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Uvod

O Katetrizacni renalni denervace je deklarovana jako intervencni metoda

|éCby hypertenze a dalSich onemocnéni v fradé humannich studii bez

adekvatniho hodnoceni na zakladé prechozich experimentalnich praci.
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Figure 1. Primary Efficacy End Point.

A significant change from baseline to 6 months in
office systolic blood pressure was observed in both
study groups. The between-group difference (the pri-
mary efficacy end point) did not meet a test of superi-
ority with a margin of 5 mm Hg. The I bars indicate

http://www.nejm.org/doi/pdf/10.105

6/NEJMoal1402670
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Figure 2. Secondary Efficacy End Point.

A significant change from baseline to 6 months in
ambulatory 24-hour average systolic blood pressure
was observed in both groups. The between-group dif-
ference (the secondary efficacy end point for which the
study was powered) did not meet a test of superiority
with a margin of 2 mm Hg. The I bars indicate stan-
dard deviations.
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Cil prace

Srovnani bezpecnosti a efektivity
katetrizacni renalni denervace u
laboratorniho zvifete ruznymi
technickymi zpusoby za nasledného
imuhistochemickeho hodnoceni
poskozeni sympaticke inervace, stény
renalni arterie tak i vlastniho
renalniho parenchymu v akutni a
chronicke fazi.
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Ul

Histologicke vysetreni

. OVErit, zda na strané oznacené operatérem jako

~intervence" doslo k histologicky patrnému
poskozeni nervil probihajicich v anatomickém
okoli renalni tepny a pokud ano, v jakém rozsahu

. posoudit miru poskozeni cévni stény renalni tepny

na strané oznacené jako ,intervence",

. overit, zda v ledviné doslo k néjakym mikroskopicky

patrnym zménam na straneé oznacene jako
Jsintervence",

. vvhodnotit stav kury a difené nadledvin,
. porovnat nalezy na strane s probéehlou intervenci vs.

na straneé bez intervence

. porovnat nalezy u obou typu katetra.
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Metodika 1

0 V ramci projektu byla provedena renalni denervace s
pouzitim 2 systému (Symplicity™, Medtronic, INC /M/
a EnligHTN™, St. Jude Medical, INC /B/) u 2 skupin po
sesti zviratech.

0 V kazdé skupiné byla osetrena prislusnym katetrem
vzdy jedna renalni tepna, druhostranna byla kontrolou.
Vykon byl spojen s angiografii pred a po denervaci. Pro
hodnoceni akutni faze byla po 48 hodinach opét
provedena angiografie renalnich tepen a nasledné
proveden odbér vzorku pravé i levé ledviny s renalni
arterii v€etneé adventicie pro imunohistologickou
analyzu.
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Metodika II

[0 Bezprostredné po odbéru byly organy proplachnuty
fyziologickym roztokem a byly z nich odebrany
histologické blocky. Z kazdého blocku bylo barveno
u tepen min. 40 Fezu, u vzorku ledviny a nadledviny
min. 20 Fezu.

[0 Metody zakladniho barveni jsou hematoxylin-eosin,
Verhoeffovim hematoxylinem se zelenym
trichromem, Malloryho trichrome, orcein.

0 Pro imunohistochemické metody byl pouzit detekcni
systém byl pro imunohistochemii Liquid DAB +
Substrate (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) s
3,3 '-diaminobenzidinem, jadra byla dobarvena
Gillovym hematoxylinem.
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Rozdeéeleni zvirat podle experimentalnich

skupina a typu pouzitého katetru

Metoda Medtronic Symplicity

Ovce ¢. Pohlavi Pocet aplikaci do pravé renalni tepny Datum zakroku
M1 samec 6 aplikaci 7.9. 2015

M2 samec 7 aplikaci 7.9. 2015

M3 samec 7 aplikaci 7.9. 2015

M4 samec 10 aplikaci 21. 9. 2015

M5 samice 9 aplikaci 21. 9. 2015

M6 samice 10 aplikaci 21. 9. 2015

Metoda EnligHTN Basket

Ovce ¢. Pohlavi Pocet aplikaci do renailni tepny Datum zakroku
Bl samec 12 aplikaci v hlavni vétvi 8. 9. 2015

B2 samec 16 aplikaci 8. 9. 2015

B3 samice 11 aplikaci 8. 9. 2015

B4 samec 15 aplikaci 22.9. 2015

B5 samice 13 aplikaci 22.9. 2015

B6 samice 15 aplikaci 22.9. 2015
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Odbeérové schéma pro vzorkovani u kazdého
jedince v experimentu

