Periadventicialni systém s fizenym uvolhovanim
sirolimu pro prevenci neointimalni hyperplazie
u autolognich zilnich stepu
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Cil: Autologni zilni stépy jako aortokorondrni bypass ¢asto podléhaji intimalni hyperplazii a v ddsledku toho vznikaji zdzeni a uzavéry.
Cilem prace bylo zamezeni intimalni hyperplazie pomoci nové vyvinutého perivaskularniho systému, ktery dlouhodobé uvolnuje sirolimus.
Metodika: Systém s fizenym uvolriovanim tvofi polyesterova sitka potazena kopolymerem kyseliny L-mlécné a e-kaprolaktonu uvolrujici
sirolimus, kterd je urena na ovinuti kolem autologniho Zilniho $tépu soucasné pfi jeho implantovani. Hodnotili jsme uvolfiovéni sirolimu
a jeho ucinky na hladké svalové a endotelialni bunky in vitro. Sitky s fizenym uvolnovéanim sirolimu byly implantovany do a. carotis com.
kralikiim a nasledné byla hodnocena neointimalni hyperplazie zilnich graftd po tfech a Sesti tydnech.

Vysledky: Polyesterova sitka potazend kopolymerem uvolriovala in vitro sirolimus $est tydn(i. Sirolimus uvolriovany ze sitky inhiboval riist
hladkych svalovych bunék i endotelovych bunék v sedmidennich experimentech in vitro. Pocet hladkych svalovych bunék klesl o 29 %
a pocet endotelovych bunék o 75 % po sedmi dnech uvolfiovani sirolimu ze sitky pfi zachovani vysoké viability bunék. Po implantaci
siték uvolnujicich sirolimus do kralikd doslo ke snizeni tloustky intimy o 47 % po tfech tydnech a o 56 % po Sesti tydnech od implantace
ve srovnani s zilou. Implantovana Cistd sitka bez sirolimu snizila tloustku intimy o 35 % po tfech tydnech a 0 46 % po Sesti tydnech.
Zavéry: Systém fizeného uvolriovani sirolimu urceny k periadventicidlni aplikaci u autolognich Zilnich $tépl inhiboval rist hladkych
svalovych bunék in vitro a zabranil rozvoji neointimalni hyperplazie in vivo u krélikd. Perivaskularné aplikovana sitka uvolnujici sirolimus
je proto slibnym prostiedkem pro prevenci vzniku stendz a uzavér( autolognich cévnich $tépt.
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Skalsky |, Szarszoi O, Filova E, et al. A periadventitial sirolimus-eluting system in the prevention of neointimal hyperplasia in
autologous venous grafts. Cor Vasa 2011;53:84-90.

Aim: Autologous venous grafts such as coronary artery bypass grafts often develop intimal hyperplasia resulting in stenoses and occlusions.
The aim of our study was to prevent the development of intimal hyperplasia using a novel perivascular system allowing for long-term
release of sirolimus.

Method: The controlled-release system comprises a polyester mesh coated with a sirolimus-eluting copolymer of L lactic acid and
e-caprolactone system designed to be wrapped around an autologous venous graft during its implantation. In vitro sirolimus release and
its effects on smooth muscle and endothelial cells were assessed. The sirolimus controlled-release mesh was implanted into the common
carotid arteries of rabbits with subsequent assessment of venous graft neointimal hyperplasia at 3 and 6 weeks.

Results: In vitro, the copolymer-coated polyester mesh released sirolimus over a period of 6 weeks. Mesh-eluted sirolimus inhibited
the growth of smooth muscle and endothelial cells in seven-day in vitro experiments. After seven days of sirolimus release from the
mesh, smooth muscle and endothelial cell counts decreased by 29% and 75%, respectively, with the cells maintaining high viability.
Implantation of the sirolimus-release mesh to rabbits resulted in a decrease in intimal thickness by 47% and 56% at 3 and 6 weeks,
respectively, compared with the venous intima. After implantation of a sirolimus-free mesh, intimal thickness declined by 35% and 46%
at 3 and 6 weeks, respectively.

