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Bevezetés

A véna autografttal tortént legelsd kisérleteket az 1800-as évek legvégén Gluck
(1894), illetve téle fuggetlendl Exner és Hopfner (1903) végezték. Bar ezek a véna
graftok mind elzarodtak, Carrel és Guthrie (1906) mar sikerrel alkalmaztak kisérletes,
autoldg vénas athidalast (1). Az elsé huméan autolog vénaval végzett athidalas
Goyanes (1906) nevéhez flizédik, aki egy szifiliszes poplitea aneurysma excisioja
utan, az artérias defektust véna poplitea interpositummal pétolta (2). Még
ugyanebben az évben Lexer véna saphena magna felhasznalasaval végzett artérias
rekonstrukciét egy posttraumatikus axillaris aneurysma excisio utan (3).

A késébbi Nobel-dijas (1912) francia sebész, Alexis Carrel nevéhez fliz6dik az a
sikeres ératlltetéses kisérletsorozat is, amit 1907-ben publikalt ér hetero -
transzplantacios vizsgalatairol kutya-macska modellen: hitve tarolt explantalt véna
és artéria szegmenteket helyezett aorta pozicidba(4) Carrelnek az érsebészetben
végzett sokrétd, uttoré munkassaga még inkabb figyelemre mélté annak fényében,
hogy akkoriban a manapség esszencialisnak tartott diagnosztikus (képalkoto) és
terapias eszk6zok javarészt még hianyoztak.

Az ugyancsak Nobel-dijjal (1901) jutalmazott RGntgen a gamma-sugarzast, azaz a
"Réntgen sugarat” mar 1895-ben felfedezte, de az erek funkcionalis vizsgalatara, igy
példaul a cerebralis angiografiara csak 1927-ben kerilt el6szor sor (Egas Moniz,
Lisszabon). A heparin human terapias felhasznalhatésaga 1935 ota lehetseges.

Az els6 artérias allografttal sikeresen végrehajtott kardiovaszkularis rekonstrukciot
1948-ban Gross végezte, majd Kunlin 1949-ben leirja a modern poplitedlis bypasst
(5) Holden 1950-ben vena saphena magnaval végzett, occludalt arteria femoralis
superficialis athidalasarél szamol be (6). Nem sokkal ezutan az elsé sikeres
infrarenalis aorta rekonstrukciot, ugyancsak artérias homografttal 1951-ben Dubost
hajtotta végre, ami fontos mérfoldkének szamitott az akkor még sebészileg
kezelhetetlen aorta aneurysma gyoégyitasaban (7).

Az 6tvenes évek elején Dubost (1952) és DeBakey (1954) a resecalt hasi aortat
olyan friss allografttal pétoltak, amelyeket a belltetésig antibiotikumos oldatban akéar
6 héten keresztll is taroltak. DeBakey és Hufnagel (1953) etilén-oxiddal dezinficidltak
majd tartésitaskent liofilizaltak (fagyasztva szaritottak) az artérias allograftokat. Gross
sterilizacio gyanant a besugéarzast valasztotta, majd a tartdsitasra fagyasztott szén-
dioxidot (szaraz jeget) hasznalt. A glutaraldehid fixalt v. umbilicalist (HUV) a '70-es
evek kozepétél hasznaljak conduitként, leggyak - rabban polyester Dacron halo
erésitéssel. A tarolas 50%-os vizes ethanolban torténik, amit a beultetés elétt
kioblitenek. O Bryan 1975-ben mutatta be a mélyfagyasztast dimethyl sulfoxid
(DMSO) krioprotektans hasznalataval, amely alkalmas a kardiovaszkularis szévetek
hosszu tavu tarolasara. Ezzel a szivsebészek és az érsebészek szamara elérhetévé
tette a szivbillenty(iket és az érgraftokat acut és electiv beavatkozasokhoz is.



Logisztikai szempontokat figyelembe véve kivanatos, hogy a graftok tarolasa minél
hosszabb id6n at, kdltség - hatékony és egyszerli modon legyen megoldhat6é. Ennek
tobb lehetséges variacioja kinalkozik, kardiovaszkularis téren legelterjedtebb a
szovetek meélyfagyasztott tartositasa és tarolasa.

A mélyfagyasztas specialis miszereket igényel, amiknek nemcsak a beszerzési,
hanem a fenntartasi és szerviz - kdltsége is terheli a szovetbank mikddtetdjét. Ennél
fogva tovabb folyik a keresés egyszerilibb, olcsdbb prezervacids eljarasok,
metddusok utan. Eppen ezért az utdbbi idében Ujra elétérbe keriiltek az egyszerd,
hideg anoxias oldatban 4°C-on t6rténd tarolas lehetéségei, azzal a kilénbséggel,
hogy bé 100 évvel Carrel heterotranszplantacios kisérletei utdn olyan komplex
tapfolyadékok birtokdban vagyunk, amelyek nagymértékben képesek lassitani,
minimalizalni a sejt, illetve szévet karosodasokat. A transzplantacio sikere
szempontjabol a tarolo oldat 6sszetétele meghatarozo jelentéségi (8,9). A jelenleg
hasznalt oldatoknak egyik f6 célja, hogy megelézze a sejtek duzzanatat, ami a sejt -
membran ionpumpainak hypoxias hideg tarolas okozta gatlasa miatt kovetkezik be,
illetve megel6zze az energiahaztartas kovetkezményes leromlasat, ami végul az
intracellularis ionhomeosztazis elvesztéséhez vezet (10).

