a nezapomenutelny ucitel

Zdroj: archiv Jaroslava Spatenky

Blizké pratelstvi jej poji i s dalSim velikdnem kardiochirurgie, transplanta¢nim chirurgem a
prukopnikem pouZiti chlopennich alografti a pulmonalnich autograftl, britskym
kardiochirurgem Sirem Magdi Yacoubem. K rozsifeni povédomi o pouzZiti chlopennich
alograftd a technice jejich implantace v fadach domdci, ale i evropské odborné verejnosti
prispély Jaroslavem Spatenkou organizované mezindrodni postgradudlni kurzy chirurgie
aortalniho kofene konané v Ceské republice pod zastitou Evropské asociace tkafovych bank
(EATB), za primé ucasti Magdi Yacouba a jim pozvanych pfednich svétovych odbornik( (obr.
14). Oba kurzy a osobni kontakt se Sirem Magdim Yacoubem vzbudily v autorovi dizertace

zajem o tuto fascinujici oblast kardiochirurgie.

Obr. 14: Britsky kardiochirurg Sir Magdi Yacoub (vpravo) a MUDr. Jaroslav Spatenka, CSc. (uprostfed) v pribéhu
postgradudiniho kurzu chirurgie aortdiniho kofene konaného v roce 2007 v Ceskych Budéjovicich. Vlevo autor
prdce.

*

Zdroj: archiv autora

28



PFi programovém mraZeni spolupracuje tkafova banka s Ustavem hematologie a krevni
transfuze (UHKT). Vlastni kryosklad s dusikovym hospodafstvim se nachdzi v technickych
prostorach Fakultni nemocnice Motol. V roce 2003 byly vybudovany nové moderni prostory
odpovidajici akreditacnim pozadavk(im Evropské unie (obr. 15). Specializovana tkanova banka
STB85 zajistuje v soucasnosti kromé odbérl, zpracovani, dlouhodobého skladovani a
distribuce kardiovaskularni tkané od zemrelych darc(i i zpracovani muskuloskeletalni tkané od
zemtelych i Zijicich darcli a amniové membrany z placent.

Obr. 15: Kryosklad Specializované tkdriové banky STB85 v technickych prostordch Fakultni nemocnice Motol. a —
kryokontejner Taylor Wharton; b — zdsobnik kapalného dusiku

Zdroj: archiv Oddéleni transplantaci a tkdriové banky FN Motol, s laskavym svolenim

1.5. Anatomie alograftti semilunarnich chlopni

Chlopnémi jsou ohrani¢eny vstupy a vystupy z levé i pravé srdecni komory. Mezi levou sini a
levou komorou je umisténa mitralni, mezi pravou sini a komorou trikuspidalni chlopen. Obé
jsou diky své morfologii souhrnné oznacovany jako cipaté. Levou komoru ve vytoku uzavird
aortalni, pravou komoru pulmonalni chlopen. Podle tvaru svych tfi cip( se nékdy oznacuji jako

polomésicité (semilunarni).

Aortdlni a pulmondlni srdecni chlopen jsou jednocestné ventily oddélujici levou a pravou

srde¢ni komoru od aorty, respektive plicnice. Obé pracuji v odliSnych hemodynamickych
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podminkach. Pres svoji podobnou funkci se anatomicky, histologicky a funkéné lisi. Alograft

semilunarni srde¢ni chlopné je tvoren arteridalnim korfenem, cipy a pfislusnou tepnou.

Kofen aorty je v porovnani s plicnici silnéjsi, tuzsi a obsahuje vice fibroelastické tkané
(Muresian 2018). Zakladem kofene aorty tvoficim oporu pro cipy je tzv. anulus — prstenec mezi
levou komorou a z ni odstupujici aortou. Jde o vazivovou tkan, ¢ast tzv. srdecniho skeletu.
Podle Muresiana se sloZeni kofene plicnice lisSi. Nema vazivovy anulus, ale jeji cipy vystupuji

pfimo ze svalové ¢asti vytokového traktu (infundibula) pravé komory (Muresian 2016).

Aortalni i pulmonalni chlopen maji tfi cipy. Kazdy cip je funkénim komplexem tvorfenym tfemi
vrstvami — fibroza (smérujici do tepny), spongidza (stfed) a ventricularis (sméfujici do komory).
Histologicky jde o endotel, pojivovou tkan (fibroblasty a fibrocyty) a extracelularni matrix.
Hlavnimi komponenty jsou kolagenni a elasticka vlakna a proteoglykany (Bashey et al. 1967
Hopkins 2005; Kubikova et al. 2017). Fibréza pokryva celou kranialni plochu cipu. Je tvorena
250 % kolagennimi vlakny (pfevaziné typu I) a z 10 % elastinem. Ventricularis tvofi vétsSinu
plochy cipu smérujici do komory kromé mista styku cipd pfi zaviené chlopni (koaptacni linie).
Obsahuje vétsi zastoupeni elastinu nez fibréza (20 %). Fibrdza je povaZzovana za nosnou vrstvu
cipu. Kolagenni vlakna jsou v ni uspofddana do svazkd orientovanych podél obvodu cipu od
komisury ke komisufe (Mohammadi a Mequanint 2011). Cipy aortalni chlopné se obvykle
pojmenovavaji podle svého vztahu k odstuplim korondrnich tepen — levy koronarni, pravy
koronarni a nekoronarni cip. Cipy pulmonalni chlopné jsou popisovany jako levy, pravy a
predni. Jejich skute¢nému umisténi v pracujicim srdci vSak spiSe odpovida oznaceni zadni, levy
predni a pravy predni (Muresian 2016). Cipy lidskych chlopni jsou za normalnich okolnosti
velmi poddajné a jemné. Diky svému umisténi ve vysokotlakém systému jsou aortalni cipy
mirné silnéjsi nez pulmonalni. Ani jejich tloustka vsak nepresahuje 1 milimetr (Hinton a Yutzey

2011).

Aorta i plicnice jsou tepny elastického typu tvofené tfemi vrstvami:

e tunicaintima—endotel a subendotelova vrstva formovana fidkym kolagennim vazivem
a hladkymi svalovymi burikami
e tunica media — nejsilnéjsi vrstva tepny obsahujici fenestrované elastické membrany a

buriky hladké svaloviny usporadané do koncentrickych vrstev
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e tunica adventitia — vnéjsi vrstva tvorena elastickymi a kolagennimi vlakny, bufikami

pojivové tkané, krevnimi kapildrami, nervovymi vlakny

Tepny elastického typu maji vysoky obsah elastinu, coZz jednak podminuje jejich
makroskopicky vzhled (naZloutlou barvu), ale hlavné uréuje mechanické vlastnosti. Aorta i
plicnice zastavaji funkci pruzniku — svoji elasticitou jsou schopny ndraz proudu krve vypuzené
pfi systole ménit na kontinualni proudéni (Hudak et al. 2016; Kubikova et al. 2016). Tloustka

stény aorty je vétsi nez stény plicnice (pfiblizné 2,1 versus 1,5 mm) (Azadani et al. 2012).

1.6. Mechanika srdecnich chlopni

Funkci srde¢nich chlopni je zachovani jednosmérného toku krve v priibéhu srdecniho cyklu.
Krevni proud vypuzeny ze srdce do aorty a plicnice v systole ma dopredny smér, pfi diastole
se naopak vraci zpét. Aortalni a pulmonalni chlopen umisténé ve vytokovém traktu levé a
pravé komory predstavuji prekazku zpétnému proudéni a tim zabranuji pretiZeni srdce.

Aortalni chlopen v diastole ovliviiuje distribuci krve do véncitych tepen.

1.6.1. Srdecni cyklus

Jako srdec¢ni cyklus nebo srdecni revoluce se oznacuje pravidelné se opakujici ¢innost srdce
zajistujici proudéni krve systémovym a plicnim fecistém. Srdce pracuje jako dvé sériové
zapojené pumpy pohanéjici krev ze systémového obéhu do plicniho a opacné. Mechanicka
prace srdecnich sini a komor je vzajemné oddélena. Oba cykly srdec¢ni revoluce (systola a
diastola) v sinich i komorach probihaji stejné, jsou vSak mirné posunuty v ¢ase. Stah sini
probihd pfi uvolnéni komor, pfi stahu komor jsou naopak siné uvolnéné (Rokyta 2015).
V pribéhu systoly (stahu myokardu) a diastoly (uvolnéni myokardu) se odehravaji ¢tyfi na

sebe navazujici faze odliSujici se tlakovymi a objemovymi parametry v srde¢nich komorach:

e plnici faze
e izovolumicka kontrakce
e ejekenifaze

e jzovolumicka relaxace
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V plnici fazi je tlak vkomorach témér neménny, roste vsak jejich objem. Krev proudi
otevienymi cipatymi chlopnémi (mitrdlni a trikuspiddlni) do relaxovanych srdec¢nich komor.
Aortalni a pulmonalni chloper ve vytokovém traktu obou komor jsou v ten okamzik uzavreny.
V pozdni diastole komor dochazi k systole sini ukoncené uzavienim mitrdlni a trikuspidalni
chlopné. Izovolumicka kontrakce je prvni fazi systoly komor. VSechny chlopné jsou uzavreny,
dochazi ke kontrakci myokardu kolem nestlacitelné tekutiny, tlak v komorach tedy nar(sta.
V okamziku, kdy nitrokomorovy tlak prekroci tlak v aorté (80 mmHg) a plicnici (10 mmHg)
dojde k otevreni obou polomésicitych chlopni a vypuzeni krve. Po systole komor tlak v jejich
vnitrku opét klesa a semilunarni chlopné se uzaviraji. Nitrokomorovy tlak dale klesa pfi
zachovani stejné malého objemu, vSechny chlopné jsou opét uzavieny az do okamziku, kdy
klesne komorovy tlak pod hodnoty tlaku v sinich, cipaté chlopné se oteviou a faze srde¢niho

cyklu se opakuji (Trojan 2003).

1.6.2. Dynamika semilunarnich chlopni

Aortdlni chlopen v pribéhu primérného lidského Zivota projde pfiblizné 3 az 4 miliardami
cykll otevieni a zavreni. Zjednodusené vysvétleni otevirdni a uzavirani ciptd diky pohybu
proudu krve a tlakovému gradientu mezi komorou a tepnou je ve skutecnosti mnohem
slozitéjsi. Funk¢ni anatomie aortalni chlopné a dynamika aortdlniho korene je velmi
komplexni. Svoji ulohu hraje schopnost dilatace aortalniho kofene i jeho anatomické
usporadani (Valsalvovy siny, sinotubuldrni junkce). V pribéhu srdecniho cyklu dochazi
k dilataci a kontrakci aortalniho anulu, coz ma pfimy vliv na pohyb (otevirani) cipl aortalni
chlopné (Sacks a Yoganathan 2007). Samotny proces oddéleni cipl a otevieni chlopné je
umoznén negativnim tlakovym gradientem mezi levou komorou a aortou. V pribéhu otevirani
méni aortalni Usti dynamicky svdj tvar od hvézdice pres trojuhelnik a kruh aZz po trojlistek
v okamziku maximalniho otevreni (Lansac a Di Centa 2018). Na uzavirani chlopennich cipll se
zase podili mimo jiné i Bernoulliho efekt zplsobeny viry ve Valsalvovych sinech, které vznikaji
na konci systoly v okamZiku zpomalovani dopfedného toku krve a jejimu ¢aste¢nému ndvratu

zpét (Eckert et al. 2013).
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Chlopenni cipy musi byt dostatecné ohebné, ale pfitom také pevné vtahu. Za jejich
biomechanické vlastnosti zodpovida predevsim kolagen a elastin. V obou pfipadech jde o
vlaknité proteiny, které méni svlij tvar podle zatizeni pfi pohybu chlopné. V klidovém stavu
jsou kolagenni vlakna zrasend, pfi napéti se vyrovnavaji. Stfedni vrstva chlopenniho cipu
(spongidza) je bohatad na glykosaminoglykany (GAG) — hydrofilni polysacharidy navazané na
proteinové jadro. Kolagen propujcuje cipdm pevnost, Ulohou elastinu je pravdépodobné
udrzovani specifické konfigurace kolagennich vldken a jejich navrat do ,klidové” pozice mezi
cykly zatizeni (Vesely 1998). V diastole jsou cipy semilunarnich chlopni uzaviené a maximalné
napjaté, v systole se naopak oteviraji a uvoliuji. Vyznam spongidozy a jejich GAG byval
vysvétlovan predevsim redukci stfizného napéti mezi obéma zevnimi vrstvami cipu (fibrézou
a ventricularis). Interakce GAG a kolagennich vldken jsou vSak pravdépodobné mnohem
slozitéjsi. Nékteré prace jejich roli spatfuji spiSe v omezeni vibraci cipl ve fazi otevieni a
maximalniho uvolnéni (Eckert 2013). Bylo prokazano, Ze vSechny vrstvy chlopenniho cipu jsou
vzajemné provazany transverzalné usporadanymi kolagennimi vlakny a funguji jako jeden
celek. Spongidza tak m(ze tvofit jakousi tlumici vrstvu pfi deformaci cipu (Buchanan a Sacks
2014). Vyznam nervovych zakonéeni v cipech semilunarnich chlopni je zatim nejasny, stejné
jako kontraktilita mezenchymalnich bunék cipu. Je ale jasné, Ze cipy reaguji na zvySenou

koncentraci vazoaktivnich substanci (Chester et al. 2000).

1.7. Patologie semilunarnich chlopni

Kardiovaskuldrni onemocnéni, véetné patologii chlopni, jsou celosvétoveé nejéastéjsi pri¢inou
umrti. Prevalence vrozenych i ziskanych chlopennich vad dosahuje v dospélé populaci az 2,5 %
(Nkomo et al. 2006). Vyskyt ziskanych vad stoupa s vékem. Ve skupiné nad 80 let dosahuje
17 % (Gregor a Linkovd 2017; Rezzoug et al. 2016). Casté&ji jsou postizeni muzi. Diky Ustupu
porevmatickych vad v rozvinutych zemich jde v soucasné dobé etiologicky prevazné o vady
degenerativni (Stollerman 2001). NaruUstajici vyskyt kalcifikovanych chlopennich vad je
prirovnavan k epidemii (d'Arcy et al. 2011). K méné castym pficindm patfi ischemické vady,
nasledek infekéni endokarditidy nebo traumata. Zvlastni skupinu tvofi vrozené srdecni vady
diagnostikované jiz v détském véku nebo v dospélosti. Postihuji pfiblizné 1 % Zivé narozenych

déti. S postizenim chlopni je spojena pfiblizné polovina téchto vrozenych srdecnich vad.
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Porucha funkce chlopné se obecné projevuje dvéma zakladnimi mechanismy snizujicimi

ucinnost srdecni prace:

e stendza—zuzenichlopné zvysujici odpor krevnimu proudu a generujici tlakovy gradient
na chlopni

e regurgitace — nedomykavost cipl zpUsobujici retrogradni tok krve

Aortdlni chlopen patfi k nejéastéji postizenym chlopnim. Jednoznacné prevlada stendza aorty,
ktera v celkovém poctu chirurgicky IéCenych ziskanych chlopennich vad tvofi vice nez polovinu
pripadl. Aortalni regurgitace je treti nejcastéji operovanou vadou (po zminéné aortalni
stendze a mitralni regurgitaci) (Cerbak 2007). Etiologicky se uplatfiuji degenerativni procesy
oscilujici od ztlusténi cipl aZz po tézké kalcifikace omezujici jejich pohyb. Podstatou
regurgitacni vady je opét primarni postizeni cipl nebo dilatace kofene, pfipadné i anulu aorty.
Pti vysvétleni procest vedoucich k nadmérnému ukladani vapniku do chlopennich cipt
prevlada podobné jako u jinych kalcifikujicich makroangiopatii zanétliva teorie. Ke spravnému
fungovani a udrzeni biomechanickych vlastnosti chlopni je nutnd souhra mezi vrstvou
endotelidlnich bunék, komponenty extracelularni matrix (kolagen, elastinem a proteoglykany)
a intersticidlnimi burikami. Na jejich poruchdch se kromé obecné znamych rizikovych faktoru
(vék, pohlavi, nikotinismus, hypercholesterolémie, arteridlni hypertenze, diabetes mellitus)
podili mechanismy na Urovni bunééné komunikace a genetické exprese. Pfes vyrazny pokrok
v popisu a chdpani molekularni podstaty bunécnych signalnich drah a jejich poruch stdle
neexistuje specificka farmakologicka [écba schopnd pozitivné ovlivnit degenerativni
onemocnéni chlopni. Nej¢asté;jsi [écebnou metodou zlstava chirurgicka ndhrada (Zeng et al.

2016).

Patologie pulmondlni chlopné se tykaji v naprosté vétsiné vrozenych srdecnich vad. Muze jit o
izolovanou stendzu plicnice, atrézii nebo soucast komplexnich srdec¢nich vad, napf. Fallotovy
tetralogie (defekt komorového septa, dextropozice aorty, stendza plicnice, hypertrofie pravé
komory), spole¢ného arteridlniho trunku ¢i transpozice velkych tepen. K vzacnym ziskanym
pricinam patfi revmatické onemocnéni, karcinoid, infekéni endokarditida nebo trauma

(Ruckdeschel a Kim 2018).
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Z Udaju  Ndrodniho zdravotnického informacniho systému (NZIS) a Narodniho
kardiochirurgického registru vyplyva, ze Ceské republice jsou roéné provedeny vice ne7 4 tisice
kardiochirurgickych operaci na srdec¢nich chlopnich, at uZz vrdmci samostatného nebo

kombinovaného vykonu (Setina 2014).

1.8. Testovani mechanickych vlastnosti biomateriala

Studiem mechanické struktury, mechanického chovani a mechanickych vlastnosti Zivych
organismU a jejich ¢asti, obecné biologickych objektd a materidld se zabyva védni obor
biomechanika. Tkané maji vlastnosti poddajného (pruzného) télesa. Jejich tvar a objem se

vlivem pUsobicich sil méni, pficemz vznikd deformace a napéti.

Deformace je definovana jako zména tvaru télesa vlivem plsobeni sily. MUZe jit o prodlouzeni
nebo zkraceni. V pfipadé, Ze se téleso po odstranéni pUsobici sily vraci do svého plvodniho
stavu, jde o deformaci elastickou (pruznou). Trvalé zmény vzniklé plsobenim sily se oznacuji
jako deformace plastickd. Deformace je bezrozmérna veli¢ina udavajici pomér mezi novym a

pavodnim rozmérem.

Napéti (o) je stav, ktery vznikne v télese pfi pusobeni vnéjsich sil. Jde o vztah mezi silou (F) a

plochou (S), na které sila pUsobi:

c ==
S

FyzikaIni jednotkou napéti je pascal (newton na metr ¢tverecni).