Conclusion: A sirolimus controlled-release system intended for periadventitial use in autologous venous grafts inhibited the growth
of smooth muscle cells in vitro and precluded the development of neointimal hyperplasia in vivo in rabbits. Hence, the perivascular
sirolimus-eluting mesh holds promise for preventing the development of stenoses and occlusions in autologous vascular grafts.
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Uvod

Jednou z hlavnich komplikaci po aortokorondarni rekon-
strukei zilnimi $tépy pro ischemickou chorobu srde¢ni
(ICHS) je v dlouhodobém sledovani jejich uzavér. Béhem
prvniho roku po rekonstrukei se uzavira 15 % zilnich $tépt
a dale se cetnost uzavért zvysuje az na 50 % za deset let
od operace.! Z prtichodnych Zilnich §tépu jich 7 % jevi
znamky degenerace jiz béhem prvniho roku a 77 % za deset
sténé, ktera se objevuje ihned po provedeni bypassu, je
neointimdlni hyperplazie. Kone¢nym dtsledkem tohoto
procesu a pri¢inou selhani $tépu jsou fatalni sklerotické
zmény.’ Remodelace autolognich zil po jejich uziti jako
bypassu v tepenném recisti je charakterizovana poskozenim
vrstvy endotelidlnich bunék a expozici hladkych svalovych
bunék (HSB) na lumindlnim povrchu cévy, coz zptsobuje
adhezi desti¢ek, makrofagt a regenerujicich endotelidlnich
bunék (EB), jakoz i agregaci desti¢ek. Desticky, EB a HSB
uvolnuji rastové faktory a faktory podporujici migraci,
jako je trombin, platelet-derived growth factor (PDGEF),
interleukin-1, insulin-like growth factor-1, fibroblast
growth factor-2 a vascular endothelial cell growth factor.
Tyto bioaktivni substance stimuluji migraci HSB do in-
timy, jejich nadmérnou prolifera¢ni aktivitu a produkei
extraceluldrni matrix, zejména kolagenu. Tyto jevy pak
zpusobi ztlusténi stény bypassu a stendzu $tépu. Aby se
predeslo remodelaci autologniho §tépu, je nutné podporit
proces jeho endotelizace a snizit proliferaci HSB. Stép byva
uplné endotelizovan béhem nékolika tydnti po operaci.*
V klinické kardiologické praxi se stendza autologniho stépu
obvykle fesi vlozenim stentu (perkutdnni translumindlni
angioplastikou) do lumen $tépu, nebo je nutnd reoperace
pacienta a provedeni nového aortokoronarniho bypassu.
Pro prevenci proliferace HSB a restenoézy $tépu byly
vyvinuty stenty uvolnujici antiproliferac¢ni latky, jako je
sirolimus (Cypher, Cordis Johnson & Johnson, Bridge-
water, New Jersey) nebo paclitaxel.® Pouziti stentt je v$ak
limitovano jejich relativné komplikovanym zavddénim,
nebezpeé¢im jejich uvolnéni a pohybu uvnitt cévy,
zvy$enym mechanickym namahanim cévni stény i lokalnim
poskozenim EB a HSB, vedoucim k reaktivaci ristu HSB
a restendze cévy. Podobné problémy by mohly byt spojeny
s polymernimi filmy uvolnujicimi lé¢ivo, které pokryvaji
lumindlni povrch cév, napt. hydrogelové filmy s obsahem
paclitaxelu.® Z toho hlediska se externi, tj. mimocévni
systém dodavky lé¢iva, umistény na povrchu adventicie
cévniho $tépu, zda byt vyhodnéjsi. Periadventicialni
dodavka léc¢iva z matrice umisténé tésné vedle karotickych
arterii potkana byla Gspésné pouzita u heparinu, o kterém je
znamo, Ze snizuje proliferaci HSB.” Jiz dfive byly objeveny
jiné antiprolifera¢ni latky inhibujici neointimalni hyperpla-
zii Zilnich graftii na experimentalnich modelech u zvifat
pri jejich periadventicialni aplikaci, napriklad suramin,
C-typ natriuretického peptidu, cilostazol a sirolimus.®'°
Speciélné sirolimus (rapamycin) je znam svym silnym
antiprolifera¢nim u¢inkem.!' Dale se tento makrocyklicky
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lakton pouziva v 1ékovych stentech (drug-eluting stentech)’
a pti organovych transplantacich jako imunosupresivum."
Mechanismus jeho antiprolifera¢niho u¢inku je velice
slozity a mnohostranny'? a zahrnuje predev$im blokadu
prechodu bunék G1 do S-faze buné¢ného cyklu, interakei
se specifickym cilovym proteinem (mammalian target of
rapamycin - mTOR) a inhibici jeho aktivace.