Strany u

kazdého jedince TLETIE [l 57

proximodistalnim smeérem od aorty az k vétveni segmentalnich renalnich tepen bylo

s odstupem cca 3 mm odebrano 8 blo¢kl pro ptiény ez renalni tepnou

bylo odebrano 8 tkafiovych blo¢kl s celou tloustkou ledviny z nasledujicich mist:
1. kranidlni pél ventralné

. stfedni ¢ast ventralné

. kaudalni pol ventralné

. kranialni pél dorzalné

. stfedni ¢ast dorzalné

. kaudalni pol dorzalné

. medidlni ¢ast u hilu

. lateralni konvexita

nadledvina cca polovina organu (zbytek po ¢asti odebrané pro biochemickou analyzu)

renalni tepna

strana po
intervenci ledvina

DIV~ |WIN

proximodistalnim smérem od aorty az k vétveni segmentalnich renalnich tepen bylo

s odstupem cca 3 mm odebrano 9 blo¢kl pro pfi¢ny fez rendini tepnou

bylo odebrano 8 tkafovych blo¢kl s celou tloudtkou ledviny z nasledujicich mist:
1. kranialni pdél ventralné

. stfedni ¢ast ventrdlné

. kaudalni pol ventralné

. kranialni pél dorzalné

. stfedni ¢ast dorzalné

. kaudalni pol dorzalné

. medidlni ¢ast u hilu

. lateralni konvexita

nadledvina cca polovina organu (zbytek po ¢asti odebrané pro biochemickou analyzu)

renalni tepna

strana bez
intervence ledvina
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Metody

barveni

Metoda Vyhodnoceni

hematoxylin-eosin

celkovy prehled, sila stény a jejich jednotlivych vrstev,
zanétliva infiltrace

Verhoeffovim hematoxylinem se zelenym trichromem
(Kocova 1970) a Malloryho trichrom

celkovy prehled, sila stény a jejich jednotlivych vrstev,
svalovina a vazivo cévni stény, elastin, cévni stény,
fibrotizace nervi vasorum

orcein

elastin cévni stény

imunohistochemicky prikaz hladkosvalového aktinu,
primarni protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human
Smooth Muscle Actin, Clone 1A4 (Dako), fedéni 1:100,
pretreatment Target Retrieval Solution (DakoCytomation
S1700), pH 9.0, 96°C, 20 min

specificky prikaz kontraktilniho fenotypu hladkych
svalovych bunék stény renalni tepny

imunohistochemicky prikaz neurofilament proteinu,
primarni protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human
Neurofilament Protein, Clone 2F11 (DakoCytomation),
redéni 1:75, pretreatment Target Retrieval Solution
(DakoCytomation S1700), pH 6.0, 96°C, 20 min

specificky prikaz intermediarniho filamenta vybé&zku
neuronl (Yuan et al., 2012)

imunohistochemicky prikaz tyrosinhydroxyldzy, primarni
protilatka Polyclonal Rabbit Anti-Tyrosine Hydroxylase
(Dako Cytomation), pretreatment Target Retrieval
Solution (DakoCytomation S1700), pH 9.0, 96°C, 20 min

specificky prikaz tyrosinhydroxyldzy v adrenergnich
neuronech (Nascimento et al., 2015)

imunohistochemicky prikaz endotelu, primarni protilatka
Polyclonal Rabbit Anti-Human Von Willebrand Factor
(DakoCytomation), redéni 1:200, pretreatment 10 min
chlazenym acetonem a Proteinasou K

posouzeni pritomnosti a prichodnosti vasa vasorum ve
sténé tepny a nervi vasorum v nervech
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Kvantifikace histologické analyzy

7860 fezu rendlnimi tepnami

3840 tfezu ledvinami

3840 tfezu nadledvinami

Zkusenost tymu: v humanni aplikaci

RDN 123 pacientu 3 technickymi
systemy
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Technicka charakteristika intervenci

Prumé&rny pocet intervenovanych bodu tepny byl:
O 12+4 (Symplicity, Medtronic)
O 14%5 (EnligHTN, SIM), p=0,584

0 Pokles impedance behem aplikace 89+14 x
98+17, p=0.047

0 Angiografické nalezy ulozeny v PACS
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Realizace experimentu
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Histologicke nalezy I

Jom

roximalni usek tepny, uvnitr

Stredni Usek tepny s patrnou

trombus, sténa mirné stlacena mirnou kompresi a s
(nahore). Vpravo dole nervy nasedajicim trombem. Zeleny
normalniho vzhledu. Hematoxylin- trichrom.