Vztah mezi napétim a deformaci vyjadifuje Hookelv zdkon. Ze vztahu odvozeného jiz v 17.
stoleti britskym fyzikem Robertem Hookem (1635-1703) vyplyva, Ze deformace je pfimo

Umeérna napéti v télese. V pfipadé tahu (i tlaku) Ize k jeho zapisu pouzit vzorec:
o = EXe

Veli¢ina E je Younglv modul pruznosti (modul pruznosti v tahu) definovany jako pomér napéti

a jim vyvolané deformace:

™ 1Q
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Jako &se oznacduje pomérnda deformace, tedy pomér mezi prodlouzenim télesa a jeho plvodni

délkou.

c = délka— ptvodni délka
- plvodni délka

Younglv modul pruznosti vtahu (E) uréuje odolnost materidlu proti deformaci. Jde o
elastickou konstantu nejéasté&ji uzivanou pro charakteristiku materialu. Cim vy33i hodnoty pro
konkrétni materidl dosahuje, tim je tento material v tahu méné pruzny (k jeho deformaci je
potfeba vyssiho napéti). Pro nazornost lze uvést, Ze Youngiv modul pro mékky cin je 53 GPa,
pevnéjsi hlinik 70 GPa a Zelezo 210 GPa (Wikipedia 2019). Stejny ukazatel se v pfipadé rlznych
biologickych materiall pohybuje od 0,1 do 1,5 GPa (Meyers et al. 2008).

Kazda elasticka deformace se po prekroceni urcité sily méni v plastickou. Hranice, za kterou
prestdva byt material pruzny, se oznacuje jako mez pruznosti. Po jejim prekroceni se jiz ani pfi
odeznéni ucinku vnéjsich sil materidl nevraci do svého plivodniho tvaru a velikosti. DalSim
pusobeni sily dochazi k naruseni vnitni struktury objektu. Nejvyssi dosazitelné mechanické
napéti v materidlu pred jeho pretrzenim se oznacCuje jako mez pevnosti. Zavislost mezi
napétim a deformaci lze zobrazit graficky a oznacuje se jako kfivka napéti-deformace.
Hookelv zakon plati pouze v linedrnich oblastech kfivky napéti-deformace, kde je velikost
deformace pfimo Umérna pusobicimu napéti (Wertheim 1999). Pruznost naprosté vétsiny
biologickych materiald neni linedrni. Jejich deformace se s ndrlstem napéti zvétsSuje a
zrychluje. Jde o komplexni kompozitni materialy, jejichz mechanické vlastnosti jsou naprosto

vyjimecné (Meyers et al. 2008).

Nejpouzivanéjsi mechanickou zkousSkou ke zjisténi vlastnosti materidlu je zkouSka tahem.
Provadi se na trhacim zafizeni (obr. 16), do kterého jsou upnuty pfedem definované vzorky
materialu a vystaveny definovanym sildm az do mezniho stavu — roztrzeni. Vystupem zkousky
je deformacni nebo tahovd kfivka (stress-strain curve) vyjadfujici vztah mezi napétim a
deformaci. Kfivka je u biologickych materidld nelinearni. Jeji tvar byvd oznacovan jako ,J-
shape”, typicky ma nékolik rlznych oblasti. Diky podobnosti s tvarem nohy je pocatecni ¢ast
nazyvana prstovd (toe region, oblast malych deformaci), nasledovana patni (heel region,

oblast zpevnéni) a linedrni (linear region, oblast velkych deformaci). Poté kfivka pokracuje az
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do okamziku vzniku trhliny (obr. 17a). Dalsi prabéh k¥ivky jiz zavisi na pevnosti jednotlivych
sloZek tkané (Kochova 2013). Prstova a linedrni oblast maji tvar pfimek, ze kterych Ize stanovit
Youngovy moduly elasticity (E). Jde o smérnici (tangentu) Usecky mezi dvéma body v linearni

oblasti (v oblasti rovnomérného nérustu) (obr. 17b).

Obr. 16: Trhaci zarfizeni Zwick/Roel Z50 (Zwick GmbH & Co, Némecko) ve vyzkumném centrum NTIS (Nové
technologie pro informacni spole¢nost) v Plzni, které bylo pouZito pro vSechna méreni experimentu.

Zdroj: vlastni foto autora

Obr. 17: Ukdzka nelinedrni (,,J-shape”) deformacni kfivky (stress-strain curve). a — stress-strain krivka vzorku
aorty, oblast malych deformaci oznacena modre, oblast velkych deformaci cervené b — stejnd krivka, linedrni
oblasti malych a velkych deformaci proloZeny pro ndzornost pfimkami (prerusované), vyznacena prstovd (toe),
patni (heel) a linedrni (linear) oblast.

a 40 i i stress‘-straln

b

stress [MPa]

_O'B.O 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12
strain [1]

Zdroj: materidl z experimentu a vlastni schéma autora

V Uvodni fazi dochazi plisobenim malého napéti k jejich relativné velké deformaci (oplostény

prubéh krivky). Prlbéh krivky je spiSe linedrni, Younglv modul elasticity je nizky, byva
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oznacovan jako Youngiv modul pro malé deformace (Eo). DalSim plsobenim tahu dochazi ke
zpevnéni tkané a pribéh krivky ztraci linedrni pribéh (patni ¢ast). Poté nabyva kfivka opét
linearniho tvaru az do dosazeni mezni pevnosti. K deformaci tkané je zapotrebi vyssiho napéti,
modul pruznosti v tahu ziskany z linearniho Useku kfivky je vysoky, oznacuje se jako Young(iv

modul elasticity pro velké deformace (E1) (tagan a Liber-Kne¢ 2017).

DuleZitymi charakteristikami materidlu je mezni napéti (ultimate stress) a mezni deformace
(ultimate strain) v okamziku poruseni materidlu. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze napéti je
definovano jako pomér mezi silou a plochou, na kterou plsobi. Deformace jako pomér
aktudlni délky vzorku materialu a jeho puvodni délky. Mezni hodnoty tedy urcuji, jak moc Ize

vzorek zkoumaného materidlu natdhnout a pod jakym napétim, nez dojde ke vzniku trhliny.

Chlopen musi mit vysokou pevnost vtahu a odoldvat vysokému smérové orientovanému
napéti v okamziku zavirani (Sacks a Yoganathan 2007). Tomu odpovidal i zvoleny design

vlastniho experimentu.

1.9. Morfologické hodnoceni

Morfologie semilunarnich chlopni zajimala samozfejmé jiz Carlose Durana, Alfreda Gunninga,
Donalda Rosse, Sira Briana Barrat-Boyese i Raymonda Heinbeckera. Opirali se o v té dobé
standardni histologicka vysetreni, ktera nejsou diskutovana v publikacich, ale byla predmétem
rozhovor( pfi setkdni na odbornych akcich. Morfologii chlopennich alograftll se podrobnéji
vénovali Fischlein (1994) a Goffin (1997), zakladatel European Homograft Bank v Bruselu,
Belgie. Zakladni morfologické vysetreni stény velké cévy aortalnich a pulmonalnich alograft(
dnes provadi naprostd vétsina svétovych bank alogennich srdeénich chlopni, véetné nasi. Ndm
se velmi osvédcilo recentni doporuceni dvou mezinarodnich spole¢nosti kardiovaskularnich
patologl kinterpretaci chirurgické patologie nezdnétlivych degenerativnich onemocnéni
aorty z roku 2016 (Halushka 2016). Pro tento projekt jsme vyuZili zku$enosti a vybaveni Ustavu

histologie a embryologii LékaFské fakulty UK v Plzni (Kubikova et al. 2016, 2017).
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1.9.1. Zakladni struktura pojivové tkané

Mezenchymalni tkan tvofi buriky a mezibunécna hmota — extracelularni matrix (ECM). ECM se
sklada z vlaknité slozky a tzv. zakladni hmoty. Stavebnimi kameny vSech mékkych tkani jsou
aminokyseliny tvofici polypeptidy, polysacharidy a jejich komplexy. Zakladni hmotu tvofi
glykosaminoglykany, proteoglykany a glykoproteiny. Z obrovského mnozstvi proteini ECM

vycCnivaji svym zastoupenim predevsim dva polypeptidy — kolagen a elastin.

Kolagen je hlavni komponentou kosti, Slach, svalli i krevnich cév. Jde o pevnou, ve vodé
nerozpustnou vlaknitou bilkovinu (skleroprotein), ktera zodpovidd za odolnost tkani.
Z celkového mnozstvi bilkovin v lidském organismu pfipada pfiblizné pétina az tfetina pravé
na kolagen. Existuje mnoZstvi typU kolagenu liSicich se sloZzenim aminokyselin. Naprostou
vétsinu tvofi typ I. Kolagen se seskupuje do vldken vysoce odolnych v tahu. Kolagenni vlakna

jsou rovna nebo zvinéna, casto tvofi svazky nebo sité (Meyers et al. 2008).

Elastin je Cetné zastoupen v k(zi, plicich a sténach tepen a Zil. Jde rovnéz o skleroprotein,
podminujici vSak predevsim pruznost tkani. Podobné jako kolagen také tvofi vlakna
organizovand do siti. Elasticka vldakna maji schopnost natahnuti do délky a opétovného

zkraceni.

1.9.2. Priprava histologického preparatu

Standardni zpUsob pfipravy histologického preparatu zahrnuje:

o fixaci

e zaliti vzorku
e krajenifezl
e barveni

e montovani
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K fixaci preparatu se pouZiva fada metod, jejichz podstatou je zamezeni autolyzy tkani
denaturaci pfi zachovani jejich pfirozeného tvaru a usporadani. Nejc¢astéjSim zpUsobem

oSetreni je chemicka fixace ponofenim do roztoku formaldehydu na dobu 12 az 24 hodin.

Fixované vzorky tkané se pred dalSim zpracovanim zalévaji specidlnimi latkami s vyssi
konzistenci tak aby doslo k jejich zpevnéni. Klasickou metodou je pouZiti parafinu. Vzhledem
k jeho nerozpustnosti ve vodé se vzorky nejdfive odvodni etanolem o rizné koncentraci
(vzestupnou etanolovou radou). Nasleduje tzv. projasnéni, pfi kterém jsou syceny latkou
rozpoustéjici parafin (napt. xylen, toluen). Po tomto oSetreni se vzorky jiz syti zahfatym cistym

parafinem a zalévaji do parafinovych block(.

Ke krajeni histologickych fez(i z parafinovych bloc¢kl slouzi mikrotom schopny odkrajovat
nékolik mikrometr( tenké platky. Rezy se nasledné pfendseji na podloZni skla odetfend lepivou

smési, vyrovnaji na kapce vody a odparafinuji (xylen, alkohol, voda).

Zakladnim, tzv. pfehlednym barvenim je pouziti zasaditého hematoxylinu a kyselého eozinu.
V tomto zbarveni se zobrazuji jadra bunék modre, cytoplasma slabé rdzové, svalova tkan
Cervené a vazivo ruzové. Barveni specidlnimi histologickymi barvivy umozZnuje zobrazeni

vybranych slozek tkané (tab. 2, obr. 18).

Tab. 2: Vybrand specidini barviva ke zobrazeni kolagenu a elastinu v tkdni a jejich barevné odlisent.

kolagen elastin
zeleny trichrom end .
a Verhoeffav hematoxylin zelena cerna
rcein M . s
orce N/A ¢ervenohnéda
picrosirius red ervend N/A
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Obr. 18: Priklady barveni vzorku aortdini stény ke zobrazeni kolagennich a elastickych vidken: a — zeleny trichrom
a Verhoeffuv hematoxylin, zelené kolagen, cerné elastin, méritko 500 um. b — orcein, cervenohnédd vidkna
elastinu, méfitko 50 um. c — picrosirius red v polarizovaném svétle, kolagen cervené, méritko 50 um.

Zdroj: materidl z pribéhu experimentu

Poslednim krokem je montovani preparatu. Obarveny fez na krycim sklicku je oSetfen inertnim
tuhnoucim médiem (pryskyfici) a prekryt krycim sklickem. Tim je zajisténa ochrana pred

vyschnutim a poSkozenim.

Ke zobrazeni zakladni morfologie vzorkd chlopennich cipl a arteridlni stény slouZi barveni
zelenym trichromem a Verhoeffovym hematoxylinem. Sit elastickych vldken zobrazi fialové
pfirodni barvivo orcein. K obarveni kolagennich vlaken se obvykle pouziva siriova cerven

(picrosirius red).

1.9.3. Hodnoceni preparatt a analyza obrazu

Zakladnim zplsobem hodnoceni histologickych preparatd a studia vnitini struktury tkani je
pouziti svételného mikroskopu. Bézné typy mikroskop( vyuZzivaji zdroj svétla umistény pod
preparatem. Paprsky, které zkoumanym vzorkem pronikaji dopadaji na optickou soustavu
mikroskopu (Cocky) a vysledny zvétSeny obraz je pfimo pozorovatelny okuldry. Opticky
mikroskop nabizi 50 az 1000ndsobné zvétSeni podle typu pouZitého objektivu. Ke zkoumani
nékterych vzorkl se pouZzivd polarizacni mikroskopie, ktera je kombinaci svételné s pouZitim
kmitajiciho polarizovaného svétla a filtr(i. Filtry umisténé za zdrojem svétla pod a nad
preparatem umozni prichod pouze té Casti svétla, kterd kmitd v jednom sméru. Polarizace
umoznuje kontrastnéjsi zobrazeni dvojlomnych material(. Vyslednym obrazem jsou barevné
struktury na tmavém pozadi. Dalsi modifikaci je fluorescencéni mikroskopie vyuzivajici

vlastnosti nékterych sloZek tkané po obarveni a osviceni emitovat zareni (fluorescence).
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Polariza¢ni mikroskopie se €asto vyuziva ke kontrastnéjSimu zobrazeni kolagennich vlaken ve
zkoumaném vzorku. Molekuly kolagenu jsou anizotropni, zplsobuji tedy dvojlom svétla, které
na né dopada. Ostatni slozky vzorku, které jsou izotropni, poté vytvareji pouze tmavé pozadi
(Whittaker et al. 1989). Kolagen Ize studovat i pomoci fluorescencéni mikroskopie (Vogel et al.

2015).

Vystupem pozorovani histologickych fezli v mikroskopu je dvojrozmérny obraz zkoumanych
tkani. K mikroskopu je mozné pfipojit digitalni zaznamové zafizeni k pofizeni mikrofotografii.
Ziskana obrazova dokumentace slouzi k dalSimu podrobnéjSimu hodnoceni. K objektivizaci
ndlezl jsou vyuzivany metodologické postupy morfometrie a stereologie. Morfometrie je
méreni a kvantifikace morfologickych parametr( zkoumaného vzorku (nap¥. mnozstvi bunék).
Stereologie se pouZiva k ziskani trojrozmérnych dat z dvojrozmérnych fez( (Altunkaynak et al.
2012). Obecné ji tedy lIze definovat jako proces odvozeni prostorové (3D) predstavy o objektu
na zakladé méreni parametrl ve dvojrozmérném (2D) obrazu. Pomaha urcit kvantitativni data
zkoumanych objektl a kvalitativné interpretovat mikroskopické nalezy. Stereologie je velmi
blizkd statistice. Na zakladé analyzy vybranych fez(i vzorkem urcuje vlastnosti celku, podobné
jako nahodné vybrany vzorek obyvatel reprezentuje celou populaci. Zastoupeni zkoumané
slozky v ploSe se oznacuje velkym pismenem A (area). To je doplnéno dolnim indexem a
uréujicim, Ze jde o primérnou hodnotu — primérné zastoupeni slozky v materialu v libovolné
dvourozmérné oblasti v jakékoli roviné. Prikopnikem stereologie byl francouzsky geolog
Achille Ernest Delesse (1817-1881). Zkoumanim hornin dospél k zavéru, Ze fez horninou mlze
byt za urcitych okolnosti reprezentativnim vzorkem celé masy (Howard 1998; Baddeley a

Vedel Jensen 2004).

Stereologie vychazi také z Cavalieriho principu (italsky matematik Bonaventura Francesco
Cavalieri, 1598-1647) uzivaného k vypoctu obsahu a objemu. Z uvedeného principu mimo jiné
vyplyva, Ze pokud jsou si rovny velikosti fez(i jednotlivych Gtvar( vedenych v libovolné plose,
pak jsou si rovny i objemy téchto Utvar(. To znamena, Ze objem solidnich utvaru lze odvozovat

od velikosti jejich plochy v fezech provedenych v nahodnych rovinach.
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Vv

Zakladni hodnotici metodou je pouziti stereologické mfizky. Po aplikaci (promitnuti)

vsv

pravidelné bodové mtizky na obraz nebo mikrofotografii preparatu jsou secteny vyskyty bodu

o

(prusecika primek mfrizky) ve zkoumanych objektech. Vysledek souctu bodl k jejich
celkovému poctu urci objemovou hustotu ¢astic (obr. 19). Ke zpracovani vzork( dnes slouzi

specialni pocitacovy software (napf. Ellipse, ViDiTo, Slovenska republika).

Obr. 19: Priklad pouZiti jednoho z modulti analytického programu Ellipse (ViDiTo, Slovenskd republika) ke
stereologické analyze. Program pocitd vyskyt priseciki (bodd mriZky) kryjicich se se zkoumanymi objekty (zelenou
barvou) a pozadi (Zlutd barva). Automatickou detekci je mozné korigovat uZivatelskymi zdsahy.
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2. CiL DISERTACNI PRACE

Podstatou projektu bylo uréeni mechanickych a strukturdlnich vlastnosti funkcéné
nejdllezitéjSich ¢asti lidskych aortdlnich a pulmondlnich alograft o r(zné délce
kryoprezervace a jejich vzajemné srovnani. Cilem préace bylo ovéfeni domnénky, Ze v pribéhu
vlastni kryoprezervace ani dalSiho skladovani alograft( srdecnich chlopni v tekutém dusiku dle
standardizovanych protokold uzivanych tkanovymi bankami nedochdzi k podstatnym zménam

ovliviujicich mechanickou odolnost a strukturu Stépu.

Hypotézu jsme formulovali nasledovné: ,Kryoprezervované alografty srdecnich chlopni
neztraceji ani po 5 letech skladovani v tekutém dusiku své zasadni mechanické a strukturdlni

vlastnosti.”

Ovéreni této hypotézy mélo potencial pfimo zasdhnout do provozu tkarové banky FN Motol
a do narodniho programu transplantaci alogennich chlopennich $tép0. ProdlouZeni arbitrarné
stanovené a obecné pfijimané exspiracni doby 5 let mUiZe vyrazné rozsifit nabidku chlopennich
Stépl, predevsim méné obvyklych velikosti aortalnich alograftl, které na své vyuziti casto
¢ekaji déle a po uplynuti exspirace musi byt vyfazeny. Sir$i nabidka otevie prostor pro
spolupraci Ndarodni banky alogennich chlopennich S$tépld svétSim mnozZstvim

kardiochirurgickych pracovit v Ceské republice i zahranici.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Charakteristika souboru

Zpracovali jsme celkem 64 lidskych alogennich srdecnich chlopni (31 aortalnich, 33

pulmonalnich) pfipravenych Tkafovym zafizenim FN Motol (kéd ministerstva zdravotnictvi CR

STB 85), Narodni bankou alogennich chlopennich $t&pd. Slo o $tépy Cerstvé, které dosud

neprosly procesem kryoprezervace, kryoprezervované ve standardni expiracni dobé 5 let a

Stépy ,proslé”, exspirované, tzn. po uplynuti arbitrarné stanovené doby exspirace.

Podle délky kryoprezervace byly alogenni srdecni chlopné (ASCH) rozdéleny do 4 skupin:

e skupina O —cCerstvé

e skupina | —délka kryoprezervace 0,1 — 4,9 let

e skupina Il — délka kryoprezervace 5-9,9 let

e skupina lll — kryoprezervace 10 let a delsi

Demografické charakteristiky jednotlivych skupin a délku kryoprezervace shrnuje tabulka 3 a

graf 1.