Sitka ur¢enda k potahovani vhodnym polymerem
s rozpusténym lécivem musi mit potfebné mechanické
vlastnosti dovolujici ovinuti kolem cévy, dilezita je i pruz-
nost polymerni vrstvy. Polylaktidy i poly(e-kaprolakton)
(PCL) degraduji velmi pomalu, v fadu let; PCL je pomérné
pruzny a oba polymery jsou biokompatibilni. Kinetika
uvolnovani lé¢iva zavisi na fyzikdlnich a chemickych
vlastnostech 1é¢iva, volbé polymeru nebo kopolymeru
a jejich usporadani do vrstev s 1é¢ivem nebo bez ného,
jakoz i pritomnosti bariér regulujicich difuzi a velikost
povrchu sitky."” Nasim predpokladem bylo, Ze cévni sténa je
dostate¢né tenkd, aby umoznila difuzi uvolnéného sirolimu
do tunica media a inhibici proliferace HSB. Penetrace siro-
limu je podporovana jeho hydrofobii. U¢innd koncentrace
sirolimu potfebna k inhibici proliferace HSB je relativné
nizkd (IC50 = 5 ng/ml)** a umoznuje v polymeru disper-
govat prislusné mnozstvi lé¢iva nutné k dlouhodobému
uvolnovani (v rozmezi ¢tyf az Sesti tydnu). Zevni obaleni
cévy polyesterovou sitkou uvolnujici sirolimus zabezpeci, ze
endotelidlni vrstva bude touto latkou ovlivnéna méné nez
v piipadé intravaskuldrniho stentu, ktery se tésné dotyka
endotelu. Rovnéz predpokladame, Ze ovinuti pomérné pevné
sitky kolem cévy snizi mechanické namahdani autologniho
$tépu ve srovnani se stentem. Dlouhodobé uvolnovani
antiprolifera¢niho 1é¢iva sirolimu béhem nékolika tydnu
potlaci rast HSB na dobu potfebnou k reendotelizaci $tépu.
To by mélo snizit remodelaci autologniho $tépu a nutnost
nasledné 1écby.

Materidl a metody

Pokusy in vitro

Material

Polyesterova sitka (Duratexol) byla ziskana z VUP
Brno, CR, Purasorb PLC 7015, kopolymer kyseliny
L-mlé¢né a e-kaprolaktonu (molarni pomér 70/30,
Mw 117 250 g/mol a Mn 85 000 g/mol z PURAC Bio-
materials) a sirolimus (Rapamycin from Streptomyces,
kat. ¢. R0395) byly zakoupeny z firmy Sigma-Aldrich
(Némecko). Polyesterova sitka byla vyrobena z ptize o prii-
méru 90 pm, kterd se sklada z vlaken o priméru 17,5 pm.
Purasorb pti potahovéani pronikl mezi vlakna v pfizi.

Impregnace siték

Cist4 polyesterova sitka byla pouZita bez impregnace, nebo
byla impregnovana roztokem ¢. 1 s rozpusténym pura-
sorbem, nebo roztokem ¢. 2 s rozpustenym purasorbem
a sirolimem, vysusena, znovu impregnovana a vysusena.
Roztok 1 obsahoval 36,4 mg purasorbu v 1 ml smési chlor-
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benzen-ethanol (1,75: 1 v/v); roztok 2 5,2 mg sirolimu
a 36,4 mg purasorbu v 1 ml smési chlorbenzen-ethanol
(1,75 : 1 v/v). Sitka sirolimus obsahovala 0,14 mg sirolimu
homogenné nanesenych v 0,98 mg purasorbu na 1 cm?

Meéfeni uvolhovani sirolimu ze sitky

Pfipravené kousky sitky se sirolimem o velikosti 0,5 cm?
nebo 1 cm? byly inkubovany v 5 ml fosfatového pufru (PBS)
na cm? sitky pfi 37 °C na tfepacce. Fosfatovy pufr byl denné
ménén. Vzorky byly odebirany po 0, 1, 4, 7, 9, 11, 14, 17,
21, 28, 35, a 42 dnech inkubace. Pro kazdy ¢asovy interval
a kazdou skupinu jsme pouzili tfi az ¢tyfi vzorky.