eozin.
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Histologicke nalezy II
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Imunohistochemicky prikaz Stejny usek, zeleny trichrom. Srovnani
neurofilament proteinu ve strednim mezi normalni silou stény a
useku tepny ukazuje Cetné nervy zeslabenou sténu v misteé stlaceni.

zachovalé v jiném smeru, nez v némz je Nervy vzdaleneé 700-800 pym od mista

v v V4 - v V4 (o] 7 . -V .
stena tepny ztencena katetrizacnim  pusobeni katetru nejsou zniceny, ani
zakrokem. vyznamné poskozeny.
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Histologicke nalezy III
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Stredni Usek
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tepny, sténa

m

normalniho

vzhledu, nervy se vSak nachazeji az 1,5 vzdalené 1,5 mm od lumina tepny mimo
mm od lumina. Trhliny ve sténé jsou smeér, v némz sténa tepny vykazuje
artefakty. Imunohistochemie, poskozeni. Hematoxylin-eozin.
neurofilament protein.

e

Nervy beze znamek p
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Vysledky I

O Ani u jedné ze skupin nebylo u zadného zvirete
dosazeno uplného zniceni sympatické inervace.

O I pfes poskozeni jednotlivych nervu v proximalnim a
strednim useku renalni tepny u nékterych zvirat byly u
vSech zvirat nalezeny jiné zcela normalni nervy, a to
vCetne distalniho Useku tepny.

O Poskozeni nervu tedy bylo omezeno pouze na oblast
intervence a béhem dvou dnu od intervence
nedochazelo k odumfeni distalnich ¢asti nervu, alespori
ne ve vetsSim meéritku.

O Experimentem tedy nebylo prokazano histologicke
preruseni inervace ledvin (Ci nadledvin) u zadné ze
skupin.
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Vysledky II

O Nejzdvaznéjsim nalezenym poskozenim nervu
(zejmeéna u skupiny B) byl rozpad vnitrni struktury
nervu s lokalnim rozkladem neurofilament (coz jsou
intermediarni filamenta nutna pro oporu a axonalni
transport nervovymi vybezky), se zanikem
trofickych vasa nervorum, s rozpadem jader
Schwannovych gliovych bunek, s vymizenim hranic
Schwannovych a myelinovych pochev a s
poskozenim endoneuria.

[0 Toto poskozeni vsak u zadného zvirete
nepostihovalo vsechny pritomné nervy, ani vétsinu
o
nervu.
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Vysledky III

0 U skupiny B bylo mozné nalézt ojedinélé nervy
poskozené ve vétsi vzdalenosti od cévniho lumina,
zatimco u skupiny M byly poskozeny pouze nervy
bezprostredne naléhajici na poskozenou stenu.

[0 Mezi jedinci jsou znacné rozdily v mnozstvi a
hustoté& nervu tvoficich pleteri kolem renaini tepny.
U nékterych jedincu se tato pletefi brzy rozpada, u
jinych siln&jsi svazky nervovych vldken ruzné
anastomozuji.

[0 Samotna nervova pleten se konstituuje z adventicie
. Vé Vé - o 7
aorty a z retroperitonealniho vaziva v ruzne
vzdalenosti od odstupu renalni tepny z aorty.
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Zaver

Histologicka analyza experimentu s porovnanim dvou metod radiofrekvencni
ablace nervi provazejicich rendlni tepnu u ovce byla zalozena na zhotoveni a
vySetieni vice neZ 11 500 FezU renalnimi tepnami, ledvinami a nadledvinami,
které jsou ve zpraveé ilustrovany na 240 snimcich s popsanymi nalezy.

U organu na strané bez intervence nebyly nalezeny zadné znamky

v 7 V4 (o] v o . v v
poskozeni. U organu na strane po provedené intervenci byly u vsech zvirat
byly nalezeny akutni zndmky poskozeni cévni stény.

Zatimco intenzita zmén cévni stény byla u obou skupin srovnatelna, v
v Vv, v/ s 7 (o) - Vop -
ponekud vetsim rozsahu byla nalézana u vzorku skupiny B nezli u skupiny M.

Rozruseni mikrostruktury nervt c¢i jejich lokalni prekrveni bylo u
obou skupin omezeno na nervy priléhajici k mistu poskozeni cévni
stény a bylo castéji pozorovano u skupiny B nezli u skupiny M.

U Zadného zvirete v zadné ze skupin vSak nedoslo k Uplnému zniceni
nervovych pleteni kolem renalni tepny a v obou skupinach bylo nalezeno
mnozstvi nervd bez mikroskopickych znamek poskozeni.

Ledviny ani nadledviny nebyly béhem experimentu vyznamné poskozeny.
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