Tab. 3: Demografické a kryoprezervacni charakteristiky souboru zpracovanych alografti srdelnich chlopni

(ASCH).
skupina 0 skupina | skupina ll skupina lll
(Cerstvé) (0,1—4,9 let) (5-9,9 let) (10 let a vice)
aortalni ASCH
n 3 9 11 8
pohlavi
muzi 4 2 3
Zeny 1 5 9 5
vék darce (roky) 51,35 49,08 45,64 44,36
(median, mezikvartilova &ite) (33,07-58,14) (40,73-51,91) (40,59-50,33) (35,43-47,37)
kryoprezervace (roky) 3,89 5,26 12,74
(medidn, mezikvartilova §ife) N/A (0,94-4,48) (5,10-5,32) (10,51-14,45)
pulmonalni ASCH
n 4 12 8 9

pohlavi
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muzi 3 5 3 5

Zeny 1 7 5 4
vék darce (roky) 54,74 49,99 53,36 46,66
(median, mezikvartilova &ie) (37,64-62,93) (45,23-54,96) (51,28-56,69) (38,91-53,79)
kryoprezervace (roky) 2,98 7,48 15,21
(median, mezikvartilova Zie) N/A (1,11-4,54) (6,80-8,85) (11,81-17,28)

Graf 1: Vékové rozloZeni ddrct a zastoupeni typu alogennich srdecnich chlopni (ASCH) v jednotlivych vékovych
kategoriich.
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3.2. Zpracovani a vybér stépu

Vsechny stépy byly ziskdny ze srdci kadaverdznich darc(, ktera nebyla z jakychkoliv dlvod(
shledana vhodnda ktransplantaci jako organ. Odbér srdce i dalsi zpracovani probéhly
standardné dle protokolu stanoveného tkarovou bankou (Spatenka et al. 1997). Viechny
chlopenni Stépy prosly obvyklym procesem pfipravy a kontroly kvality a byly shledany
vhodnymi ke klinickému pouZiti (viz kapitola 1.3.3. teoretické ¢asti prace). Odbér srdce
(opatfovani podle znéni zakona) probihalo nejcastéji v rdmci multiorgdnového odbéru, na
aseptickém operacnim sdle. Primarni zpracovani provadél kardiochirurg jiz v laminarnim boxu,
tedy superasepticky. Nejdfive standardné provedl parcialni pitvu srdce, jejiz protokol byl
odeslan na pracovisté patologické anatomie, ¢i soudniho Iékafstvi, které provedlo ze zdkona
povinnou pitvu ddrce organ(. Protokol z parcialni pitvy darce se potom stal soucasti pitevniho
protokolu ddrce organ(i. Poté kardiochirurg vypreparoval aortdlni a pulmonalni chlopenni

Stépy a odebral protokolem pracovisté predepsané vzorky tkané na mikrobiologické a
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morfologické vysetfeni. Na zavér primarniho zpracovani ASCH byla zahajena dekontaminace
Stépl naloZenim do antibiotického koktejlu v roztoku E199 (Sigma Aldrich, Némecko).
V antibiotickém koktejlu byly ASCH naloZeny pfi pokojové teploté minimalné do obdrzeni
vysledkl mikrobiologického vysSetfeni vzork( srdce darce a Stépl béhem primarniho

zpracovani. Koncentrace pouzivanych antibiotik v tabulce 4.

Tab. 4: SloZeni antibiotického koktejlu v 500 ml roztoku E 199 (Sigma Aldrich, Némecko) pouZivaného
k dekontaminaci alograft( srdecnich chlopni ve Tkdriovém zarizeni FN Motol (v roce 2019, sloZeni se miZe ménit
dle mikrobiology kaZdorocné provddéné validace).

antibiotikum koncentrace
(mg/ml)
gentamicin 032
(Gentamicin, Lek Pharmaceuticals d.d., Ljubljana, Slovinsko) ’
vankomycin 05
(Vankomycin Actavis, Actavis Group PTC, Island) !
piperacilin/tazobactam 05
(Piperacilin/Tazobactam Kabi, Fresenius Kabi s.r.o., Praha, CR) !
amfotericin B 0,1

(Fungizone, E. R. Squibb & Sons Limited, UK)

Vsechny pouzité Stépy vykazovaly negativni bakteridlni nalez. Nasledovalo definitivni
zpracovani ASCH, tedy kryoprezervace. Antibiotiky oSetfené ASCH byly v lamindrnim boxu
preneseny do kryoprotekéniho roztoku DMSO v 10 % koncentraci a dvojvrstevné zabaleny do
specialnich oball (Gambro Hemofreeze bag, NPBI BV, Gambro, Nizozemi). Zabalené stépy
prosly procesem programovaného mrazeni s poklesem teploty o 1 °C za minutu a uloZeny
v kryokontejneru v tekuté fazi tekutého dusiku pri teploté -196 °C. Popsany odbér
(opatfovani), primarni i definitivni zpracovani, mrazeni a skladovani v kryoskladu odpovidaly
pravni Upravé Zakona ¢. 286/2002 Sbh., Zakona o darovani, odbérech a transplantacich tkani a
organl a o zméné nékterych zdkon( (tzv. Transplantacni zakon) a Zakona ¢.296/2008 Sb.,
Zakona o zajiSténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani a bunék urcenych k pouziti u ¢lovéka a
0 zméné souvisejicich zdkonl (tzv. Zakon o lidskych tkdnich a burikdch). Legislativa byla
respektovana ve znéni pozdéjsich Uprav a byly respektovany i provadéci vyhlasky k obéma

zakonum.

Pro potrfeby experimentu byly ndhodé vybrany Stépy odpovidajicich typU (aortalni nebo

pulmonalni) a délky kryoprezervace. Po uvolnéni z kryoskladu nasledovalo prelozeni do
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transportniho kryokontejneru opatfeného digitdlnim teplomérem se zaznamem (CXR 500,
Wharton-Tylor International LLC, USA) a pfevoz do vyzkumného zatizeni v Plzni ve stejném

rezimu, v jakém jsou pfepravovany ASCH k transplantaci pfi pouziti u ¢lovéka.

3.3. Priprava vzorku

Po vyjmuti ztransportniho kryokontejneru byly Stépy v obalech ponechdny po dobu
minimalné 15 minut pfi pokojové teploté k ekvilibraci. Nasledné byly (stale v obalu) na dalSich
15 minut ponofeny do vodni [azné o teploté 37 °C. Popsany postup rozmrazeni vychazi
z poznatk( experimentdlné provedené validace protokolu tkanové banky a je standardné
uzZivanym i v pripadé klinického pouziti ASCH, tedy pfi rozmrazeni ASCH na operacnim sale,

pred transplantaci.

Poté jiz bylo pristoupeno k vlastnimu odbéru vzorkd pro méfeni mechanickych vlastnosti
tkdné a morfologicka vysetreni. Po otevieni a vyjmuti Stépu z obalu nasledovalo promyti ve
fyziologickém roztoku k odstranéni zbytku DMSO. Pracovni plochu a vybaveni k odbéru vzork(
tvorila korkova podlozka, chirurgické nlizky, pinzeta a specidlné vyrobené nosice Ziletkovych

bfith o definované vzdalenosti (obr. 20).

Obr. 20: Odbeér vzorka alografti srdecnich chlopni pfi experimentu. a — pracovni plocha a ndstroje, b — detail
specidlné vyrobenych vykrajovacich zarizeni s Ziletkami rovnobéZné uloZenymi ve vzddlenosti 5 a 10 mm
k zajisténi homogenity vzorka.

Zdroj: materidl z pribéhu experimentu
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Z okraje velké cévy kazdého alograftu byl nejdfive oddélen kruhovy vzorek tepny (ring) o Sifce
5 mm. Nasledovalo podélné rozstfizeni stépu mezi chlopennimi cipy a rozloZzeni na podlozku.
Poté byl vyfiznut 10 mm podélny vzorek arteridlni stény s ukotvenim cipu oznaceny jako
ventrikulo-arteridlni junkce. Tento vzorek byl zvolen jako kompozitni, obsahujici obé slozky —

cip i arteridlni sténu a jejich spojeni.

Z obou zbyvajicich intaktnich cipl (koronarnich v pfipadé aortalnich ASCH) byly odebrany 5
mm Siroké vzorky. Dale byly odebrany 1 az 3 10 mm Siroké vzorky tepenné stény (mnozstvi

dle velikosti alograftu, resp. délky jeho tepny) (obr. 21).

Ze sousednich oblasti viech vzorku byly odebrany tkané k histologickému hodnoceni. Velikost
vzorkQi byla zméfena digitdlnim posuvnym méfitkem. Tkdné urcené k mechanickému
testovani byly uloZeny do fyziologického roztoku (0,9 % vodny roztok NaCl), pro histologické

zpracovani fixovany 4 % pufrovanym formalinem.

Obr. 21: Odbér vzorkd pro experiment. a — schéma odbéru: 2 vzorky o sifce 5 mm transverzdlné z cipd, 1 vzorek o
Sifce 10 mm podélné napfic ventrikulo-arteridini (V-A) junkci s cipem a sténou tepny, 10 mm Siroké vzorky
arteridlni stény; b — pulmondrni alograft otevieny podélnou incizi mezi cipy; ¢ — aortdini alograft s vyfiznutym
vzorkem V-A junkce napfi¢ nekorondrnim cipem. Ve schématu neni zndzornén odbér arteridlniho ringu z okraje
alograftu, ktery probéhl pred rozstfizenim alograftu.
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Zdroj: vlastni schéma a foto, publikovdno v ¢asopisu Cell and Tissue Banking (Fiala 2019)

Pocty odebranych vzorkl jsou prehledné uvedeny v tabulce 4. V nékterych pripadech nebylo
mozné vzorky odebrat (kvlli nedostatecné délce alograftu), v jinych zase nebylo moziné

odebrané vzorky dale zpracovat (kvali poSkozeni) a proto byly vyrazeny.

Tab. 4: Pocty vzork( odebranych z jednotlivych skupin podle délky kryoprezervace. (ASCH = alograft srdecni
chlopné)

skupina 0 skupina | skupina Il skupina lll
(Cerstvé) (0,1-4,9let) (5-9,9 let) (10 let a vice)
aortalni ASCH 3 9 11
tepna 6 11 26
cip 6 18 21 16
junkce 3 9 11 8
ring 3 9 11
pulmonalni ASCH 4 12 8
tepna 9 21 10 11
cip 7 21 16 14
junkce 4 12 8 9
ring 4 12 8 8

3.4. Mechanické testovani

VSechny odebrané vzorky byly v kratkém odstupu po odbéru (10-60 minut) podrobeny
zkousce tahem na trakénim stroji (trhacim zatizeni) Zwick/Roel Z50 (Zwick GmBH & Co,
Némecko). Stroj byl osazen 1 kN snimacem zatiZeni (tenzometrickym snimacem) schopnym
prevést vynaloZenou tahovou silu na elektricky signal. Ten byl zesilen a zpracovan snimaéem
napojenym na vypocetni techniku vybavenou specidlnim software. Ke zpracovani dat byl
vyuzit program na poloautomatické vyhodnoceni namérenych mechanickych hodnot vyvinuty

pracovniky NTIS (Elfpy2018, http://docs.sfepy.org/elfpy/doc-devel/index.html#).

50



Vzorky byly upevnény do celisti méficiho zafizeni s pocatecni nastavenou délkou 10 mm.
Samotné testovani probihalo podle nastaveného programu. Po spusténi stroje probéhlo 20
stabilizacnich cyklG s nataZzenim vzorkd o 10 % pUvodni délky rychlosti 10 mm/min (tzv.
preconditioning). Nasledovalo zatiZeni rychlosti 10 mm/min do okamziku pfetrzeni. Vystupem
kazdé zkousky byla deformacni kfivka (stress-strain curve) vyjadfujici vztah mezi napétim a

deformaci (obr. 22).

Obr. 22: Mechanické testovdni vzorku aortdlni stény trakénim strojem Zwick/Roell Z50. a — uchyceni vzorku do
Celisti stroje; b — okamZik ruptury vzorku; ¢ — ukdzka nelinedrni deformacni kfivky, oblast malych deformaci
oznacena modre, linedrni oblast velkych deformaci cervené, hvézdicka oznacuje okamZik ruptury vzorku, ve
kterém byly uréovdny mezni napéti a mezni deformace.
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Zdroj: materidl z pribéhu experimentu

Z ktivky byl z oblasti malych a velkych deformaci automaticky (pouzitim linearni regrese)
vypocten Younglv modul elasticity (E) pro malé (Eo) a velké deformace (E1). Rozpéti malych a
velkych deformaci pro jednotlivé druhy vzork( ziskané z tvaru deformacni kfivky shrnuje

tabulka 5.

Tab. 5: Rozpéti malych a velkych deformaci pro rizné vzorky tkdné

malé deformace velké deformace
tepna 0-4 % 20-40 %
cip 0-2% 10-20 %
junkce 0-2% 10-20 %
ring 0-20 % 40-60 %
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V okamziku ruptury vzorku bylo uréeno mezni napéti (ultimate stress) a mezni deformace
(ultimate strain), tedy maximalni sila vedouci k rupture a rozdil mezi délkou vzorku pfi rupture

a jeho plvodni délkou vydéleny plvodni délkou.

Pro testovani arterialnich ringQ byly vzorky ukotveny pomoci zvlast vyrobenych drzakd s haky
(obrdzek 23). Po upevnéni do pneumatickych Celisti trakéniho stroje byl vzorek ringu zatizen
tahem 0,1 N, tedy silou potfebnou k vypnuti ringu. Uvodni obvod ringu (Co) byl vypoéten podle

vzorce:
Co = 2(lo+ dp) + m(dnh+ta)

lo = vzdalenost haka
dh = prlimér haku (2,6 mm)

ta = tloustka ringu

V uvodu testu probéhl preconditioning 20 cykly nataZzeni a povoleni o 10 % uvodniho obvodu
ringu (pomérna deformace g0 = 0,1 Co). Rychlost nataZzeni v mm/min byla vypoctena zvlast pro

kazdy vzorek podle vzorce:
V= 16080

Vypoctena rychlost odpovidala modelové situaci, kdy by k deformaci o 10 % a navratu zpét do
uvodniho stavu doslo v priibéhu jednoho srde¢niho stahu. Standardizovana srdecni frekvence
80/min a preconditioning o 10 % byly prevzaty z publikovanych experimentalnich praci

(Greenfield a Patel 1962; Hamdan et al. 2012; Imura et al. 1990).

Nasledovalo vlastni testovani, pfi kterém byl ring zatéZovan stejnou rychlosti jako pfi
preconditioningu aZz do pretrzeni. Ze ziskané deformacni kfivky byly stejné jako u ostatnich
vzork( vyse popsanym zpusobem vypocteny moduly pruznosti Eo a E1, mezni napéti a mezni

deformace.
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Obr. 23: Mechanické testovdni vzoru arteridlniho ringu trakénim strojem Zwick/Roell Z50. a — hdcky k uchyceni
vzorku mezi Celistmi trakcniho stroje; b —vzorek aortdliniho ringu v klidovém stavu pred zacdtkem testu; ¢ —vzorek
pod napétim; d —vzorek v okamZiku ruptury

Zdroj: materidl z pribéhu experimentu

Zkousky probihaly pfi pokojové teploté, vzorky byly priibéiné zvlhéovany fyziologickym
roztokem. ZpUsob testovani vychazel z protokolu, jiz dfive publikovaného studijnim tymem

(Kubikova et al. 2016, 2017).

3.5. Histologické hodnoceni

Céasti tkdni odebrané z oblasti sousedicich se vzorky pro mechanické hodnoceni byly fixovany
4 % pufrovanym formalinem a odesldny k dal$imu histologickému zpracovani do Ustavu
embryologie a histologie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Ptiprava preparat
probéhla standardni technikou popsanou v Uvodni ¢asti prace. Z parafinovych block( byly
nakrajeny 5 um fezy. Dva preparaty zkazdého vzorku prosly standardné barvenim
hematoxylinem a eosinem, dva Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem
k vizualizaci pojivové tkané, dva orceinem kvizualizaci elastickych vlaken a dva siriovou
Cerveni (picrosirius red) k vizualizaci kolagenu typu I. K hodnoceni vSech preparatl poslouzil
svételny mikroskop s objektivy umozniujicimi 4 az 40ndsobné zvétseni. Vzorky obarvené
siriovou Cerveni byly prohlédnuty v mikroskopu s pouzitim zdroje s cirkuldrné polarizovanym

svétlem a pfislusnymi filtry. K dalSimu hodnoceni bylo pofizeno 6228 mikrofotografii (tab. 6).
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Tab. 6: Barveni prepardtii pouZité v experimentu ke stanoveni strukturdlnich vlastnosti jednotlivych vzorku
allografti srdecnich chlopni, Ax= area fraction

pocet
hodnoceny parametr barveni zvétseni mikrofotografii na
vzorek
Verhoeffliv hematoxylin a zeleny
tloustka celé stény (MT) 4x 2
trichrom
zastoupeni elastinu (Aa(elastin)) orcein 40x 8
zastoupeni kolagenu (Ax(kolagen)) | siriova Cerven 20x 8

Ke stanoveni plosného podilu kolagenu typu | a elastinu v referenéni ploSe vzorku (area
fraction Aa) byly aplikovany morfometrické stereologické metody vychazejici z principl
popsanych v Uvodni casti prace, konkrétné Cavallieriho principu (viz kapitola 1.8.3.).
Hodnoceni nahodné zhotovenych mikrofotografii kazdého vzorku pomoci bodové
stereologické mfizky probihalo v programu Ellipse (ViDiTo, Slovenska republika). Plosny podil
byl vypocten jako pocet prisecikl (bodd) mrizky kryjicich se se zkoumanym parametrem
(kolagenem | nebo elastinem) déleny celkovym poctem prisecikd mtizky. Vysledna hodnota

byla priimérem hodnot ziskanych z 8 mikrofotografii.

3.6. Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovana programem Statistica Base 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Normalita rozloZeni mechanickych a strukturdlnich parametr(i byla testovdna Shapiro-
Wilkovym testem. Rozdil hodnoty parametrli mezi jednotlivymi skupinami byl analyzovan
Kruskal-Wallisovym ANOVA a Man-Whitneyho U testem. K urceni korelace mezi délkou
kryoprezervace a mechanickymi a strukturdlnimi vlastnostmi byl pouzit test nelinearniho

Spearmanova korela¢niho koeficientu. Hladina vyznamnosti byla zvolena 5 % (p=0,05).
Vysledky vSech méreni jsou uvedeny jako medidny s mezikvartilovym rozpétim (IQR). IQR je

rozpéti mezi 25. a 75. percentilem, tedy oblast, ve které se nachazi stfednich 50 % hodnot

proménné. K vizualizaci dat byl pouzit krabicovy graf (box plot). ObdéInik grafu urcuje polohu
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dolniho a horniho kvartilu, uvnitf je oznacena pozice medidnu. Vybézky oznacuji maximum a

minimum pozorovanych hodnot (obr. 24).

Obr. 24: Krabicovy graf (box plot) pouZity k vizualizaci namérenych dat s legendou k jeho jednotlivym ¢dstem.

<«———e maximum

- « horni kvartil

0 --<+——e median

- o dolni kvartil
J_.._—. minimum

Zdroj: vlastni schéma
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4. VYSLEDKY

Celkem bylo vysetfeno 64 chlopennich alograftll, ze kterych bylo odebrano 346 vzork( pro
méreni mechanickych vlastnosti. Ze ziskané tkané bylo pfipraveno stejné mnoiZstvi

histologickych preparatd, ze kterych bylo pofizeno a hodnoceno 6228 mikrofotografii.