Po vysusenti siték byl polymer se sirolimem rozpustén
v dichlormethanu, rozpoustédlo bylo ndsledné odpareno
do sucha. Sirolimus byl rozpustén v 1 ml methanolu, cen-
trifugovan 5 min pfi 13 000 rpm a supernatant byl ihned
analyzovan pomoci systému Acquity UPLC vybaveného
detektorem 2996 PDA. Chromatogramy analyz sirolimu
byly extrahovany a nasledné kvantifikovany pfi 278 nm. Na-
métené udaje byly zpracovany pomoci softwaru Empower
2 (Waters). Vzorky byly injikovany na kolonu Waters BEH
C18 Column (50 x 2,1 mm I.D,, velikost ¢astic 1,7 um); mo-
bilni faze: rozpoustédlo A, 10% acetonitril a rozpoustédlo
B, acetonitril; linedrni gradientova eluce (min/%B): 0/60,
1,5/100, 2/100; rychlost pritoku 0,4 ml/min; teplota kolony
50 °C; objem injekce 5 ul. Po kazdé analyze nésledovala
ekvilibrace (0,5 min). Metoda kvantifikace sirolimu byla
¢aste¢né validovana; kalibra¢ni kfivka byla sestrojena
v linedrnim rozmezi od 3,125 do 100 pg/ml pomoci me-
thanolovych roztoku sirolimu o koncentraci 100, 50, 25,
12,5, 6,3 a 3,1 ug/ml.

Mnozstvi zbytku neuvolnéného sirolimu v sitce X
[ug/cm?] bylo pocitano podle vzorce: X = Cyp o x 3,97 / m,
kde Cyp;c [pg/ml] predstavuje koncentraci sirolimu extra-
hovanou z jednoho kusu sitky a méfenou pomoci UPLC,
m predstavuje hmotnost analyzované sitky po extrakei a bez
vrstvy purasorbu se sirolimem, konstanta 3,97 predstavuje
hmotnost 1 cm? ¢isté sitky bez purasorbu a sirolimu.

Kultivace bunek

Polyesterova sitka (sif), polyesterovd sitka potazena
purasorbem (purasorb) a sitka potazend purasorbem se
sirolimem (sirolimus) byly sterilizovany ethylenoxidem
a suseny ve vakuu ¢tyti tydny pii 35 °C. Do kultivaénich
komiirek (24jamkové desticky, TPP, Svycarsko) byly nasa-
zeny EB nebo HSB v hustoté 16 000 bunék/jamku, tj. asi
9 000 bunék/cm? v 1,5 ml kultiva¢niho média. HSB byly
kultivovany v médiu DMEM (Dulbeccos modified Eagle
medium, Sigma, St. Louis, MO, USA; kat. ¢. D5648),
obohaceném 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS; Sebak
GmbH, Aidenbach, Némecko), a 40 ug/ml gentamicinu
(Lek, Ljubljana, Slovinsko), EB v médiu (Minimum Essen-
tial Medium Eagle), obohaceném 2 mM L-glutaminu,
Earle’s Balanced Salt Solution 1,5 g/l sodium bikarbonatu,
0,1 mM neesencialnich aminokyselin, 1,0 mM sodium
pyruvatu (vSechny chemikalie: Sigma, USA) a 20% FBS.
Hladké svalové bunky byly ziskany explantaéni metodou
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z komplexu intima-media hrudni aorty osmitydennich
samct potkant Wistar SPF15 a pouzity v 5-10 pasazich.
Endotelialni buniky pochazely z hovézi plicni arterie (linie
CPAE ATCC CCL-209, Rockville, MA, USA). Dvacet ¢tyfi
hodin po zahdjeni 1é¢by byly do média pridany vzorky siték;
polystyren (PS) slouzil jako kontrola. Bunky byly kultivova-
ny 1, 3 nebo 8 dni po nasazeni ve zvlhéené atmosfére s 5%
CO,. Tti vzorky byly pouzity pro kazdou skupinu a kazdy
¢asovy interval.

Zivotaschopnost a pocet bunék

Pro vizualizaci Zivotaschopnosti (angl. viability) bunék
byl pouzit Live/Dead Viability/Cytotoxicity Assay Kit
(Molecular Probes, Invitrogen). Vzorky byly inkubovany
s roztokem calceinu v PBS v inkubatoru s 5% CO, pti 37 °C
po dobu 15 min (zivé bunky calcein metabolizuji a sviti
zelené, excitace 488 nm, emise 505-535 nm) a s roztokem
tetrameru ethidia (prochazi membranou poskozenych
a mrtvych bunék a barvi je cervené, excitace 539 nm, emise
638-699 nm). K pozorovani byl pouzit fluorescen¢ni mikro-
skop Olympus IX 71, kamera DP 71. Pocet zivych a mrtvych
bunék byl pocitan z 30-52 zornych poli a zivotaschopnost
(viabilita) bunék jako procento Zivych bunék.