4.1. Mechanické a morfologické vlastnosti cerstvych ASCH (skupina 0)

Ve skupiné 0 bylo zpracovano 7 ,Cerstvych” alograftl srdecnich chlopni, tedy téch, které byly
ziskany standardnim zpUsobem a technikou popsanou v metodické ¢asti, dekontaminovany
antibiotickym roztokem v mediu E199, ale neprosly metodou kryoprezervace. Charakteristiky

skupiny v tabulce 7 a grafu 2.

Tab. 7: Charakteristiky skupiny erstvych alografti srdecnich chlopni (skupina 0).
n = pocet, M = muzi, Z = 7eny, IQR = mezikvartilovd Site, kryo = kryoprezervace, N/A = neni aplikovatelné

. pohlavi vék (roky) kryo (roky)
skupina 0 (M/2) (median, IQR) (median, IQR)
. 51,35
aortalni 2/1 (33,07-58,14) N/A
. 54,74
pulmonalni 31 (37,64-62,93) N/A

Graf 2: Vékové rozloZeni ddrcii a zastoupeni typu allogennich srdecnich chlopni (ASCH) ve skupiné Cerstvych Stépu

(skupina 0).
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Ze vSech ASCH byly odebrany vzorky cipd, aortalni stény, ventrikulo-arteridlni junkce a

arterialniho ringu a podrobeny mechanické zkousce na trakénim stroji pfi uniaxialnim zatizeni.

Vysledky méreni mechanickych parametrl jednotlivych vzorkd ASCH ziskané trhaci zkouskou

shrnuje tabulka 8. Ukazky deformacnich krivek obrdzek 25.

Tab. 8: Mechanické vlastnosti Cerstvych (skupina 0) aortdlnich a pulmondinich alografti (ASCH), medidny hodnot

s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet testovanych vzorki; Eo a E; = Youngtv model elasticity v malych, resp.

velkych deformacich.

skupina 0

Eo
(MPa)

E:
(MPa)

mezni deformace

mezni napéti
(MPa)

aortalni ASCH

tepna (n=6)
cip (n=6)
junkce (n=3)

ring (n=3)

0,24 (0,08-0,34)
0,87 (0,46-2,56)
0,29 (0,07-0,38)
0,23 (0,22-0,26)

2,31 (1,01-3,97)
20,53 (15,77-47,35)
0,84 (0,58-1,80)
16,85 (9,48-20,84)

0,36 (0,21-0,45)
0,19 (0,17-0,29)
0,25 (0,13-0,56)
0,57 (0,43-0,77)

0,49 (0,30-0,60)
3,38 (2,22-4,14)
0,18 (0,16-0,22)
2,03 (1,71-2,20)

pulmonalni ASCH

tepna (n=9)
cip (n=7)
junkce (n=4)

ring (n=4)

0,09 (0,06-0,12)
1,17 (0,40-6,32)
0,36 (0,19-0,54)
0,17 (0,13-0,32)

0,97 (0,91-1,17)
15,51 (11,13-30,02)
2,10 (1,21-2,83)
9,6 (8,19-10,33)

0,45 (0,34-0,81)
0,14 (0,11-0,23)
0,21 (0,15-0,34)
0,53 (0,41-0,55)

0,33 (0,27-0,36)
2,23 (1,01-2,95)
0,26 (0,22-0,33)
1,21 (1,08-1,55)

Obr. 25: Vybrané ukdzky nelinedrnich deformacnich kfivek pro riizné typy vzorki cerstvych aortdlnich a

pulmondlnich alograftii (AASCH, PASCH, skupina 0), a — sténa tepny, b — cip, ¢ — ventrikulo-arteridini junkce, d —

ring. Oblast malych deformaci oznacena modre, linedrni oblast velkych deformaci ¢ervené, hvézdicka oznacuje

okamZik ruptury vzorku, ve kterém byly urcovdny mezni napéti a mezni deformace.
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Tkan bezprostfedné sousedici se vzorky odebranymi pro mechanické testovani byla
odstfizena, fixovana 4 % pufrovanym formalinem a odesldna k morfologickému hodnoceni.
Méreni strukturdlnich vlastnosti pfedchazelo standardni histologické zpracovani popsané
v metodické ¢asti prace. K obarveni pojivové tkané byl pouZit Verhoefliv hematoxylin a zeleny
trichrom, ke zobrazeni elastinu orcein a kolagennich vldken siriova cerven (picrosirius red)

v polarizovaném svétle (obr. 26).
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Obr. 26: Vlybrané ukdzky mikrofotografii histologickych prepardti ze vzorkd arteridini stény, cipu, ventrikulo-
arteridlni junkce a ringu &erstvych aortdlnich a pulmondinich alograftt (AASCH, PASCH, skupina 0), a — Verhoeffiv
hematoxylin a zeleny trichrom, zelend = kolagen I, ¢ernd = elastin, b — orcein, ¢ervenohnédd vidkna = elastin, ¢ —

picrosirius red v polarizovaném svétle, cervend vidkna = kolagen.

AASCH sténa

PASCH cip

59



AASCH junkce

AASCH ring

PASCH ring

d

Mikrofotografie prepardtd obarvenych orceinem a picrosirius red (v polarizovaném svétle)
(obr. 26 b, c) byly hodnoceny morfometricky pomoci bodové stereologické mrizky
v pocitacovém programu Ellipse (ViDiTo, Slovenska republika). Tloustka stény byla méfena
z preparatli barvenych Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (obr. 26 a). Pocet
mikrofotografii pofizenych na kazdy vzorek viz tabulka 6 v metodické Casti. Ziskané hodnoty

shrnuje tabulka 9.



Tab. 9: Morfologické vlastnosti Cerstvych (skupina 0) aortdlnich a pulmondinich alografti (ASCH), medidny

hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet hodnocenych mikrofotografii; Aa = plosny podil v referenéni plose

vzorku (area fraction); MT = tloustka stény

skupina 0
(Cerstvé)

Aa
(elastin)

Aa
(kolagen 1)

MT
(um)

aortalni ASCH

tepna  (n=108)
cip (n=108)
junkce (n=54)

ring (n=54)

0,47 (0,46-0,60)
0,15 (0,11-0,16)
0,23 (0,20-0,30)
0,33 (0,29-0,37)

0,07 (0,02-0,18)
0,21 (0,13-0,33)
0,12 (0,11-0,29)
0,16 (0,042-0,21)

1941,14 (1681,14-2137,03)
479,33 (417,00-540,00)
911,18 (702,89-1458,44)

2477,20 (2296,62-2507,08)

pulmonalni ASCH

tepna  (n=162)
cip (n=126)
junkce (n=72)

ring (n=72)

0,37 (0,32-0,39)
0,08 (0,05-0,13)
0,22 (0,19-0,25)
0,30 (0,28-0,32)

0,08 (0,05-0,19)
0,21 (0,18-0,25)
0,13 (0,08-0,21)
0,13 (0,11-0,22)

1316,86 (1017,65-1368,02)
317,00 (283,00-375,00)
709,33 (662,18-808,45)
1673,04 (1534,35-1871,78)

4.2. Mechanické a morfologické vlastnosti kryoprezervovanych ASCH skladovanych

do 5 let (skupina I)

Ve skupiné | bylo zpracovano 21 alograftl srdecnich chlopni, které byly ziskany standardnim

zpUsobem a technikou popsanou v metodické ¢asti, dekontaminovany antibiotickym

roztokem v médiu E199, prosly procesem kryoprezervace a byly skladovany v kryoskladu pfi

teploté tekutého dusiku do arbitrarné stanovené hranice 5 let. Charakteristiky skupiny

v tabulce 10 a grafech 3 a 4.

Tab. 10: Charakteristiky skupiny alografti srdecnich chlopni s délkou kryoprezervace do 5 let (skupina ).

n = polet, M = muZi, Z = 7eny, IQR = mezikvartilovd $ife, kryo = kryoprezervace

skupina | pohlavi vék (roky) kryo (roky)
(kryo 0.1 - 4.9 let) n (M/2) (medién, IQR) (medidn, IQR)
e 49,08 3,89
aortalni 9 4/5 (40,73-51,91) (0,94-4,48)
o 49,99 2,98
pulmonalni 12 5/7 (45,23-54,96) (1,11-4,54)

61



Graf 3: Vékové rozloZeni ddrct a zastoupeni typu allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych do 5
let (skupina 1).
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Graf 4: Charakteristika allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych do 5 let (skupina 1) podle délky
kryoprezervace.

I pulmonalni ASCH B aortilni ASCH

pocet ASCH
= NW R UIONOWW
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délka kryoprezervace

Ze vSech ASCH skupiny | byly odebrany vzorky cipa, aortdlni stény, ventrikulo-arteridlni junkce
a arteridlniho ringu a podrobeny mechanické zkouSce na trakénim stroji pfi uniaxialnim
zatizeni. Vysledky méreni mechanickych parametr( jednotlivych vzorkd ASCH ziskané trhaci

zkouskou shrnuje tabulka 11. Ukazky deformacnich kfivek obrdzek 27.
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Tab. 11: Mechanické vlastnosti aortdlnich a pulmondinich alograftii (ASCH) do 5 let kryoprezervace (skupina 1),
medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet testovanych vzorkd,; Eo a E; = Younglv model elasticity
v malych, resp. velkych deformacich.

skupina |
(kryo 0,1 - 4,9 let)

Eo
(MPa)

E:
(MPa)

mezni deformace

mezni napéti
(MPa)

aortalni ASCH

sténa (n=11)
cip (n=18)
junkce (n=9)
ring (n=9)

0,34 (0,16-1,54)
2,33 (0,69-4,99)
0,23 (0,22-0,85)
0,18 (0,14-0,23)

3,94 (1,28-9,95)
19,55 (12,61-29,01)
2,21 (0,86-2,85)
13,84 (11,64-14,50)

0,45 (0,35-0,67)
0,33 (0,20-0,37)
0,43 (0,23-0,51)
0,55 (0,50-0,68)

0,83 (0,37-5,69)
4,76 (2,34-8,13)
0,34 (0,31-0,48)
1,62 (1,39-2,07)

pulmonalni ASCH

sténa (n=21)
cip (n=21)
junkce (n=12)
ring (n=12)

0,13 (0,09-0,21)
2,33 (0,90-4,98)
0,21 (0,14-0,33)
0,12 (0,03-0,24)

0,99 (0,58-1,95)
15,48 (10,77-24,49)
1,54 (0,67-2,09)
6,44 (5,47-8,42)

0,46 (0,31-0,67)
0,25 (0,17-0,39)
0,18 (0,16-0,21)
0,39 (0,33-0,55)

0,31 (0,20-0,45)
3,07 (2,04-3,84)
0,16 (0,09-0,25)
1,04 (0,80-1,37)

Obr. 27: Vybrané ukdzky nelinedrnich deformacnich kfivek pro ruzné typy vzork( aortdlnich a pulmondlnich
alograftii (AASCH, PASCH) do 5 let kryoprezervace (skupina 1), a — sténa tepny, b — cip, ¢ — ventrikulo-arteridlni
junkce, d —ring. Oblast malych deformaci oznacena modre, linedrni oblast velkych deformaci cervené, hvézdicka
oznacuje okamZik ruptury vzorku, ve kterém byly uréovdny mezni napéti a mezni deformace.
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testovani byla

odstfizena, fixovana 4 % pufrovanym formalinem a odesldna k morfologickému hodnoceni.

Méreni strukturdlnich vlastnosti pfedchazelo standardni histologické zpracovani popsané

v metodické ¢asti prace. K obarveni pojivové tkané byl pouZit Verhoefliv hematoxylin a zeleny

trichrom, ke zobrazeni elastinu orcein a kolagennich vldken siriova cerven (picrosirius red)

v polarizovaném svétle (obr. 28).
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Obr. 28: Vlybrané ukdzky mikrofotografii histologickych prepardti ze vzorkd arteridini stény, cipu, ventrikulo-
arteridlni junkce a ringu aortdlnich a pulmondlnich alografti (AASCH, PASCH) do 5 let kryoprezervace (skupina I),
a— Verhoeffiiv hematoxylin a zeleny trichrom, zelend = kolagen I, ernd = elastin; b — orcein, cervenohnédd vidkna
= elastin; ¢ — picrosirius red v polarizovaném svétle, cervend vldkna = kolagen.
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AASCH cip

PASCH cip




AASCH junkce

AASCH ring

d

PASCH ring

Mikrofotografie prepardtd obarvenych orceinem a picrosirius red (v polarizovaném svétle)
(obr. 28 b, c) byly hodnoceny morfometricky pomoci bodové stereologické mfrizky
v pocitacovém programu Ellipse (ViDiTo, Slovenska republika). Tloustka stény byla méfena

z preparatli barvenych Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (obr. 28 a). Pocet



mikrofotografii pofizenych na kazdy vzorek viz tabulka 6 v metodické Casti. Ziskané hodnoty

shrnuje tabulka 12.

Tab. 12: Morfologické vlastnosti aortdlnich a pulmondlnich alograftii (ASCH) do 5 let kryoprezervace (skupina ),
medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet hodnocenych mikrofotografii; Aax = plosny podil

v referencni plose vzorku (area fraction); MT = tloustka stény

skupina |
(kryo 0,1 - 4,9 let)

Aa
(elastin)

Aa
(kolagen 1)

MT
(um)

aortalni ASCH

sténa (n=198)
cip (n=324)
junkce (n=162)

ring (n=162)

0,43 (0,38-0,44)
0,14 (0,08-0,18)
0,29 (0,22-0,35)
0,29 (0,28-0,32)

0,18 (0,10-0,25)
0,38 (0,31-0,48)
0,27 (0,17-0,32)
0,18 (0,09-0,30)

1763,41 (1682,01-2116,60)
540,52 (431,42-637,44)
1209,07 (997,10-1395,08)
2392,56 (2130,70-2715,99)

pulmonalni ASCH

sténa (n=378)
cip (n=378)
junkce (n=216)

ring (n=216)

0,36 (0,27-0,40)
0,12 (0,10-0,18)
0,21 (0,14-0,29)
0,25 (0,23-0,30)

0,18 (0,03-0,28)
0,32 (0,26-0,43)
0,36 (0,06-0,43)
0,10 (0,06-0,12)

1239,21 (1150,27-1701,19)
427,91 (329,78-505,36)
823,56 (687,78-888,51)

2001,53 (1875,50-2372,45)

4.3. Mechanické a morfologické vlastnosti kryoprezervovanych ASCH skladovanych
5-9,9 let (skupina ll)

Ve skupiné Il bylo zpracovano 19 alograftli srdecnich chlopni, které byly ziskany standardnim
zpusobem a technikou popsanou v metodické casti, dekontaminovany antibiotickym
roztokem v mediu E199, prosly procesem kryoprezervace, prekrocily arbitrarné stanovenou
hranici 5 let skladovani v tekuté fazi tekutého dusiku, ale nebyly uchovavany vice nez 9,9 let.

Charakteristiky skupiny v tabulce 13 a grafech 5 a 6.

Tab.13: Charakteristiky skupiny alograftt srdecnich chlopni s délkou kryoprezervace 5-9,9 let (skupina Il).
n = polet, M = muZi, Z = 7eny, IQR = mezikvartilovd $ife, kryo = kryoprezervace

skupina ll pohlavi vék (roky) kryo (roky)
(kryo 5-9,9 let) n (M/Z) (median, IQR) (median, IQR)
o 45,64 5,26
aortaini 11 2/9 (40,59-50,33) (5,10-5,32)
- 53,36 7,48
pulmonalni 8 3/5 (51,28-56,69) (6,80-8,85)
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Graf 5: Vekové rozloZeni ddrct a zastoupeni typt allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych 5-9,9
let (skupina Il).
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Graf 6: Charakteristika allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych 5-9,9 let (skupina Il) podle délky
kryoprezervace.

M pulmonalni ASCH B aortalni ASCH

12

10
T 8
.
- 6
Q
S
S 4

2

pr— 7
5-5,9 6-6,9 7-7,9 88,9 99,9

délka kryoprezervace

Ze vsech ASCH skupiny Il byly odebrany vzorky cipu, aortalni stény, ventrikulo-arteridlni junkce
a arteridlniho ringu a podrobeny mechanické zkouSce na trakénim stroji pfi uniaxialnim
zatizeni. Vysledky méreni mechanickych parametr( jednotlivych vzorkd ASCH ziskané trhaci

zkouskou shrnuje tabulka 14. Ukazky deformacnich kfivek obrdzek 29.

Tab. 14: Mechanické viastnosti aortdlnich a pulmondlnich alograftid (ASCH) kryoprezervovanych 5-9,9 let (skupina
I1), medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet testovanych vzorkd; Eq a E; = Youngtv model elasticity
v malych, resp. velkych deformacich.

skupina ll Eo E: mezni deformace mezni napéti
(kryo 5-9,9 let) (MPa) (MPa) (MPa)
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aortalni ASCH

sténa (n=26) 0,18 (0,13-0,25) 1,82 (1,19-4,34) 0,50 (0,47-0,59) 0,54 (0,36-1,03)
cip (n=21) 1,59 (0,80-4,04) | 24,17 (16,63-34,72) | 0,22 (0,16-0,31) 3,98 (3,04-4,24)
junkce  (n=11) 0,16 (0,09-0,24) 1,17 (1,00-1,27) 0,32 (0,26-0,43) 0,25 (0,18-0,31)
ring (n=11) 0,17 (0,06-0,28) 10,48 (7,98-14,56) 0,65 (0,46-0,90) 1,66 (1,36-1,86)

pulmonalni ASCH

sténa (n=10) 0,32 (0,20-0,49) 2,03 (1,18-3,04) 0,20 (0,15-0,25) 0,31 (0,19-0,46)
cip (n=16) 1,61 (0,71-6,77) 18,49 (8,59-34,02) 0,15 (0,12-0,31) 2,34 (1,08-4,38)
junkce  (n=8) 0,43 (0,18-0,83) 2,47 (1,47-4,08) 0,13 (0,12-0,18) 0,23 (0,17-0,38)
ring (n=8) 0,22 (0,13-0,25) 5,32 (4,55-5,76) 0,36 (0,29-0,49) 0,70 (0,61-1,17)

Obr. 29: Vybrané ukdzky nelinedrnich deformacnich kfivek pro ruzné typy vzork( aortdlnich a pulmondlnich
alograftii (AASCH, PASCH) kryoprezervovanych 5-9,9 let (skupina Il), a — sténa tepny, b — cip, ¢ — ventrikulo-
arteridlni junkce, d — ring. Oblast malych deformaci oznacena modre, linedrni oblast velkych deformaci cervené,
hvézdicka oznacuje okamZik ruptury vzorku, ve kterém byly uréovdny mezni napéti a mezni deformace.
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Tkan bezprostfedné sousedici se vzorky odebranymi pro mechanické testovani byla
odstfiZzena, fixovana 4 % pufrovanym formalinem a odeslana k morfologickému hodnoceni.
Méreni strukturdlnich vlastnosti pfedchazelo standardni histologické zpracovani popsané
v metodické ¢asti prace. K obarveni pojivové tkané byl pouZit Verhoefliv hematoxylin a zeleny
trichrom, ke zobrazeni elastinu orcein a kolagennich vldken siriova cerven (picrosirius red)

v polarizovaném svétle (obr. 30).

Obr. 30: Vlybrané ukdzky mikrofotografii histologickych prepardti ze vzorkd arteridini stény, cipu, ventrikulo-
arteridlni junkce a ringu aortdlnich a pulmondinich alografti (AASCH, PASCH) kryoprezervovanych 5-9,9 let
(skupina 1l), a — Verhoeffiiv hematoxylin a zeleny trichrom, zelend = kolagen I, cernd = elastin; b — orcein,
Cervenohnédd vidkna = elastin; ¢ — picrosirius red v polarizovaném svétle, ¢ervend vidkna = kolagen.
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PASCH junkce

AASCH ring

Mikrofotografie prepardtd obarvenych orceinem a picrosirius red (v polarizovaném svétle)
(obr. 30 b, c) byly hodnoceny morfometricky pomoci bodové stereologické mfrizky
v pocitacovém programu Ellipse (ViDiTo, Slovenska republika). Tloustka stény byla méfena
z preparatli barvenych Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (obr. 30 a). Pocet
mikrofotografii pofizenych na kazdy vzorek viz tabulka 6 v metodické Casti. Ziskané hodnoty

shrnuje tabulka 15.

Tab. 15: Morfologické vlastnosti aortdinich a pulmondlnich alograftii (ASCH) kryoprezervovanych 5-9,9 let
(skupina 1), medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet hodnocenych mikrofotografii; Aa = plosny
podil v referencni plose vzorku (area fraction); MT = tloustka stény
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skupina ll
(kryo 5-9,9 let)

Aa
(elastin)

Aa
(kolagen 1)

MT
(um)

aortalni ASCH

sténa (n=468)
cip (n=378)
junkce  (n=198)

ring (n=198)

0,45 (0,40-0,49)
0,11 (0,08-0,16)
0,29 (0,25-0,34)
0,31 (0,28-0,38)

0,03 (0,01-0,11)
0,27 (0,12-0,41)
0,13 (0,06-0,40)
0,09 (0,02-0,16)

1914,17 (1638,27-2207,02)
501,00 (365,00-668,00)
1052,06 (897,63-1370,51)
2506,09 (2373,90-2809,87)

pulmonalni ASCH

sténa (n=180)
cip (n=288)
junkce (n=144)

ring (n=144)

0,40 (0,37-0,43)
0,13 (0,09-0,16)
0,24 (0,22-0,25)
0,26 (0,24-0,32)

0,03 (0,02-0,07)
0,36 (0,17-0,43)
0,08 (0,07-0,27)
0,03 (0,02-0,12)

1370,92 (1160,06-1606,94)
325,72 (248,00-416,00)
819,95 (657,74-892,81)

1789,18 (1695,91-2055,53)

4.4. Mechanické a morfologické vlastnosti kryoprezervovanych ASCH skladovanych
10 a vice let (skupina Ill)

Ve skupiné Il bylo zpracovano 17 alograftd srdec¢nich chlopni, které byly ziskany standardnim

zpusobem a technikou popsanou v metodické casti, dekontaminovany antibiotickym

roztokem v mediu E199, prosly procesem kryoprezervace a byly skladovany v tekuté fazi

tekutého dusiku po dobu 10 let a déle. Charakteristiky skupiny v tabulce 16 a grafech 7 a 8.

Tab. 16: Charakteristiky skupiny alografti srdecnich chlopni s délkou kryoprezervace 10 a vice let (skupina Ill). n

= pocet, M = muzi, Z = Zeny, IQR = mezikvartilovd $ite, kryo = kryoprezervace

skupina Il pohlavi vék (roky) kryo (roky)
(kryo 10 a vice let) n (M/Z) (median, IQR) (median, IQR)
(s 12,74
aortalni 8 3/5 (35,43-47,37) (10,51-14,45)
- 15,21
pulmonalni 9 >/4 (38,91-53,79) (11,81-17,28)
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Graf 7: Vékové rozloZeni ddrct a zastoupeni typd allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych 10 a
vice let (skupina Ill).
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Graf 8: Charakteristika allogennich srdecnich chlopni (ASCH) kryoprezervovanych 10 a vice let (skupina Ill) podle
délky kryoprezervace.
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Ze vsech ASCH skupiny Ill byly odebrany vzorky cipl, aortdlni stény, ventrikulo-arteridlni
junkce a arterialniho ringu a podrobeny mechanické zkousSce na trakénim stroji pfi uniaxidlnim
zatizeni. Vysledky méreni mechanickych parametr( jednotlivych vzorkd ASCH ziskané trhaci

zkouskou shrnuje tabulka 17. Ukazky deformacnich kfivek obrdzek 31.

Tab. 17: Mechanické vlastnosti aortdlnich a pulmondlnich alografti (ASCH) kryoprezervovanych 10 a vice let
(skupina Ill), medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet testovanych vzorkd; Eo a E; = Youngiv model
elasticity v malych, resp. velkych deformacich.
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skupina Il
(kryo 10 a vice let)

Eo
(MPa)

E:
(MPa)

mezni deformace

mezni napéti
(MPa)

aortalni ASCH
sténa (n=6)
cip (n=16)
junkce (n=8)
ring (n=8)

0,10 (0,06-0,12)
1,16 (0,20-2,15)
0,10 (0,07-0,18)
0,24 (0,20-0,27)

1,26 (0,44-1,59)
13,02 (10,16-22,38)
0,93 (0,80-1,32)
11,67 (10,90-12,18)

0,38 (0,31-0,72)
0,34 (0,27-0,40)
0,45 (0,38-0,56)
0,72 (0,56-0,88)

0,16 (0,05-0,50)
3,32 (2,33-4,75)
0,28 (0,25-0,41)
2,04 (1,74-2,29)

pulmonalni ASCH

sténa (n=11)
cip (n=14)
junkce (n=9)
ring (n=8)

0,14 (0,05-0,22)
2,12 (0,59-7,32)
0,22 (0,15-0,31)
0,20 (0,13-0,30)

1,23 (1,10-2,07)
22,66 (12,32-43,74)
1,30 (0,64-1,53)
5,43 (3,92-7,61)

0,41 (0,33-0,48)
0,29 (0,17-0,37)
0,25 (0,22-0,33)
0,51 (0,50-0,58)

0,39 (0,34-0,42)
4,69 (3,00-5,50)
0,20 (0,13-0,29)

0,97 (0,74-1,46)

Obr. 31: Vybrané ukdzky nelinedrnich deformacnich kfivek pro ruzné typy vzorki( aortdlnich a pulmondlnich
alografti (AASCH, PASCH) kryoprezervovanych 10 a vice let (skupina Ill), a — sténa tepny, b — cip, ¢ — ventrikulo-
arteridlni junkce, d — ring. Oblast malych deformaci oznacena modre, linedrni oblast velkych deformaci cervené,
hvézdicka oznacuje okamZik ruptury vzorku, ve kterém byly uréovdny mezni napéti a mezni deformace.
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Tkan bezprostfedné sousedici se vzorky odebranymi pro

odstfizena, fixovana 4 % pufrovanym formalinem a odesldna k morfologickému hodnoceni.
Méreni strukturdlnich vlastnosti pfedchazelo standardni histologické zpracovani popsané
v metodické ¢asti prace. K obarveni pojivové tkané byl pouZit Verhoefliv hematoxylin a zeleny

trichrom, ke zobrazeni elastinu orcein a kolagennich vldken siriova cerven (picrosirius red)

v polarizovaném svétle (obr. 32).

Obr. 32: Vlybrané ukdzky mikrofotografii histologickych prepardti ze vzorkd arteridini stény, cipu, ventrikulo-
arteridlni junkce a ringu aortdlnich a pulmondlnich alografti (AASCH, PASCH) kryoprezervovanych 10 a vice let
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testovani byla

(skupina Ill), a — Verhoeffiv hematoxylin a zeleny trichrom, zelend = kolagen I, &ernd = elastin; b — orcein,
Cervenohnédd vidkna = elastin; ¢ — picrosirius red v polarizovaném svétle, ¢ervend vidkna = kolagen.
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AASCH sténa

AASCH junkce
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PASCH junkce

d

AASCH ring

d

PASCH ring

Mikrofotografie prepardtd obarvenych orceinem a picrosirius red (v polarizovaném svétle)
(obr. 32 b, c) byly hodnoceny morfometricky pomoci bodové stereologické mfizky
v pocitatovém programu Ellipse (ViDiTo, Slovenska republika). Tloustka stény byla méfena
z preparatli barvenych Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem (obr. 32 a). Pocet
mikrofotografii pofizenych na kazdy vzorek viz tabulka 6 v metodické Casti. Ziskané hodnoty

shrnuje tabulka 18.

Tab. 18: Morfologické vlastnosti aortdlnich a pulmondlnich alograft (ASCH) kryoprezervovanych 10 a vice let
(skupina Ill), medidny hodnot s mezikvartilovym rozpétim. n = pocet hodnocenych mikrofotografii; Aa = plosny
podil v referencni plose vzorku (area fraction); MT = tloustka stény
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skupina Il
(kryo 10 a vice let)

Aa
(elastin)

Aa
(kolagen 1)

MT
(um)

aortalni ASCH

sténa (n=108)
cip (n=288)
junkce (n=144)

ring (n=144)

0,44 (0,41-0,50)
0,18 (0,13-0,22)
0,33 (0,25-0,40)
0,38 (0,34-0,41)

0,12 (0,08-0,33)
0,48 (0,41-0,58)
0,32 (0,25-0,37)
0,26 (0,21-0,29)

2230,03 (1717,23-2803,79)
506,69 (470,34-602,42)
1081,31 (896,78-1191,41)
2446,10 (2263,35-2684,25)

pulmonalni ASCH

sténa (n=198)
cip (n=252)
junkce (n=162)

ring (n=144)

0,41 (0,34-0,42)
0,10 (0,08-0,27)
0,25 (0,25-0,29)
0,28 (0,26-0,30)

0,14 (0,07-0,17)
0,31 (0,18-0,39)
0,24 (0,10-0,33)
0,13 (0,09-0,18)

1005,53 (852,56-1395,19)
382,50 (287,00-454,51)
868,60 (822,42-1098,59)

1801,81 (1522,19-2255,53)

4.5. Srovnani mechanickych a morfologickych vlastnosti ASCH v zavislosti na délce
kryoprezervace

4.5.1. Aortalni ASCH

Mechanické a strukturdini parametry vzork( aortdlnich ASCH uvedené a podrobnéji

dokumentované v pfedchozich kapitolach jsou pfehledné shrnuty v tabulce 19.

Tab. 19: Mechanické a strukturdini viastnosti aortdlnich alografti srdecnich chlopni (ASCH) v riiznych skupindch
dle délky kryoprezervace. Medidny hodnot (mezikvartilové rozpéti). Eo a E; — Younglv modul elasticity pro malé,
resp. velké deformace; Ax — area fraction, MT — medium thickness; skupina O = Cerstvé, skupina | =
kryoprezervované do 4,9 let, skupina Il = kryoprezervované 5 aZ 9,9 let, skupina llll = kryoprezervované 10 a vice
let.

aortalni ASCH skupina 0 skupina | skupina Il skupina lll

Eo (MPa)

sténa 0,24 (0,08-0,34) 0,34 (0,16-1,54) 0,18 (0,13-0,25) 0,10 (0,06-0,12)
cip 0,87 (0,46-2,56) 2,33 (0,69-4,99) 1,59 (0,80-4,04) 1,16 (0,20-2,15)
junkce 0,29 (0,07-0,38) 0,23 (0,22-0,85) 0,16 (0,09-0,24) 0,10 (0,07-0,18)
ring 0,23 (0,22-0,26) 0,18 (0,14-0,23) 0,17 (0,06-0,28) 0,24 (0,20-0,27)
E; (MPa)

sténa 2,31 (1,01-3,97) 3,94 (1,28-9,95) 1,82 (1,19-4,34) 1,26 (0,44-1,59)
cip 20,53 (15,77-47,35) | 19,55 (12,61-29,01) | 24,17 (16,63-34,72) | 13,02 (10,16-22,38)
junkce 0,84 (0,58-1,80) 2,21 (0,86-2,85) 1,17 (1,00-1,27) 0,93 (0,80-1,32)
ring 16,85 (9,48-20,84) | 13,84 (11,64-14,50) | 10,48 (7,98-14,56) | 11,67 (10,90-12,18)
mezni deformace

sténa 0,36 (0,21-0,45) 0,45 (0,35-0,67) 0,50 (0,47-0,59) 0,38 (0,31-0,72)
cip 0,19 (0,17-0,29) 0,33 (0,20-0,37) 0,22 (0,16-0,31) 0,34 (0,27-0,40)
junkce 0,25 (0,13-0,56) 0,43 (0,23-0,51) 0,32 (0,26-0,43) 0,45 (0,38-0,56)
ring 0,57 (0,43-0,77) 0,55 (0,50-0,68) 0,65 (0,46-0,90) 0,72 (0,56-0,88)
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mezni napéti (MPa)

sténa 0,49 (0,30-0,60) 0,83 (0,37-5,69) 0,54 (0,36-1,03) 0,16 (0,05-0,50)
cip 3,38 (2,22-4,14) 4,76 (2,34-8,13) 3,98 (3,04-4,24) 3,32 (2,33-4,75)
junkce 0,18 (0,16-0,22) 0,34 (0,31-0,48) 0,25 (0,18-0,31) 0,28 (0,25-0,41)
ring 1,21 (1,08-1,55) 1,62 (1,39-2,07) 1,66 (1,36-1,86) 2,04 (1,74-2,29)
Ax(elastin)
sténa 0,47 (0,46-0,60) 0,43 (0,38-0,44) 0,45 (0,40-0,49) 0,44 (0,41-0,50)
cip 0,15 (0,11-0,16) 0,14 (0,08-0,18) 0,11 (0,08-0,16) 0,18 (0,13-0,22)
junkce 0,23 (0,20-0,30) 0,29 (0,22-0,35) 0,29 (0,25-0,34) 0,33 (0,25-0,40)
ring 0,33 (0,29-0,37) 0,29 (0,28-0,32) 0,31 (0,28-0,38) 0,38 (0,34-0,41)
Ax(kolagen)
sténa 0,07 (0,02-0,18) 0,18 (0,10-0,25) 0,03 (0,01-0,11) 0,12 (0,08-0,33)
cip 0,21 (0,13-0,33) 0,38 (0,31-0,48) 0,27 (0,12-0,41) 0,48 (0,41-0,58)
junkce 0,12 (0,11-0,29) 0,27 (0,17-0,32) 0,13 (0,06-0,40) 0,32 (0,25-0,37)
ring 0,16 (0,042-0,21) 0,18 (0,09-0,30) 0,09 (0,02-0,16) 0,26 (0,21-0,29)
MT (um)
sténa 1941,14 1763,41 1914,17 2230,03
(1681,14-2137,03) | (1682,01-2116,60) | (1638,27-2207,02) | (1717,23-2803,79)
cip 479,33 540,52 501,00 506,69
(417,00-540,00) (431,42-637,44) (365,00-668,00) (470,34-602,42)
junkce 911,18 1209,07 1052,06 1081,31
(702,89-1458,44) (997,10-1395,08) (897,63-1370,51) (896,78-1191,41)
ring 2477,20 2001,53 2506,09 2446,10
(2296,62-2507,08) | (1875,50-2372,45) | (2373,90-2809,87) | (2263,35-2684,25)

Rozdilnost zkoumanych parametri mezi skupinami dle délky kryoprezervace (0-1ll) byla

analyzovana Kruskal-Wallisovym ANOVA testem s hladinou vyznamnosti p=0,05.

Mezi vzorky odebranymi z aortdlnich ASCH byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily

v Youngové modulu elasticity pro malé deformace (Eo), mezniho napéti a zastoupeni kolagenu

u aortalnich stén. U vzork( aortdlnich cipl byly vyznamné rozdily zjiStény v mezni deformaci a

zastoupeni kolagenu. Ventrikulo-arteridlni junkce se vyznamné liSily pouze v meznim napéti.

U vzork( aortalnich ringl nebyly zachyceny Zadné rozdily. Vysledky statistického zpracovani

jsou shrnuty v tabulce 20.

Tab. 20: Analyza rozdili ve sledovanych parametrech aortdlnich alograftu srdecnich chlopni ve skupindch dle

délky kryoprezervace (skupina 0-111) Kruscal-Wallisovym ANOVA testem. Eo a E; — Younglv modul elasticity pro

malé, resp. velké deformace; Aa plosny podil v referencni plose vzorku (area fraction); MT — tloustka stény; n.s. =

neni signifikantni.

mezni mezni
E E Anx(elasti Aa(kol | MT
0 ! deformace napéti alelastin) alkolagen )
sténa p<0,01 n.s. n.s. p =0,020 n.s. p = 0,046 n.s.
cip n.s. n.s. p<0,01 n.s. n.s. p<0,01 n.s.
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junkce

ring

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

p=0,018

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami (0-1, O-Il, O-Ill, I-Il, I-Ill, H-I) byly testovany Mann-

Whitneyho U testem. Vysledky v tabulce 21.

Tab. 21: Analyza rozdilt ve sledovanych parametrech mezi jednotlivymi skupinami aortdlinich alografti srdecnich
chlopni (ASCH) dle délky kryoprezervace (0-1, 0-11, O-11I, I-11, I-1ll, 1I-111) pomoci Mann-Whitneyho U testu. 0 = Cerstvé
ASCH; | = ASCH kryoprezervované do 5 let; Il = ASCH kryoprezervované 5-9,9 let; Ill = ASCH kryoprezervované 10

a vice let; Ep a E; = Youngliv modul elasticity pro malé, resp. velké deformace; Aa = plosny podil v referencni plose

vzorku (area fraction); MT = tloustka stény; n.s. = neni signifikantni.

aortélni ASCH 0-1 o | om | 1 I II-in
sténa
Eo n.s. n.s. n.s. p=0,030 p<0,01 p<0,01
E1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. p =0,031 n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. p<0.01 p =0,015
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. p =0,030 n.s. p=0,023
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
cip
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. p=0,044 n.s.
E1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. n.s. p =0,025 p=0,041 n.s. p<0,01
mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p=0,014
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. p =0,020 n.s. p=0,031 p<0,01
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
junkce
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. p<0,01 n.s.
E1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni napéti p=0,016 n.s. n.s. p =0,019 n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
ring
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. p =0,018 n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p =0,015
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Zadny ze vzork( €erstvych (skupina 0) a kryoprezervovanych (skupiny I, Il a 1) aortalnich ASCH

se pti srovnani jednotlivych skupin nelisil v Youngové modulu pro malé (Eo) ani velké (Ei)
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deformace. Proces kryoprezervace ani jeho délka tedy vyznamné neovlivnily tuhost ASCH.
Zmeény v Eq ukazaly, Ze ASCH jsou v prvnich 5 letech kryoprezervace tuzsi nez ASCH skladované

delsi dobu.

Mezni deformace (deformace v okamziku vzniku trhliny vzorku) se liSila pouze mezi skupinami
0-1l pro aortalni stény a O-lll pro aortdlni cipy. Medidn hodnot mezni deformace ciptil ASCH
skladovanych déle nez 5 let (skupina Il) byl nizsi, ale neklesl pod vychozi hodnoty namérené u
cipa Cerstvych ASCH (skupina 0). Cipy aortdlnich ASCH skladovanych 10 a vice let (skupina IIl)

vykazovaly vy3$si hodnoty mezni deformace nez cipy ASCH skladovanych 5-9,9 let (skupina Il).