Pokusy in vivo

Metodika

Studie byla pred zahajenim schvilena odbornou komisi
podle zakona na ochranu zvitat proti tyrani. Z operovanych
kralikd jsme vytvorili tfi skupiny pro sledovani po tfech,
respektive Sesti tydnech. V kazdé skupiné jsme vytvofili
kontrolni soubor, tj. autologni Zilu bez sitky (zila_3, zila_6),
soubor pro sledovani ptisobenti ¢isté polyesterové sitky bez
sirolimu (sit_3, sit_6) a posledni soubor pro sledovani
pusobeni sirolimu na nosici s polyesterovym obalem (si-
rolimus_3, sirolimus_6). V kazdé skupiné jsme méli Sest
az deset zvifat randomizovanych k jednotlivym pokustim.

Chirurgicka technika

K pokusu in vivo byl vybran model implantace jugularni zily
do tepenného recisté a. carotis communis u kralika. Jednak
pro svoji jednoduchost a jednak pro odpovidajici velikost
cév k poméru ok na polyesterové sitce.

Krélici byli uvedeni do anestezie intramuskularni injekci
ketaminu (30 mg/kg). Poté jsme pokracovali s inhala¢ni
anestezii pomoci isofluranu (2,5-3%). Operacni vykon jsme
provadéli za aseptickych podminek v chranéném koagulu
(7 mg/kg cefalexin i.m.). Nejprve jsme z podélného fezu
na krku vypreparovali v. jugularis externa a po podani
heparinu v dévce (300 j./kg) jsme ji odebrali v délce
cca 1,5 cm. Do odebrané cévy jsme postupné na oba konce
pomoci ligatury Surgilene 8/0 prichytili stenty vyrobené
z katetriza¢nich cévek vel. 4 Fr. (Terumo Medical Corp,
Elkton, MD, USA) (obrdzek 1).'° Poté jsme vypreparovali
a. carotis communis na stejné strané a po zasvorkovani jsme
ji ¢astené natnuli a do proximalniho a distalniho konce
jsme reverzné umistili pripravenou Zilu a opét pres stent
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Obréazek 1 Chirurgicka technika implantace Zilniho graftu jako
interpozita do arterialniho recisté'

ligaturou fixovali. Po uvolnéni krevniho proudu jsme kon-
trolovali rozvinuti Zilniho $tépu a dale dle urcené skupiny
pokracovali s obalenim cévy sitkou a jeji fixaci (obrdzky
1, 2). Poté byla rana uzaviena po anatomickych vrstvach.
Odbér vzorkt po tiech a Sesti tydnech jsme provadéli
v celkové narkoéze (ketamin 50 mg/kg + xylazin 4 mg/kg
s.c.). Euthanasie byla provedena po odbéru vzorku pred
probranim z narkézy podanim piipravku k euthanasii T 61.

Histologie a histomorfometrickd analyza

Vzorky explantovanych §tépu z kraliki byly zality do pa-
rafinu, pokrajeny na 3-4um fezy a obarveny podle van
Giesona s elastikou. Obarvené preparaty byly nafoceny
pod mikroskopem Olympus IX 51, DP 70. Tloustka inti-
my byla méfena z 12-28 zornych poli na kralika, celkové
32-84 méfeni na jednoho kralika pomoci plug-in modulu
MeasureStackLines softwaru Ellipse (ViDiTo Systems, Slo-
vensko). Cévni §tépy s piitomnymi tromby nebyly méfeny.

Statistickd analyza

Kvantitativni data byla prezentovana jako aritmeticky
pramér + SEM (standard error of mean, standardni sméro-
datnd odchylka). Na statistické analyzy byl pouzit program
SigmaStat (Aspire Software International, Ashburn, VA,
USA), postup mnohocetnych analyz - jednocestna ANOVA
a metoda podle Studenta-Newmana-Keulse. Za vyznamnou
byla povazovana hodnota vyznamnosti p < 0,05.

Obrazek 2 Zilni graft v arteridlnim Fecisti pfed uvolnénim
krevniho proudu do rekonstrukce (A), uvolnéni krevniho proudu
a pocatecni dilatace Zilniho $tépu - kontrolni skupina (B)

a aplikace periadventicialniho obalu - sitky na rozvinutou cévu (C)
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Vysledky

Uvolhovani sirolimu ze sitky a inhibice
proliferace bunék

Sirolimus se uvoliioval ze sitky po dobu $esti tydnd,
s inicidlnim rychlym uvolnénim asi 70 % lé¢iva v pribéhu
prvnich sedmi dnii a pozvolnym uvoliiovanim zbytku lé¢iva
dalsich pét tydnt (obrdzek 3). Live/Dead barveni ukazalo
vybornou Zzivotaschopnost HSB v pfitomnosti uvolnéného
sirolimu ze sitky v kultute, ktera byla 86,1 % druhy den,
respektive 97,6 % sedmy den po pridani sitek (obrdzek 4);
u EB byla viabilita bunék 92,3 % druhy den a 65 % sedmy
den po pridani siték. U kontrolnich ¢istych polyesterovych
siték (sit) a sitek potazenych kopolymerem (purasorb) byla
zivotaschopnost obou typt bunék vyssi nez 93,8 %.

Uvolnujici se sirolimus v in vitro experimentu inhiboval
rust HSB i EB bunék v priibéhu sedmidenni kultivace. Pocet
HSB byl nizsi 0 22 % druhy den, respektive o 29 % sedmy
den kultivace se sirolimem v porovnani s polystyrenem
(obrdzek 5A). Pocet EB klesl o 7 % druhy den a o 75 %
po sedmi dnech po pridani siték (obrdzek 5B). U kontrol-
nich vzorku siték (sit a purasorb) byl pocet bunék stejny
jako u polystyrenu.

Histologie a histomorfometrickd analyza
Histologické barveni explantovanych cévnich §tépt ukdzalo
vrustani sitky do adventicie cévy (obrdzky 6B, 6C). Na za-
klad¢ histomorfometrické analyzy byla zjisténa u obou
¢asovych intervalll nejvétsi tloustka intimy u samotné
zily bez sitky, pricemz bylo pozorovano jeji dalsi ztlusténi
0 26 % po Sesti tydnech (obrdzek 7). U autolognich $tépti
ovinutych sitkou bez sirolimu (s7f) byla intima tenci o 35 %
po trech tydnech, respektive o 46 % po Sesti tydnech. Sig-
nifikantné nejniz$i hodnota byla naméfena u autolognich
$tépti ovinutych sitkou uvolnujici sirolimus. Tloustka intimy
se oproti autologni zile snizila 0 47 % po tfech tydnech,
respektive 0 56 % po $esti tydnech.
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Obrézek 3 Kumulované uvolfiovani sirolimu z polyesterové
sitky ve fosfatovém pufru v pribéhu sestitydenni inkubace.
Hodnoty jsou prezentovany jako aritmeticky primér + SEM.
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Obrazek 4 Hladké svalové burnky barveny pomoci,Live/Dead
eseje”, tj. zivé bunky zelené, mrtvé cervené na polystyrenu pro
tkanové kultury (A), na polystyrenu po pfidani polyesterové
sitky potazené purasorbem (B) a na polystyrenu po pfidani
sitky uvolnujici sirolimus (C) sedmy den po pfidani siték,

tj. osmy den po zahajeni lé¢by. Méfitko = 500 pm. Mikroskop
Olympus, IX 71, kamera DP 71.

Diskuse

V tomto sdéleni jsme potvrdili nasi hypotézu a vytvorili
jsme unikatni periadventicialni systém s postupnym uvol-
novanim antiprolifera¢ni latky (sirolimus), ktery inhiboval
neointimalni hyperplazii v Zilnich $tépech implantovanych
do tepenného fecisté. Na mechanismu ptisobeni se podilely
mechanicky obal cévy a poté uvolnovani sirolimu.

Zevni obal cévy je vytvoren polyesterovou sitkou, ktera
ptisobi preventivné proti rozpinani Zilniho $tépu. Sitka
pusobi podobné jako zevni elastickda membrana nativnich
arterii, kterd jim pravdépodobné umoznuje snaset vyssi tlaky
v tepenném fecisti. Remodelace je homeostatickd odpoveéd
normalnich arterii na zmény charakteru prutoku krve po-
moci smrsténi jejich stény. To umoziluje snizit napéti a tlak
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Obrézek 6 Autologni zilni $tép (zila, A), autologni Zilni Stép

s polyesterovou sitkou (sit, B) a autologni Zilni $tép s poly-
esterovou sitkou uvoliujici sirolimus (sirolimus, C) po tiech
tydnech implantace v kralicich, barveni van Gieson a elastika,
objektiv x 4, méfitko = 500 pm, mikroskop Olympus IX51,
digitalni kamera DP70