Pevnost vzork( aortalnich ASCH odvozend od jejich schopnosti odoldvat vy$simu napéti pred

tim, nez dojde k jejich prasknuti (mezni napéti) byla vyssi u vSech kryoprezervovanych vzork.

U zadného vzorku skladovaného méné nez 10 let (skupiny O, I a Il) nebyl zachycen rozdil

v zastoupeni elastinu.

Mnozstvi vlaken kolagenu typu | se neliSilo mezi ¢erstvymi a kryoprezervovanymi ASCH do 10
let skladovani (skupiny 0, I a I}, s vyjimkou rozdilu pozorovaného mezi skupinamil a Il u vzorki
aortalnich stén, kdy stény ASCH kryoprezervovanych 5-9,9 let (skupina Il) vykazovaly vétsi
podil kolagenu typu | nez ASCH do 5 let kryoprezervace (skupina I).

V tloustce stény (MT) nebyly nalezeny Zadné rozdily mezi skupinami.

Srovnani vsech parametrl jednotlivych vzorkl rozdélenych do skupin podle délky

kryoprezervace (0-lll) pfehledné v grafech 9-12.
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Graf 9: Srovndni mechanickych a strukturdinich parametri vzorki tepenné stény aortdlnich alografti srdecnich
chlopni (ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group 0-1l): A — Younguv modul pro malé deformace (Eo);
B - Younguv modul pro velké deformace (E;); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni napéti (ultimate
stress); E - plosny podil elastinu v referencni plosSe vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu | v referencni
plose vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvniti oznacujicim polohu
medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum a maximum
namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky spojuji
skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu je patrny
signifikantni rozdil mezi skupinami I-Il, I-Ill a -l v Eo a naopak Zddny rozdil v E;. Mezni deformace se liSi mezi
skupinami 0-11, mezni napéti mezi skupinami I-1ll a II-11l. Aa(kolagen 1) se lisi mezi skupinami |-l a II-11l. V Aa(elastin)
a MT nejsou mezi skupinami vyznamné rozdily.
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Zdroj: hodnoty ziskané v priibéhu experimentu, publikovdno v casopisu Cell and Tissue Banking (Fiala et al. 2019)
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Graf 10: Srovndni mechanickych a strukturdinich parametrii vzorkd cip aortdlnich alografti srdecnich chlopni
(ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group O-Ill): A — Youngiv modul pro malé deformace (Ey); B -
Younguv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni napéti (ultimate
stress); E - plosny podil elastinu v referencni plosSe vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu | v referencni
plose vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvniti oznacujicim polohu
medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum a maximum
namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky spojuji
skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu je patrny
signifikantni rozdil mezi skupinami I-1ll v Eqo a Zddny rozdil v E1. Mezni deformace se lisi mezi skupinami O-11l, |-l a
II-11l. Nebyly nalezeny Zadné rozdily v meznim napéti. Aa(elastin) se lisi mezi skupinami Il a Ill, Aa(kolagen 1) mezi
skupinami O-1ll, I-1l a lI-ll. V MT nejsou mezi skupinami vyznamné rozdily.

Aortalni ASCH - cip

A 45 B 160
40 T 140 0O Median
[ 25%-75%
- 120 T Min-Max
= 20 ?100
S 25
o o
= 80
% 20 =
w w 60
15
*
10 40
; L i p
5 [=] = 3
group 0 group | group Il group lll group 0 group | group il grouplll
C 0.55
p<0.01 P D 30
0.50 I i e
0.45 s = 25
*
0.40 — %
c < 20
® 0.35 P
® 0.30 2 15
o =]
T 0.25 -
£ =
= 0.20 g 10
E =
0.15 =
S 5
0.10 &] I:-‘_L_l
0.05 0
group 0 group| group Il grouplll group 0 group | groupll  group lll
E o5 E —
p<0. *
045 0.7 T = 1
0.40 o6 —
0.35 =
T 305
-E 0.30 : ;;1
=0.25 — 3
&1 0.20 §' o
< 0.
< 0.3
0.15 < °
0.2
0.10
0.05 01 =
0.00 0.0
group 0 group | group Il grouplll group 0 group | group il group Ill

G 1000

900
800
700
E 600
g 500 @
400
300

group 0 group | group Il group lll

Zdroj: hodnoty ziskané v priibéhu experimentu, publikovdno v casopisu Cell and Tissue Banking (Fiala et al. 2019)
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Graf 11: Srovndni mechanickych a strukturdlnich parametr( vzork( ventrikulo-arteridlnich junkci aortdlnich
alografti srdecnich chlopni (ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group 0-1ll): A — Youngiv modul pro
malé deformace (Ey); B - Youngiv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D —
mezni napéti (ultimate stress); E - plosny podil elastinu v referencni plose vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil
kolagenu I v referenéni ploSe vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvnit¥
oznacujicim polohu medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu doiniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum
a maximum namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky
spojuji skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu je patrny
signifikantni rozdil mezi skupinami I-1ll v Eqoa Zddny rozdil v E1. Mezni deformace se nelisi. Mezni napéti je rozdilné
mezi skupinami 0-1 a I-ll. V Aa(elastin), Aa(kolagen 1) ani MT nejsou mezi skupinami vyznamné rozdily.
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Zdroj: hodnoty ziskané v priibéhu experimentu, publikovdno v casopisu Cell and Tissue Banking (Fiala et al. 2019)
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Graf 12: Srovndni mechanickych a strukturdlnich parametri vzorku ringl aortdlnich alografti srdecnich chlopni
(ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group O-Ill): A — Youngiv modul pro malé deformace (Ey); B -
Younguv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni napéti (ultimate
stress); E - plosny podil elastinu v referencni plosSe vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu | v referencni
plose vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvniti oznacujicim polohu
medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum a maximum
namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky spojuji
skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu jsou patrné
signifikantni rozdily pouze v Aa(elastin) a Aa(kolagen 1) mezi skupinami | a lll resp. Il a lll. Ostatni parametry se
mezi skupinami vyrazné nelisi.
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4.5.2. Pulmonalni ASCH

Mechanické a strukturalni parametry vzorkd pulmondlnich ASCH uvedené a podrobnéji

dokumentované v pfedchozich kapitolach jsou pfehledné shrnuty v tabulce 22.

Tab. 22: Mechanické a strukturdlini vlastnosti pulmondinich alograftii srdecnich chlopni (ASCH) v riuznych

skupindch dle délky kryoprezervace. Medidny hodnot (mezikvartilové rozpéti). Eo a E; — Youngtiv modul elasticity

pro malé, resp. velké deformace; Ax— area fraction; MT — medium thickness; skupina 0 = Cerstvé, skupina | =

kryoprezervované do 4,9 let, skupina Il = kryoprezervované 5 aZ 9,9 let, skupina Il = kryoprezervované > 10 let.

pulmonélini ASCH skupina 0 skupina | skupina Il skupina Ill

Eo (MPa)

sténa 0,09 (0,06-0,12) 0,13 (0,09-0,21) 0,32 (0,20-0,49) 0.14 (0,05-0,22)
cip 1,17 (0,40-6,32) 2,33 (0,90-4,98) 1,61 (0,71-6,77) 2.12 (0,59-7,32)
junkce 0,36 (0,19-0,54) 0,21 (0,14-0,33) 0,43 (0,18-0,83) 0.22 (0,15-0,31)
ring 0,17 (0,13-0,32) 0,12 (0,03-0,24) 0,22 (0,13-0,25) 0,20 (0,13-0,30)
E: (MPa)

sténa 0,97 (0,91-1,17) 0,99 (0,58-1,95) 2,03 (1,18-3,04) 1,23 (1,10-2,07)
cip 15,51 (11,13-30,02) | 15,48 (10,77-24,49) | 18,49 (8,59-34,02) | 22,66 (12,32-43,74)
junkce 2,10 (1,21-2,83) 1,54 (0,67-2,09) 2,47 (1,47-4,08) 1,30 (0,64-1,53)
ring 9,6 (8,19-10,33) 6,44 (5,47-8,42) 5,32 (4,55-5,76) 5,43 (3,92-7,61)

mezni deformace

sténa
cip
junkce
ring

0,45 (0,34-0,81
0,14 (0,11-0,23
0,21 (0,15-0,34
0,53 (0,41-0,55

—_— — — —

0,46 (0,31-0,67)
0,25 (0,17-0,39)
0,18 (0,16-0,21)
0,39 (0,33-0,55)

0,20 (0,15-0,25)
0,15 (0,12-0,31)
0,13 (0,12-0,18)
0,36 (0,29-0,49)

0,41 (0,33-0,48
0,29 (0,17-0,37
0,25 (0,22-0,33
0,51 (0,50-0,58

—_— — — —

mezni napéti (MPa)

sténa

0,33(0,27-0,36

0,31 (0,20-0,45)

0,31 (0,19-0,46)

0,39 (0,34-0,42

) )
cip 2,23 (1,01-2,95) 3,07 (2,04-3,84) 2,34 (1,08-4,38) 4,69 (3,00-5,50)
junkce 0,26 (0,22-0,33) 0,16 (0,09-0,25) 0,23 (0,17-0,38) 0,20 (0,13-0,29)
ring 1,21 (1,08-1,55) 1,04 (0,80-1,37) 0,70 (0,61-1,17) 0,97 (0,74-1,46)
Ax(elastin)
sténa 0,37 (0,32-0,39) 0,36 (0,27-0,40) 0,40 (0,37-0,43) 0,41 (0,34-0,42)
cip 0,08 (0,05-0,13) 0,12 (0,10-0,18) 0,13 (0,09-0,16) 0,10 (0,08-0,27)
junkce 0,22 (0,19-0,25) 0,21 (0,14-0,29) 0,24 (0,22-0,25) 0,25 (0,25-0,29)
ring 0,30 (0,28-0,32) 0,25 (0,23-0,30) 0,26 (0,24-0,32) 0,28 (0,26-0,30)
Ax(collagen)
sténa 0,08 (0,05-0,19) 0,18 (0,03-0,28) 0.03 (0.02-0.07) 0.14 (0,07-0,17)
cip 0,21 (0,18-0,25) 0,32 (0,26-0,43) 0.36(0.17-0.43) 0.31(0,18-0,39)
junkce 0,13 (0,08-0,21) 0,36 (0,06-0,43) 0.08 (0.07-0.27) 0.24 (0,10-0,33)
ring 0,13 (0,11-0,22) 0,10 (0,06-0,12) 0,03 (0,02-0,12) 0,13 (0,09-0,18)
MT (um)
sténa 1316,86 1239,31 1370,92 1005,53
(1017,65-1368,02) | (1150,27-1701,19) | (1160,06-1606,94) | (852,56-1395,19)

cip 317,00 427,91 325,72 382,50
(283,00-375,00) (329,78-505,36) (248,00-416,00) (287,00-454,51)

junkce 709,33 823,56 819,95 868,60
(662,18-808,45) (687,78-888,51) (657,74-892,81) (822,42-1098,59)

ring 1673,04 2001,53 1789,18 1801,81

(1534,35-1871,78)

(1875,50-2372,45)

(1695,91-2055,53)

(1522,19-2255,53)
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Rozdilnost zkoumanych parametr mezi skupinami dle délky kryoprezervace (0-l11) byla stejné
jako v pfipadé aortalnich i u pulmonalnich ASCH analyzovana Kruskal-Wallisovym ANOVA

testem s hladinou vyznamnosti p=0,05.

Mezi vzorky odebranymi z pulmonalnich ASCH byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily
v Youngové modulu elasticity pro malé deformace (Eo), mezniho deformace a zastoupeni
kolagenu u stén pulmonalnich tepen. U vzorkl pulmonalnich cipl byly vyznamné rozdily
zjistény v meznim napéti. Ventrikulo-arteridlni junkce se vyznamné nelisily. Pulmonalni ringy
se vyznamneé lisily v Youngové modulu pro velké deformace. Vysledky statistického zpracovani

jsou shrnuty v tabulce 23.

Tab. 23: Analyza rozdili ve sledovanych parametrech pulmondinich alografti srdeénich chlopni ve skupindch dle
délky kryoprezervace (skupina 0-111) Kruscal-Wallisovym ANOVA testem. Eo a E; — Younglv modul elasticity pro
malé, resp. velké deformace; Aa plosny podil v referencni plose vzorku (area fraction); MT — tloustka stény; n.s. =
neni signifikantni.

Eo E; de:‘):rz:;ce :::)zéntil, Ax(elastin) | Aa(kolagen ) MT
sténa p<0,01 n.s. p<0,001 n.s. n.s. p=0,014 n.s.
cip n.s. n.s. n.s. p=0,015 n.s. n.s. n.s.
junkce n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
ring n.s. p=0,043 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami (0-1, O-Il, O-Ill, I-Il, I-Illl, H-Il) byly testovany Mann-
Whitneyho U testem. Vysledky v tabulce 24.

Tab. 24: Analyza rozdili ve sledovanych parametrech mezi jednotlivymi skupinami pulmondlnich alografti
srdecnich chlopni (ASCH) dle délky kryoprezervace (0-1, O-1I, O-1lI, I-1l, I-1ll, lI-1l[) pomoci Mann-Whitneyho U testu.

= Cerstvé ASCH; | = ASCH kryoprezervované do 5 let; Il = ASCH kryoprezervované 5-9,9 let; Ill = ASCH
kryoprezervované 10 a vice let; Eq a E; = Younglv modul elasticity pro malé, resp. velké deformace; Ax = plosny
podil v referencni plose vzorku (area fraction); MT = tloustka stény; n.s. = neni signifikantni.

pulmonélini ASCH | o1 [ onm | o e[ TH
sténa

Eo n.s. p<0,01 n.s. p<0,01 n.s. p<0,01

E; n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

mezni deformace n.s. p<0,01 n.s. p<0,001 n.s. p<0,001
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mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. p=0,039 p=0,033 n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. p<0,01 n.s. p<0,01
MT n.s. n.s. n.s. n.s. p=0,039 n.s.
cip
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E; n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace p=0,49 n.s. p=0,040 n.s. n.s. n.s.
mezni napéti n.s. n.s. p=0,012 n.s. p=0,023 p=0,015
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(kolagen 1) p<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MT n.s. n.s. n.s. p=0,022 n.s. n.s.
junkce
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E; n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. n.s. n.s. n.s. p=0,042 n.s.
mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
ring
Eo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E1 n.s. p=0,014 n.s. n.s. n.s. n.s.
mezni deformace n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p=0,31
mezni napéti n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(elastin) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Ax(kolagen 1) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Analyza odhalila vyznamné rozdily v Youngové modulu pro malé deformace mezi vzorky
arteridlni stény Cerstvych ASCH a ASCH s délkou kryoprezervace 5-9,9 let (skupiny 0-11), ASCH
kryoprezervovanymi do 5 let a 5 az 10 let (skupiny I-Il) a ASCH s délkou kryoprezervace 5-9,9
let a 10 a vice let (skupiny II-1ll). Tuhost stény pulmonalnich alograft( (v malych deformacich)
byla ve skupiné s délkou kryoprezervace 5-9,9 let (skupina 1) vyssi neZ v ostatnich skupinach.
U ostatnich zkoumanych vzork( pulmonalnich ASCH nebyly zachyceny Zadné rozdily. Young(iv
modul pro velké deformace se liSil pouze mezi Cerstvymi ASCH a ASCH s délkou kryoprezervace

5-9,9 let (0-11).

Mezni deformace vzorkud arteridlni stény pulmondlnich ASCH s délkou kryoprezervace 5-9,9
let (skupina IlI) se liSila od cerstvych (skupina 0) i ASCH kryoprezervovanych do 5 let (skupina
[). Pokles hodnot tohoto parametru lze chdpat tak, Ze u stény plicnice v pribéhu
kryoprezervace narostla tuhost —v okamziku vzniku trhliny nebyl vzorek tolik deformovan jako

vzorky ostatnich skupin. Mezni deformace vzork( pulmondlnich cipl se lisila mezi skupinami
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0-1 a O-1ll. Vzorky arterio-ventrikularni junkce se ve sledovaném parametru liSily pouze mezi

skupinami I-111.

V meznim napéti nebyly u vzork( stény pulmonalni tepny a vzorkd arterio-ventrikuldrnich
junkci zachyceny Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami. Pevnost vzork( cipd byla u ASCH

kryoprezervovanych 10 a vice let (skupina Ill) vyrazné vyssi nez v jinych skupinach.

Vzorky arteridlnich stén pulmonadlnich ASCH s délkou kryoprezervace 5-9,9 let (skupina Il) a
delsi nez 10 let (skupina Ill) vykazovaly vyssi zastoupeni elastinu neZz vzorky do 5 let
kryoprezervace (skupina Il). U dalSich vzork( tkani (cip, junkce, ring) nebyly podobné rozdily

zachyceny.

Zastoupeni kolagenu typu | bylo ve vzorcich arteridlni stény pulmonalnich ASCH s délkou
kryoprezervace 5-9,9 let (skupina Il) nizsi a ve vzorcich s délkou kryoprezervace nad 10 let
(skupina 1ll) naopak vyssi nez ve vzorcich stény cerstvych ASCH (skupina 0) a ASCH
kryoprezervovanych do 5 let (skupina I). MnoZstvi kolagennich vldken typu | bylo také vyssi u
vzork( cipu kryoprezervovanych do 5 let (skupina I) neZ u vzorkl ¢erstvych (skupina 0). Vzorky

ventrikulo-arterialnich junkci ani ringl se v mnozstvi kolagenu | nelisily.

Tloustka stény (MT) se lisila (byla mensi) u cipd pulmondlnich ASCH kryoprezervovanych 5-9,9
let (skupina IlI) ve srovnani s cipy do 5 let kryoprezervace (skupina ). Obdobné poklesla i u
vzork( arteridlnich stén pulmondlnich ASCH mezi skupinami | a Ill. U ostatnich vzorkd nebyly

nalezeny Zadné rozdily mezi skupinami.

Srovnani viech parametr( jednotlivych vzork( pulmonadlnich ASCH rozdélenych do skupin

podle délky kryoprezervace (0-111) pfehledné v grafech 13-16.
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Graf 13: Srovndni mechanickych a strukturdlnich parametr( vzork( tepenné stény pulmondlnich alografti
srdecnich chlopni (ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group 0-1ll): A — Youngilv modul pro malé
deformace (Eo); B - Youngiv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni
napéti (ultimate stress); E - plosny podil elastinu v referencni plose vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu
I vreferenéni ploSe vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvnitF
oznacujicim polohu medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu doiniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum
a maximum namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky
spojuji skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu je patrny
signifikantni rozdil mezi skupinami O-1l, I-Il a II-lll v Eo a naopak Zddny rozdil v E;. Mezni deformace se liSi mezi
skupinami 0-11, I-1l a lI-Ill, mezni napéti se nelisi. Aa(elastin) se lisi mezi skupinami I-Il a I-ll, Aa(kolagen) mezi
skupinami I-Il a lI-1ll. 'V MT je rozdil pouze mezi skupinami I-1ll.
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Graf 14: Srovndni mechanickych a strukturdinich parametri vzorki cipd pulmondlnich alografti srdecnich chlopni
(ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group O-Ill): A — Youngiv modul pro malé deformace (Ey); B -
Younguv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni napéti (ultimate
stress); E - plosny podil elastinu v referencni plosSe vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu | v referencni
plose vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvniti oznacujicim polohu
medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum a maximum
namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky spojuji
skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. V E, ani E; nejsou
signifikantni rozdily. Mezni deformace se lisi mezi skupinami 0-1 a 0-1ll. Mezni napéti mezi skupinami O-1ll, I-lll a
II-111. Aa(elastin) se nelisi, odliSnost v Aa(kolagen 1) je mezi skupinami O-1. MT se liSi mezi skupinami I-I1.
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Graf 15: Srovndni mechanickych a strukturdlnich parametri vzorki ventrikulo-arteridinich junkci pulmondlnich
alografti srdecnich chlopni (ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group 0-1l1): A — Youngtv modul pro
malé deformace (Ey); B - Youngiv modul pro velké deformace (E1); C — mezni deformace (ultimate strain); D —
mezni napéti (ultimate stress); E - plosny podil elastinu v referencni plose vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil
kolagenu I v referenéni ploSe vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvnit¥
oznacujicim polohu medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum
a maximum namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky
spojuji skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu je patrny
signifikantni rozdil pouze v mezni deformaci mezi skupinami I-1ll. Ostatni parametry se mezi skupinami nelisi.
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Graf 16: Srovndni mechanickych a strukturdinich parametrt vzorki ringt pulmondinich alografti srdecnich

chlopni (ASCH) ve skupindch dle délky kryoprezervace (group 0-111): A — Youngiv modul pro malé deformace (Eo);

B - Younguv modul pro velké deformace (E;); C — mezni deformace (ultimate strain); D — mezni napéti (ultimate

stress); E - plosny podil elastinu v referencni ploSe vzorku (Aa(elastin)); F - plosny podil kolagenu | v referencni

plose vzorku (Aa(collagen 1)); G — tloustka stény (MT). Krabicové grafy s ctvereckem uvniti oznacujicim polohu

medidnu, obdélnik grafu urcuje polohu dolniho a horniho kvartilu, vybézky vymezuji minimum a maximum

namérenych hodnot. Hodnoty p oznacuji vyznamné rozdily v Kruskal-Wallisové ANOVA testu a svorky spojuji

skupiny vyznamné se lisici dle Mann-Whitneyho U testu *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Z grafu jsou patrné

signifikantni rozdily v E; mezi skupinami 0-11 a mezni deformaci mezi skupinami Il a lll. Ostatni parametry se nelisi.
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4.6. Vztah mezi mechanickymi a strukturalnimi vlastnostmi ASCH, délkou
kryoprezervace a vékem a pohlavim darct

Kuréeni korelace mezi mechanickymi a strukturdlnimi vlastnostmi ASCH, délkou
kryoprezervace a charakteristikami vzorkl (vék a pohlavi darce) byl pouzit test nelinedrniho
Spearmanova korela¢niho koeficientu (rs). Hladina vyznamnosti byla zvolena p<0,05. Hodnota
rs nabyva hodnot v rozmezi -1 az 1. Zaporné hodnoty reprezentuji nepfimou zavislost, kladné
hodnoty zavislost pfimou. Cim vice se hodnota korelaéniho koeficientu blizi k mezni hodnoté
(-1 nebo 1), tim lze predpokladat tésnéjsi vztah mezi porovnavanymi parametry. Prikaz
korelace potvrzuje zavislost dvou sledovanych parametr(i (zménou jednoho dochazi ke zméné
druhého), avsak nemusi byt automaticky potvrzenim kauzality. Kompletni vysledky jsou

uvedeny v priloze 1.

4.6.1. Délka kryoprezervace a mechanické a strukturalni vlastnosti aortalnich ASCH

Vzorky stény i cip(i aortdlnich ASCH vykazovaly signifikantni neptfimou zavislost mezi délkou
kryoprezervace a hodnotami Youngova modulu pruznosti pro malé (Eo) i velké (E1) deformace
(sténa rs Eo -0,48 a rs E1 -0,30; cip rs Eo -0,30 a rs E1 -0,27). Nepfima zavislost na délce
kryoprezervace byla prokazana i v Eo vzork( ventrikulo-arterialni junkce aortalnich ASCH (rs -
0,53). Dalsi nepfimou zavislost na délce kryoprezervace vykazovaly hodnoty mezniho napéti

(rs -0,31) vzorkl aortdlnich stén.

Ve strukturalnich parametrech byla zachycena naopak korelace pozitivni. Vzorky aortalnich
stén vykazovaly pfimou zdvislost délky kryoprezervace na zastoupeni kolagenu | (rs 0,28).

Vzorky ringl mély pozitivni korelaci v mnozstvi elastinu (rs 0,36).

4.6.2. Délka kryoprezervace a mechanické a strukturalni vlastnosti pulmonalnich ASCH

U pulmonadlnich ASCH byla nepfima zavislost na délce kryoprezervace prokazana pouze u
arteridlnich ringll v Youngové modulu pruznosti ve velkych deformacich (rs E; -0,41). U
ostatnich mechanickych ukazateld Zadna vyznamna korelace s délkou kryoprezervace

zachycena nebyla.
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Délka kryoprezervace pozitivné korelovala se zastoupenim elastinu ve sténé pulmonalnich
ASCH (rs 0,31). V ostatnich vzorcich se vztah mezi délkou kryoprezervace a strukturalnimi

vlastnostmi prokazat nepodafilo.

4.6.3. Vztah meazi strukturalnimi a mechanickymi vlastnosti ASCH

Pozitivni korelaci se podafilo prokazat mezi mezni deformaci a mnozstvim kolagenu | a elastinu
ve vzorcich aortalnich cipl (rs 0,48 resp. 0,29). Mnozstvi kolagenu | u stejnych vzork( také
pfimo Uumérné ovlivnilo mezni napéti (rs 0,27). Vzorky aortélnich ringd vykazovaly pfimou
zavislost Youngovych modull pruznosti na mnozstvi kolagenu | (rs Eo 0,48; rs E1 0,46) i elastinu
(rs Eo 0,52). V pfipadé mezni deformace byla vSak u ringli naopak prokazana negativni zavislost
na mnozZstvi kolagenu | (rs -0,42). U aortalnich ringl byla také nepfima zavislost Eo na tloustce
stény (rs -0,43). Tloustka stény aortalnich ringli nepfimo korelovala s mnoZstvim elastinu (rs -

0,41).

Vyraznéjsi pozitivni korelace mezi mnozstvim kolagenu a mezni deformaci byla zachycena i u
vzorkU stény, cipu a ventrikulo-arterialni junkce pulmonadlnich ASCH (rs 0,44; rs 0,60; rs 0,44).
Dalsi pfimou zavislost mezi mnozstvim kolagenu a meznim napétim vykazovaly vzorky stén
pulmonalnich ASCH (rs 0,39). Stejné vzorky mély naopak nepfimou zavislost mnozstvi elastinu
na mezni deformaci (rs -0,34). Mnozstvi elastinu v cipech pulmonalnich ASCH pozitivné
korelovalo s mezni deformaci (rs 0,46), naopak negativné s modulem pruznosti pro velké

deformace (rs -0,29).

4.6.4. Vztahy mezi mechanickymi a strukturalnimi vlastnosti ASCH a charakteristikami
darct

Vyssi vék darcli negativné ovlivnil mezni deformace (rs -0,42) a mnozstvi elastinu (rs -0,32) ve
vzorcich aortdlnich stén. U aortalnich cipl negativné koreloval s E; (rs -0,33), meznim napétim
(rs-0,43) a mnozstvim kolagenu | (rs -0,26). Nepfimou zavislost mezi vékem darce a mnozstvim
elastinu vykazovaly i ventrikulo-arteridlni junkce aortalnich ASCH (rs -0,45). V pfipadé
aortalnich ringl byla negativni korelace s vékem prokazana u mezni deformace (rs -0,60). U
stejnych vzork( byla naopak pfimad zavislost na véku zachycena u elastického modulu pro velké

deformace (rs 0,45).
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U vzork( stén pulmonalnich ASCH vék darce negativné koreloval s mezni deformaci (rs -0,38)
a mnozstvim kolagenu | (rs -0,28) a naopak pozitivhé s mnozstvim elastinu (rs 0,34). Mezni

deformace byla neptfimo Umérna véku i u vzorkl pulmonalnich cip( (rs -0,32).

Korelaci mezi pohlavim déarce se podafilo ze vSech aortdlnich vzork( prokazat jen u EO
aortalnich cipl (rs 0,26). U jinych parametrd aortdlnich ASCH korelace s pohlavim prokazana

nebyla.
Vyraznéjsi prfimé zavislosti mezi pohlavim darce a mechanickymi a strukturalnimi vliastnostmi

vykazovaly vzorky pulmondlnich stén (rs Eo 0,53; rs E1 0,29; rs mezni napéti 0,28).

V pulmonalnich cipech pohlavi pozitivné korelovalo s mnozstvim kolagenu I (rs 0,40).
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5. DISKUZE

Predkladanad prace se zabyva problematikou spole¢nou pro tkanové bankovnictvi a
kardiochirurgii. Proto pokldadam za dulezZité zdUraznit impresivni historii tkanového
bankovnictvi. Malo se vi, Ze hradecky soudni |ékaf prof. Rudolf Klen (1915-2006) zaloZil
v Hradci Kralové prvni Tkanovou banku (on ji nazyval , Tkafovou ustfednu®) jiz v roce 1952.
Banka byla v pravém slova smyslu svétové prosluld, distribuovala tkanové stépy na 4
kontinentech. Vzhledem k jeho puvodni profesi nepfekvapuje, Ze si plné uvédomoval nutnost
vzniku zdkonné normy. Prof. Klen patfil k tém, ktefi od 50. let budovali obor na védeckych
zakladech. Byl aktivni publikacné — jiz v roce 1957 vysla v Avicenu jeho prvni monografie o
tkanovém bankovnictvi v estiné, kterd se ale rychle dockala prekladu do fady jazyk(. V roce
1982 potom vysla jeho anglickd monografie ,Biologické principy tkanového bankovnictvi®,
dodnes citovana ,bible” tkariovych bankéri (Spatenka et al. 2006). Prof. Klen se bankingem
kardiovaskularni tkané sam nezabyval, ale v pocatcich Tkarnového zarizeni FN Motol zasadnim
zpusobem prispél svymi zkuSenostmi a radami vdobé, kdy transplantacni legislativa
neexistovala. Hradecka Tkanova banka uspésné pokracuje pod vedenim prim. Pavla Méficky
ve Slépéjich svého zakladatele a mimo jiné se velmi Uspésné vénuje zpracovani alogenni cévni

tkané ke kryoprezervaci (Spacek et al. 2019).

Biomechanické vlastnosti chlopennich $tépl samoziejmé orientacné vysettovali jiz vSichni
prikopnici tzv. ,allograft/autograft cardiac surgery”. Jako zkuseni kardiochirurgové provadéli
s tkani alograft( prostou , trhaci zkousku“. ZaloZili stehy do anulu a do periferniho okraje stény
velké tepny matridlem, ktery hodlali pfi operaci pouzit a zkousSeli stehy nar(stajicim tahem
rukou vytrhnout. Na zakladé vysledkd téchto primitivnich trhacich zkousek se rozhodovali o
pouziti ¢i nepouziti konkrétniho Stépu, pfipadné urcité metody zpracovani Stépu. Pozdéji
vsichni spolupracovali s techniky, zabyvajicimi se mérenim pevnosti material( (osobni sdéleni

Carlose Durana, Donalda Rosse a Magdi Yacouba).
Vétsina studii biomechanickych vlastnosti vychazi ze zvifeciho modelu na veprovych, hovézich

nebo ovcich srdcich (Hlubocky et al. 2011; Chow a Zhang 2011; Vesely 1998). Bylo prokazano,

Ze zviteci srdce jsou mechanicky méné odolnéjsi (Hasan et al. 2014). PoutZiti lidskych chlopni
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pro experiment je diky omezené dostupnosti materidlu pomérné raritni (ale pro validaci
prodlouzeni exspiracni doby ASCH zasadni). Ve vétsiné pfipadd se jednd o materidl ziskany
sekci. Unikatnost nasi studie spociva predevsim v tom, Ze byl zkoumdan material, ktery prosel
standardni, protokolarné stanovenou technikou opatfovani (odbéru), oSetreni, zpracovani a
skladovani alotransplantatd srde¢nich chlopni, které jsou urceny pro klinické vyuZiti. Zahrnuti
Stépl do 5 let kryoprezervace, ale predevsim cerstvych $tépl tedy nardzi nejen na

ekonomické, ale i etické aspekty. Tim vysvétlujeme i omezeny pocet vzorkd ve skupiné 0.

K provedeni experimentu byly alokovany Stépy v plném rozsahu splnujici kritéria pro pouziti u
Clovéka. Byly vybrany alografty béinych rozméru, tedy takovych, kterych mélo Tkanové
zarizeni v dobé experimentu v zasobé dostatek. Nikdy proto nedoslo k situaci, kdy by Narodni
banka chlopennich alotransplantdat neméla pro dospélého nemocného vhodny Step,
pozadovany pro konkrétni transplantaci. Problematika byla s Etickou komisi FN Motol

diskutovana, ale nebyl shledan ddvod, aby bylo poZzadovano pisemné schvaleni projektu.

Jednou z hlavnich nevyhod pouZiti alografti srde¢nich chlopni zminénych i v teoretické ¢asti
prace je jejich omezend dostupnost, kterd v zahranici pretrvava i pres nesporné pozitivni vliv
zfizeni tkanovych bank. Vyraznym faktorem ovliviiujicim dostupnost alotransplantatu
srdecCnich chlopni je ¢asovy limit pro jejich klinické pouzZiti (exspiracni doba). MozZnost
prodlouZeni exspirace je bezesporu jednou z hlavnich priorit vétsiny tkanovych zafizeni.
Konkrétné v podminkach Ceské republiky, tedy Tkariového zafizeni FN Motol a Narodni banky
alogennich chlopennich $tépU je situace velmi pfizniva. Aktudlni nabidka chlopennich
alograftd béinych rozmérl je schopna uspokojit potfeby domacich kardiochirurgickych
pracovist. Je tomu tak predevsim diky unikatni organizacni strukture Oddéleni transplantaci a
tkanové banky (OTTB) FN Motol. Toto na narodni i mezindrodni Urovni vyjimecné pracovisté
sdruzuje pod jednotnym vedenim Transplantacni centrum pro odbéry a transplantace organu
a Tkanové zafizeni pro opatfovani (odbéry), zpracovani, skladovani a transplantace tkani.
Transplantacni centrum je soucasti narodniho programu odbéru a transplantace tkani a ma
tak primy pfistup do ndrodniho poolu darcd organd. To od roku 1991 umoznuje, aby byla
vSechna srdce kadaverdznich ddarcd, ktera nemohou byt z jakéhokoliv dlvodu transplantovana
jako organ, byla odebrana pro pfipravu chlopennich Stépl a odeslana do Tkanového zarizeni

FN Motol (Spatenka a Burkert 2018). Tento systém nam zavidi cely svét. Opatfovani tkani
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darcl v ramci multiorganovych odbér( je obecné na narodni Urovni velmi dobfe organizovano

(Méricka et al. 2011a).

Ceska legislativa je velmi komplexni (Mé&Ficka et al. 2011b). V principu povéfuje Ministerstvo
zdravotnictvi vykonavanim statni spravy v oblasti tkani a bunék a kontrolou dodrZovani
legislativy a kontrolou v oblasti jakosti a bezpeénosti tkani a bunék povéfuje SUKL — Statni
Ustav pro kontrolu Ié&iv. SUKL vydava rozhodnuti podle zékona, provadi kontrolu dodriovani
zakona a rozhoduje v pfipadé pochybnosti. Ustav také zajistuje spolupraci s pfisludnymi
organy Cclenskych statli Spolecenstvi, propojuje informacni systémy a provadi kontroly
tkanovych zafizeni, poskytuje informace o vysledcich kontrol. VeSkeré postupy uvedené
v praci probéhly v souladu s ¢eskou legislativou a byly kontrolovény inspektorkami SUKL, o
Cemz svedci zdapisy z pravidelnych inspekci, které jsou dostupné na sekretariatu OTTB FN

Motol.

K rozmrazeni kryoprezervovanych ASCH pred vlastni pfipravou vzorkd jsme pouzili protokol
shodny se standardné uzivanym postupem pfi klinickém pouziti, tedy rozmrazeni na

operacnim sdle pred transplantaci.

Pfi volbé metodiky méreni mechanickych vlastnosti alogennich chlopennich stépl jsme
vychazeli ze zkuSenosti, které ziskali Hlubocky a spol. pfi méfeni ovcich mitralnich stépl
(Hlubocky et al. 2011) a z rozsahlych zkusSenosti kolegli ze Zapadoceské univerzity v Plzni pfi
méreni a hodnoceni mechanickych vlastnosti biologickych materiadl(i (Kochova 2008, 2012,
2013). Usporadani mechanické casti experimentu se snazilo priblizit situaci, kterd béiné
nastava pfi fyziologickém zatiZeni kofene aorty, kmene plicnice a jejich chlopni pfi systole a
diastole. Jsme si vSak védomi, Ze problematika je mnohem komplexnéjsi. BézZné zatizeni neni
uniaxialni. Na tkané pusobi sily ve vSech smérech, kromé tahu a tlaku se navic uplatiuje i
stfizné napéti vyvolané tokem krve. Na uniaxidlnim designu tahové zkousky je zaloZzena vétsSina
publikovanych biomechanickych studii. Je viak znamym faktem, Ze se tkané srdecnich chlopni
chovaji anizotropné. Z praci, které pouzily biaxidlni tahovou zkousku, vyplyva, Zze moduly
pruznosti a mezni napéti chlopennich cipu jsou vétsi v podélném sméru nez radidlnim (Chow
a Zhang 2011; Hasan et al. 2014). Pfesto se domnivame, Ze zdkladni charakteristiky — YoungUv

modul pruznosti, mezni deformace a mezni napéti — ziskané uniaxidlnim testovanim
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predstavuji dllezité parametry urujici odolnost biologickych tkani a mohou poskytnout

reprezentativni pfedstavu o jejich vyvoji v pribéhu dlouhodobé kryoprezervace.

Naprostd vétsina biologickych materidll a zejména téch s vysokym podilem kolagennich a
elastickych vlaken se pfi zatizeni tahem chova nelinedrné (Meyers et al. 2008; tagan a Liber-
Kneé¢ 2017; Hasan et al. 2014). Jejich deformacni krivka se skladd z nékolika ¢asti, jak bylo
podrobné popsano v teoretické casti prace. V Uvodni elastické fazi, kdy dochazi plisobenim
malého napéti k relativné velké deformaci se uplatiuje predevsim natahovani elastickych
vlaken, zatimco rdzné usporadand kolagenni vldkna jsou inicidlné zvinéna a postupné se
narovnavaji. Younglv modul elasticity je nizky (Eo 0,24 MPa a 0,09 MPa v ptipadé aorty, resp.
plicnice, jak bylo prokazano u Cerstvych vzorkt). Dalsi pusobeni tahu jiz pfenasi sily pfimo na
kolagen, ktery se vyrovna a natahuje. K deformaci je zapotfebi vyssiho napéti, modul elasticity
narUsta (E1 2,31 MPa a 0,97 MPa v pripadé aorty, resp. plicnice). Odolnost trva az do dosazeni
meznich vlastnosti (pevnosti) materialu kdy uz dochazi k rupture vldken a postupné i iplnému

prerueni kontinuity tkané.