na sténu cévy a vratit se na normalni hodnoty tlaku piiso-
bicich v lumen cévy. Mehta a spol."” demonstrovali ve své
praci, Ze zevni umisténi makroporézniho, nerestriktivniho
polyesterového stentu redukuje neointimdlni hyperplazii
na modelu prasecich zilnich graftd. V pripadé identického
tlaku uvnitt Zily se zevnim mechanickym obalem a bez néj,
za predpokladu, Ze polomér oka odpovida 1/10 poloméru
zily, je napéti ve sténé v chranéném zilnim $tépu 20krat
mensi néz napéti stény v zile bez ochrany.’® V. mechanismu
tvorby neointimy hraje dilezitou roli i adventicie.”” Mecha-
nické poskozeni cévy indukuje angiogenetickou odpovéd
adventicie. Pfedpokladad se, Ze myofibroblasty z adventicie se
podileji na poskozeni cévy proliferaci, syntézou ristovych
faktorti a migraci do neointimy.*

K signifikantnimu snizeni tloustky intimy Zilniho $tépu
s polyesterovou sitkou oproti kontrolni skupiné doslo
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Obrézek 5 Pocet hladkych svalovych bunék (A) a endotelovych bunék (B) na polystyrenu pro tkafnové kultury (PS), na PS po pfi-
dani polyesterové sitky (sit), na PS po pfidani polyesterové sitky potazené purasorbem (purasorb), na PS po pfidani polyesterové
sitky uvolnujici sirolimus (sirolimus) 0., 2. a 7. den po pfidani siték, tj. 1., 3. a 8. den kultivace. Pocty bunék jsou uvadény jako
aritmeticky prdmér + SEM. Hodnota p < 0,05 je povazovana za vyznamnou.
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Obrazek 7 Tloustka intimy méfend na explantovanych Zilnich
stépech (zila), zilnich stépech ovinutych polyesterovou sitkou
(sit) a Zilnych Stépech ovinutych polyesterovou sitkou uvoliuji-
ci sirolimus (sirolimus) po trech a Sesti tydnech u kralika.

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SEM, hodnoty
*p<0,001 a#p<0,05 jsou povazovény za statisticky vyznamné
v porovnani se vzorky se stejnym cislem.

i v nasi sérii, a to v intervalu t#i i $esti tydnt od implantace.
Je zajimavé, Ze pii srovnani skupin po trech a $esti tydnech
jiz k dal$imu ovlivnéni tloustky intimy nedoslo a proces
neointimalni hyperplazie nepokracoval. Naopak u kontrolni
zily doslo k vyznamnému narustu tloustky intimy v case.

Druhym zptisobem, kterym jsme ovlivnili proces neo-
intimalni hyperplazie, bylo dlouhodobé lokdlni ptisobeni
sirolimu. Nasim cilem bylo vytvofit systém fizeného
uvolnovani sirolimu, ktery by zajistil uvoliovani po dobu
potfebnou na regeneraci endotelové vystelky cév, tedy
v rozmezi priblizné ctyf az Sesti tydnd. Studie kinetiky
uvolnovani sirolimu ze sitky do PBS ukazala, Ze sirolimus
se uvolioval po dobu az Sesti tydntl, 70 % léciva se vsak
uvolnilo do sedmi dntl. Perivaskularni manzeta z PCL uvol-
novala sirolimus anebo paclitaxel tfi tydny.*' Po obaleni zily
do ni sirolimus difunduje a inhibuje riist hladkych svalovych
bunék. Histologie odhalila pritomnost sitky v adventicii,
coz bylo zptisobeno pravdépodobné nedostate¢né hustou
siti, kterd se vtlacila do adventicie pii dilataci autologni
zily po implantaci. Tato neoc¢ekavana pozice sitky v tésné
blizkosti médie mohla paradoxné zvysit koncentraci lé¢iva
v médii a snizit ztraty 1é¢iva jeho difuzi do prostoru kolem
cévy. Na druhé strané sitka mtze vyvolat odpovéd tkané
na cizi material. V jiz vzpomenuté studii* perivaskularné
aplikovany e-polykaprolakton bez lé¢iva zptisobil tvorbu
neointimy a granula¢niho tkaniva, naznacujici probihajici
zanétlivy proces.

U kralika byla pozorovana redukce intimalni hyperplazie
zavisld na davce sirolimu ve stentech s obsahem 60-200 pg
sirolimu.?? Obsah sirolimu ve stentech Cypher je ve rozmezi
od 70 do 300 pg.*® Obsah sirolimu v pfipravené sitce byl
140 pg/cm?®. V in vitro experimentu takto pripravena sitka
uvoliovala sirolimus v koncentraci dostate¢né ke snizeni
proliferace hladkych svalovych bunék bez negativniho vlivu
na jejich Zivotaschopnost (viabilitu).

CorVasa2011;53(1-2)

In vitro testy ukazaly dobrou viabilitu endotelovych
bunék po pridani sirolimu po sedmi dnech. Predpoklada-
me, Ze sirolimus bude difundovat z periadventicialni sitky
do medie ve vys$i koncentraci, zatimco v intimé bude v nizsi
koncentraci umoznujici regeneraci endotelu. V in vivo
experimentu jsme zjistili sniZzeni tloustky intimy o 47 %
po tfech tydnech a o 56 % po Sesti tydnech od implantace
v porovnani s autologni zilou. Perivaskularné aplikovany
e-polykaprolakton uvolnujici paclitaxel anebo sirolimus
po dobu tfi tydnt snizil ztlusténi intimy o 75 anebo 76 %,
podle poradi.?* Pluronic gel s obsahem 200 pg sirolimu
aplikovany do perivaskularniho prostoru u modelu Zzilniho
graftu v karotickém fecisti u mysi sniZil intimalni hyper-
plazii o0 41 % po $esti tydnech.*

Dalsi moznosti uplatnénou u modelu zilniho graftu
jako interpozita femoralni arterie u psa bylo uziti tenkého
filmu z kopolymeru poly(L-mlé¢na kyseliny) (PLA) a PCL
vpoméru 1 : 1, s navazanym sirolimem, ktery obaloval zilni
$tép.” V nasem modelu jsme na potahovani sité¢ pouzili
stejny typ kopolymeru, ale v poméru PLA : PCL 70 : 30.
Z vysledku sledované skupiny sirolimus_3 a sirolimus_6
je vidét dalsi ovlivnéni neointimalni hyperplazie, které je
statisticky vyznamné oproti skupiné kontrolni a u skupin
s polyesterovou sitkou v obou ¢asovych intervalech.
Tloustka intimy u kralikt se sitkami se sirolimem se
po trech a Sesti tydnech ptisobeni nelisi. To je ve shodé
s pozorovanim, Ze nejvétsi pocate¢ni nartst proliferace
EB a HSB se objevuje béhem prvniho tydne po implantaci
zilniho graftu do tepenného fecisté a vraci se k normalu
béhem 12. tydne po implantaci.?® Na zdkladé tohoto pribéhu
intimélni hyperplazie v ¢ase je pravdépodobné, Ze narazové
uvolnéni vétsiho mnozstvi sirolimu v prvnim tydnu po im-
plantaci mlize mit vyraznéj$i protektivni ucinek v rozvoji
intimalni hyperplazie jako jeho stejna, ale niz$i koncentrace
v pritbehu celych $esti tydnd. Vyznamny je nalez snizeni
intimalni hyperplazie po pouziti ¢isté polyesterové sitky
bez sirolimu o 35 % po tfech tydnech a o 46 % po Sesti
tydnech ve srovnani s autologni Zilou. To indikuje moznost
ptiznivého ptisobeni sitky i po uvolnéni celého mnozstvi
sirolimu ze sitky. Po uvolnéni celého mnozstvi sirolimu plni
sitka pravdépodobne podptirnou mechanickou funkei.

Zavery

Ptipravili jsme systém s fizenym uvoliovanim sirolimu -
polyesterovou sitku potahovanou PLA-PCL kopolymerem,
ktery uvolnoval u¢innou latku sirolimus po dobu $esti
tydnd. V in vitro testech byl prokdzan inhibi¢ni u¢inek sitky
na hladké svalové bunky. Obaleni autologniho Zzilniho $tépu
u kralika sitkou se sirolimem nebo sitkou bez sirolimu v in
vivo experimentu vyznamneé snizilo tloustku intimy $tépu
a zabranilo rozvoji intimalni hyperplazie.

Synergicky ucinek periadventicialniho polyesterového
obalu cévy spolu s fizenym uvoliiovanim sirolimu se
jevi jako velmi slibna technika ovlivnéni neointimalni
hyperplazie zilnich grafti interponovanych do tepenného
recisté. Koncentrace a délka pusobeni sirolimu se zd4 jako
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optimalni a po nami sledované obdobi jiz k dalsi hypertrofii
intimy nedochazelo. Aplikace periadventicialni sitky se
muze stat prevenci restendzy u autolognich cévnich $tépt.
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