Pevnost tkani tedy pfimo zavisi na mnozstvi kolagenu v nich obsazenych. To se potvrdilo i
v pfipadé chlopennich cipl, které vykazovaly vyssi hodnoty Youngova modulu elasticity a
mezniho napéti neZ vzorky arteridlni stény, pravé pro vyssi zastoupeni kolagenu | (Ax 0,21 pro
aortalnii pulmonalni cipy versus 0,15 a 0,08 pro aortalni, resp. pulmonalni stény). Elastin slouzi
jako napinac kolagennich vidken (Vesely 1998). U zadného ze vzork( nedoslo v pribéhu

kryoprezervace nebo skladovani v tekutém dusiku k jeho ubytku.

Pulmonalni a aortdlni chlopen pracuji v jinych tlakovych podminkach. Tomu odpovida i jejich
rozdilna morfologie (napf. tloustka stény 479 um a 317 um u aortélnich, resp. pulmonalnich
cipl). Nas experiment se nezaméroval na pfimé srovnani obou druh( alograftli srdec¢nich
chlopni. Zjinych praci vSak vyplyva, Zze pres urcité rozdily jsou mechanické i strukturalni
vlastnosti aortdlni a pulmonalni chlopné srovnatelné, coZ podporuje puvodni primitivni
méreni mechanickych vlastnosti a originalni koncept Donalda Rosse na nahradu aortalni

chlopné plicnim autograftem (Stradins et al. 2004).
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Za nejduleZitéjsi mechanické parametry alograftl srdecnich chlopni, ke kterym je vhodné
prihlizet pfi hodnoceni vlivu délky kryoprezervace, proto povazujeme mezni deformaci, mezni

napéti a Youngliv modul elasticity pro velké deformace (E1).

U aortalnich ASCH nedoslo k vyznamnym zméndm schopnosti deformovat se pfi plsobeni
tahu ani pfi kryoprezervaci ani v pribéhu 10letého skladovani v tekutém dusiku. Pokles
v mezni deformaci zaznamenany ve skupiné Il u aortalnich cipt nedosahl Grovné hodnot pro
cipy Cerstvych stépu. Mezni napéti, tedy sila nutnd k natrzeni aortalni stény nebo cipu, byla ve
vSech skupinach kryoprezervovanych vzork( do 10 let skladovani podobnd. Rozdilné hodnoty
pozorované u ventrikulo-arteridlnich junkci skupiny Il rovnéz neklesly pod uroven hodnot pro
Cerstvé Stépy. Younglv modul elasticity pro velké deformace se mezi vzorky jednotlivych
skupin nelisil, coz lze vyloZit tak, Ze gradient deformacni kfiky nebo jinymi slovy tuhost
aortalnich alograftd srde¢nich chlopni nebyla zasadné ovlivnéna procesem kryoprezervace ani
délkou skladovani v tekutém dusiku. Pokles zastoupeni kolagenu ve skupiné Il aortalnich stén
neni zcela vysvétlitelny, protoZe ve skupiné lll nasleduje opét vyznamny naruist hodnot. Pokles
pravdépodobné nesouvisi s délkou skladovani, testovana korelace byla pozitivni. Vysvétleni je
mozné hledat v charakteristikach skupiny Il, kde existuje vyraznéjsi disproporce mezi pohlavim
darcl (2 muzi, 9 Zen). Pro podrobnéjsi studium zavislosti parametru na pohlavi by vsak bylo
zapottebi vétsiho mnoizstvi vzorkl. Zastoupeni elastinu se v aortalnich vzorcich jednotlivych

skupin nelisilo.

V ptipadé pulmondlnich ASCH doslo k poklesu hodnot mezni deformace pro vzorky stén ve
skupiné s délkou kryoprezervace 5-9,9 let (skupina Il), coZz znamenad, Ze plicnice jsou po 5
letech kryoprezervace méné deformovatelné. Ve skupiné nad 10 let (skupina lll) je vSak ve
stejném parametru opét naruist k pdvodnim hodnotdm (hodnotdm skupin 0 a I). Mezni napéti
se vsak pro vsechny vzorky pulmonadlnich ASCH (vcetné stén) mezi jednotlivymi skupinami do
10 let kryoprezervace nelisi. Hodnoty E1 se mezi skupinami | a Il nijak neliSi, pouze mezi
Cerstvymi vzorky ringQ plicnice a vzorky kryoprezervovanymi 5 let a déle je patrny pokles.
Zastoupeni kolagenu | ve sténé plicnice po 5 letech kryoprezervace klesa, ve skupiné Ill opét
stoupa a nelisi se od hodnot skupin 0 a I. MnoZstvi elastinu ve sténé mezi skupinami | a Il

naopak narostlo. Mezi vzorky cipl byl po kryoprezervaci patrny nartst mnozstvi kolagenu. Sila
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stény cipl mezi skupinami Il a lll poklesla, ale ne pod hodnoty skupiny I. Zmény ve

strukturalnich charakteristikdch lze ¢astec¢né vysvétlit moznou dehydrataci vzorka.

ASCH s délkou kryoprezervace vyssi nez 10 let (skupina Ill) vykazovaly rlzné trendy v nékolika
parametrech. Jejich interpretace neni vzhledem k nizké homogenité skupiny jednoznacna, ale

zdd se, ze dlouhodoba kryoprezervace méni vlastnosti chlopennich stépl vyraznéji.

Studie zkoumajici rdzné zpusoby uchovani cévnich stépu prokazaly, Ze prosté chlazeni praseci
aorty neni dostateénym zplUsobem prezervace, Stépy vykazuji horSi mechanické vlastnosti.
Vhodnéjsi je uchovavani pfi teplotach -20 az -80 °C, které jiz mezni napéti a Young(iv modul
elasticity vyraznéji nesnizuje (Stemper et al. 2007). Kryoprezervace lidskych ASCH pouZitych

v nasem experimentu se vsak od této metodiky vyrazné lisi, vysledky nejsou srovnatelné.

Novotny a kol. zkoumali rGizné rezimy rozmrazovanych lidskych alograftu. Zjistili, Ze rychlost
rozmrazeni nema vliv na strukturalni vlastnosti cipd kryoprezervovanych ASCH (Novotny et al.
2018). Bohuzel vSak nebylo zkoumano rozmrazovani chlopennich alograftl v reZimu, ktery je
u nas pouzivan od roku 1992 a vysledky proto nemlzeme vztahovat na protokol Narodni

banky chlopennich alograftu.

Mechanickymi charakteristikami mrazené lidské aorty se zabyval Adham (Adham et al. 1996).
DoSel kzavéru, Ze kryoprezervace neovliviiuje deformacni charakteristiky vzorkd.
Kryoprezervovana aorta méla Younglv model elasticity stejny jako cerstva. K zavéru, Ze
kryoprezervace neovliviiuje mechanické a strukturdlni vlastnosti tepen dospél i Fonck na
modelu decelularizovanych krénich tepen kralik( (Fonck et al. 2008). Experimentalni prace
Hlubockého na ovcich mitrdlnich chlopnich pouZila kuréeni mechanickych vlastnosti
chlopennich stépl jinou metodiku, ale také ovéfila, Ze kryoprezervace neposkozuje

strukturalni vlastnosti a elasticitu mitralniho stépu (Hlubocky et al. 2011).

Histologické vysetieni ASCH je od samého zacatku tkariového bankovnictvi chlopennich Stép(
rutinni soucasti standardni kontroly kvality tkané v naprosté vétsiné svétovych tkanovych
zarizeni. Vychazi se se zkusenosti Fischleina (1994) a Goffina (1997). Nase banka od pocatku

vychazela ze zkuSenosti prof. Goffina, podle kterych pracovali nasi kardiopatologové pfi
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posuzovani morfologie stény velkych cév srdce darce. Od roku 2017 Uspésné vyuzivame
doporuceni spolecnosti kardiovaskularnich patologli kinterpretaci chirurgické patologie
nezanétlivych degenerativnich onemocnéni aorty (Halushka et al. 2016). Samoziejmé si my i
ostatni tkanova zafizeni uvédomujeme limitaci vySetfeni, pfi kterém je zpracovavan pouze
periferni okraj velké cévy, a tak pfi posuzovani vhodnosti pouzitelnosti konkrétniho Stépu
vychazime predevsim z pozorovani kardiochirurga pfi primarnim zpracovani stépu, tedy pfi
parcialni pitvé srdce. V predkladaném vyzkumném projektu jsme se proto zaméfili na
morfologickd vySetfeni, standardné pfi kontrole kvality alogennich chlopennich Stép(
nepouzivana. Kromé mnozstvi elastinu a kolagenu | je mozné k uréeni strukturalnich vlastnosti
tkdné zkoumat jesté celou radu dalSich slozek. Na mechanice pojiva se vyznamnou mérou
podileji napfiklad glykosaminoglykany (Eckert et al. 2013; Hopkins 2005). | v pfipadé
samotného kolagenu a elastinu je spiSe nez samotné mnozZstvi vlaken vyznamnéjsi jejich
prostorové usporadani (Vesely 1998). Vlastni histologické zpracovdani a barveni preparatl tkan
ovlivni, zkoumani mikrofotografii poskytuje informaci o zastoupeni vlaknitych bilkovin
v poméru k ostatnim slozkam. Na vysledek mechanického testovani ma vliv i dehydratace
tkané, ktera zpusobuje tuhnuti vzorkt (Viidik 1979). V pfipadé naseho experimentu jsme se
snazili tuto chybu minimalizovat rychlym zpracovanim, kratkou expozici vzorkd a jejich

prubéznym zvlhéovanim fyziologickym roztokem.

Odpovidajici mechanické a strukturalni vlastnosti chlopennich alotransplantat( jsou zakladni,
ne vsak jedinou podminkou spravné dlouhodobé funkce po implantaci. Zasadni podil
na mechanickém chovani, a tedy i schopnosti dlouhodobého fungovani nativnich chlopni ma
endotel (Simmons 2009). Ulohu endotelu jsme v nasem experimentu nezkoumali, protoZe jiz
drivéjsi prace vedené Narodni bankou alogennich chlopennich stépl FN Motol prokazaly, ze
jiz v ivodnich fazich odbéru, zpracovani a dekontaminace dle pouzivaného protokolu dochazi
kjeho tézkym zméndm a destrukci (Burkert et al. 2008). Prace se rovnéz nevénuje
strukturalnim zménam, ke kterym dochazi u ASCH po implantaci a které jsou odpovédné za
degeneraci, kalcifikaci a postupnou ztratu funkce chlopenniho Stépu. Jejich pficinou je
pravdépodobné imunitni reakce. Jednim z hlavnich aktualnich vyzkumnych témat vénujicich
se této problematice je decelularizace ASCH. Stépy obsahujici pouze pojivovou tkar darce a
schopné osidleni vlastnimi bunkami pfijemce mohou vyrazné snizit imunitni odpovéd

(Bibevski et al. 2017; Hasan et al. 2014; Da Costa et al. 2006).
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Pfedstaveny experiment ma nékolik omezeni. Nejvyraznéjsim je nizky pocet vzork( cerstvych
ASCH zpusobeny faktory popsanymi jiz v uvodu diskuze. Hlavnim omezenim pouZitého
protokolu a vypovédni hodnoty statistiky je nedostatecna rovnovaha v zastoupeni pohlavi
darcll. Soucasné s vékovou distribuci mlze jit o duleZity faktor urcujici mechanické chovani
chlopennich $tépli. Obecna nase i zahrani¢ni nepublikovana zkuSenost je takova, Ze
kardiovaskuldrni tkan Zenskych darch byva ,zachovalejsi“ nez tkan muzskych darcl stejné
vékoveé kategorie. Nicméné mechanické parametry muzské aortalni chlopné byvaji pfiznivéjsi
nez aorty Zenského ddrce. Proto vétsSina kardiochirurgl poZaduje pro muzského pfijemce
aortalniho Stepu muiského darce. Takto postupujeme i my. Rovhomérné rozlozeni obou
pohlavi ve viech skupinach by mohlo sniZit riziko mozné nesprdvné interpretace vysledkd.
PfestoZe se naSe studie poctem zkoumanych ASCH vyrazné vymyka, mnozZstvi studijniho
materidlu je omezeno. Kziskani jesté rozsahlejSiho studijniho vzorku srovnomérnym
rozlozenim vsech demografickych parametrl muiZze vbudoucnu pfispét multicentrické

usporadani experimentu se zapojenim vétsiho mnozstvi evropskych tkanovych zafizeni.
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6. ZAVER

Experimentalni projekt pfedstaveny v disertaCni praci potvrdil nasi hypotézu: Prokazal, ze
kryoprezervované alografty srdecnich chlopni neztraceji ani po 5 letech skladovani v tekutém

dusiku své zasadni mechanické a strukturalni vlastnosti.

Projekt je soucasti dlouhodobého vyzkumného planu Tkanového zafizeni FN Motol, Narodni
banky alogennich chlopennich Stépl. Vysledky predchozich uspésnych postgradualnich
projektd (2006 Vojacek, 2008 Burkert, 2011 Hlubocky) i dil¢i publikované prace (Mokracek et
al. 2007, 2015) v kombinaci s dlouhodobou systematickou podporou experimentalni ¢innosti
na zvifecich modelech pfispély ke stanoveni novych smér( rozvoje zafizeni. Soucasny
experiment, jehoz dil¢i vystupy jiz byly publikovany v recenzovanych periodicich (Kubikova et
al. 2016, 2017; Fiala et al. 2019), si kladl za cil provéfit dlouhodobé pouzivany protokol

exspirace a pfinést argumenty pro jeho zménu.

Vysledky poskytuji informace o mechanickych a strukturalnich vlastnostech nativnich i
kryokonzervovanych lidskych semilunarnich chlopni. Experimentdalné jsme ovéfili domnénku,
Ze arbitrarné stanovena 5leta doba exspirace, kterou se v soucasnosti fidi naprosta vétsina
tkanovych zafizeni ve svété, je neumérné kratka a je mozné ji prodlouzit. Prokazali jsme, Ze
ani po uplynuti této Ihaty nedochdzi pfi skladovani v tekutém dusiku k degradaci chlopennich
$tép0, narudeni zakladnich sloZek jejich struktury (elastinu a kolagenu 1) a zhorSeni mechanické

odolnosti.

Zavéry vyzkumu budou aplikovany do provozu Tkanového zafizeni FN Motol, Narodni banky
alogennich chlopennich $tépU. Vyzkumny projekt poklddame za validaci mechanickych a
morfologickych vlastnosti funkéné nejvyznamnéjsSich struktur alogennich aortalnich a
pulmonalnich $tépu v zavislosti na dobé uloZeni v tekuté fazi tekutého dusiku. Vysledky
hodnotime jako dostatecné k tomu, abychom v Narodni bance alogennich chlopennich Stép(
prodlouzili exspiraci kryoprezervovanych chlopennich stépd. S ohledem na demografické

usporadani skupiny Il (median kryoprezervace 5,26 a 7,48 pro aortdlni, resp. pulmonalni
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chlopné) navrhujeme, aby se exspirace prodlouZila na 6 let pro aortalni a 8 let pro pulmonalini

alografty srdecnich chlopni.

Vérime, Ze ziskana a publikovana data povedou i k otevieni mezinarodni diskuze vedoucich
tkanovych zafizeni zpracovdvajicich chlopenni alografty a kardiochirurgt, ktefi je vyuzZivaji.
Navrhované zmény mohou prispét ke zvyseni nabidky a tim i zlepSeni dostupnosti alogennich

chlopennich $tépu pro pacienty vSech vékovych kategorii.
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7. SOUHRN

Cile: Jednim ze zpUsob( nahrady semilundrnich chlopni je transplantace lidskych alograftu
srde¢nich chlopni (ASCH). Aortalni a pulmondlni ASCH jsou skladovany v kryobance
chlopennich stépl. Exspiracni doba kryoprezervovanych chlopennich $tépQ byla arbitrarné
stanovena na 5 let. Cilem dizertacni prace bylo ovéreni hypotézy, Zze ASCH ani po 5 letech

skladovani v tekutém dusiku neztraceji své priznivé mechanické a strukturalni vlastnosti.

Materidl a metody: Z celkového poctu 64 lidskych ASCH (31 aortalnich a 33 pulmonalnich)
rdzné délky kryoprezervace (Cerstvych, do 5 let, 5-10 let a vice neZ 10 let) byly odebrany vzorky
tepenné stény, cipl, ventrikulo-arteriadlni junkce a arteridlnich ringd. VSechny vzorky byly
podrobeny mechanickému testovani na trakénim stroji, dokud nedoslo k naruseni jejich
integrity. Histologické zpracovani hodnotilo podil kolagenu a elastinu ve vzorcich pfilehlé

tkané. Ziskané hodnoty prosly statistickym zpracovanim.

Vysledky: U aortalnich ASCH nedoslo k vyznamnym zménam schopnosti deformovat se pfi
pusobeni tahu ani pfi kryoprezervaci ani v pribéhu 10letého skladovani v tekutém dusiku. Sila
nutnd k natrZeni aortdlni stény nebo cipu, byla ve vSech skupinach kryoprezervovanych vzorku
do 10 let skladovani podobna. V ptipadé pulmonalnich ASCH byla u vzork( stén ve skupiné
s délkou kryoprezervace 5-10 let zachycena nizsi schopnost deformace. Mezni napéti se vsak
pro vsechny vzorky pulmonalnich ASCH (véetné stén) mezi jednotlivymi skupinami do 10 let
kryoprezervace neliSilo. Zmény v zastoupeni kolagenu | a elastinu ve vzorcich o rlizné délce

kryoprezervace nekorelovaly s jejich mechanickymi vlastnostmi.
Zavér: Potvrdili jsme hypotézu, Ze kryoprezervované ASCH neztraceji ani po 5 letech
skladovani v tekutém dusiku své zasadni mechanické a strukturalni vlastnosti. Zavér vyzkumu

bude aplikovan do provozu tkanové banky, umozni prodlouzeni doby exspirace ASCH.

Klicova slova: alograft srdecni chlopné, homograft, kryoprezervace, tkanova banka,

mechanické vlastnosti, strukturalni zmény
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8. ABSTRACT

Background: The aortic and pulmonary allograft heart valves (AHV) are used in the cardiac
surgery for replacing the impaired semilunar valves. They are harvested from donor hearts
and cryostored in tissue banks. The expiration period was set to 5 years arbitrarily. We
hypothesized that their mechanical and structural properties do not reasonably deteriorate

after this period.

Methods: A total of 64 human AHV (31 aortic and 33 pulmonary) of different length of
cryopreservation (fresh, 0-5, 5-10, over 10 years) were sampled to different tissue strips
(artery, leaflet, ventriculo-arterial junction, arterial ring) and tested by tensile test with loading
velocity 10 mm/min until tissue rupture. Neighbouring regions of tissue were processed
histologically and evaluated for elastin and collagen area fraction. The results were evaluated

statistically.

Results: In aortic AHV, the physical deformation response of wall samples to stress did not
changed significantly neither during the process of cryopreservation nor during the first 10
years of storage. In pulmonary AHV, the ultimate strain dropped after 5 years of
cryopreservation indicating that pulmonary artery was significantly less deformable at the
time of rupture. On the other hand, the ultimate stress was equal during the first 10 years of
cryostorage. The changes in collagen and elastin amount in the tissue samples were not

associated with mechanical impairment.

Conclusion: Neither elasticity, stiffness and solidity nor morphology of aortic and pulmonary
AHV did not change reasonably by cryopreservation and during the first 10 years of

cryostorage. This evidence suggests that the expiration period can be extended.

Keywords: heart valve allograft, homograft, cryopreservation, tissue banking, mechanical

characteristics, structural changes
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