A hideg és hypo/anoxia kivaltotta intra/intercellularis folyamatok intenziv kutatas
targyat képezik nemcsak az érszévet esetében, hanem az idegszovet,
szivizomszovet vagy egyéb transzplantalhato parenchymas szerv esetén is.
Ergraftok esetén a beultetéskor fennallé biomechanikai tulajdonsagok kritikus
fontossaguak a rovid és hosszu tava nyitva maradas, azaz a késdébbi graftfunkcio
szempontjabol. Galambos és munkatarsai komplex szdvet kultira médium
felhasznalasaval taroltak véna szegmentumokat hideg anoxiaban, és azt talaltak,
hogy 6 hetes tarolasi id6 multan csdkken a graft viabilitdsa kb.60 %-ra, ami megfelel
a melyfagyasztas és felolvasztas utan tapasztaltakkal (11,12). E gondolat
folytatdsaként tliztik ki célul a véna saphena magna biomechanikai vizsgalatat és
ertékeléseét a kilonboz6 tarolasi eljarasok fliggvényében.

Anyag és Modszer

A mérésekhez felhasznalt vénakat a coronaria bypass mutétre kerlé paciensektdl
gyUjtottik, a matét befejeztével a fennmaradd véna szakaszt - amennyiben az
legalabb 40mm hosszu volt - hasznaltuk fel tovabbi vizsgalatainkhoz. Az
anyagydujtést, tarolast és a biomechanikai kisérleteket TUKEB engedéllyel (2006/123)
végeztik. Osszesen 32 betegtdl szarmazo 72 véna szegmentumot vizsgaltunk. 8
kilébnb6z6 csoportot hatédroztunk meg:

« Friss szegmentumok a kivétel utan kézvetlenil mérésre kertltek.
- H{tott (4°C) normal Krebs-Ringer oldatban 1 hétig tarolt mintak.

« H{tott (4°C) normal Krebs-Ringer oldatban 2 hétig tarolt mintak.

. HUtott (4°C) X-VIVO™10 oldatban 1 hétig tarolt mintak.

. H{tétt (4°C) X-VIVO™10 oldatban 2 hétig tarolt mintak.

. HUtott (4°C) X-VIVO™10 oldatban 3 hétig tarolt mintak.

. Htott (4°C) X-VIVO™10 oldatban 4 hétig tarolt mintak.

« Mélyfagyasztott és felolvasztott mintak.

A normal Krebs-Ringer (nKR) oldatot a legtébb esetben szallité és két csoportban
tarolé6 médiumként hasznaltunk, illetve ez volt a mechanikai tesztelés soran a
szervfurdé alap 6sszetevéje is. Ennek dsszetétele: 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 NaH,POy,



2.5 CaCly, 1.2 MgSOQy,, 24 NaHCOg3, 5.5 glukdz és 0.02 EDTA mmol/L-ben kifejezve.
Szo6vetkultira médiumként az X-VIVO™10 (Bio - Whittaker, Walkersville, MD, US,
BW04380Q) hasznaltuk, ami egy szérummentes, kémiailag meghatarozott médium.
Rekombinans human fehérjéket (albumint, transferrint €s inzulint) tovabba fenol
vorost, és antibiotikumként gentamicint tartalmaz. A médiumot tébbek kdzott
csontveldi ssejtek tarolasara, szaporitasara is alkalmazzak. A mintakat sterilizalt
Uvegedényekben taroltuk gumi - dugéval Iégmentesen lezarva, majd kilsé jeges
hltéssel szallitashoz el6készitettik, vagy a megfeleld csoportok szerint 1-4 hétig
hiitve taroltuk. Az nKR és X-VIVO™10 csoportokban a tarolas 4°C fokon tértént. Az
explantalt véna szegmentumok mélyfagyasztasat a Varosmajori Sziv- és
Ergyogyaszati Klinika protokolljanak megfeleléen végeztilk. A mintakat el6szor
antibiotikum tartalma Ringer-laktat oldatba helyeztik, és krioprotektansként
fokozatosan DMSO-t adtunk hozzéa, mig el nem értik a 10%-0s koncentraciot.
Kaorulbelll 20 perc szoba - hémérsékleten tortént equilibratio utan a mintakat a
programozott mélyfagyaszté készulékbe helyeztik és -40 °C eléréséig 1 °C/perc
hltési sebességgel, majd ezt kovetéen a -150 °C hémeérséklet eléréseig 5 °Clperc
h{tési sebességgel fagyasztottuk. Ezutan a mintakat néhany hétig folyékony nitrogén
g6zében taroltuk -140/-150 °C hédmeérseklet tartomanyban. A felolvasztasnal a gyors
protokollt hasznaltuk, azaz a mintakat 37 °C fokos furdébe meritettiik. A vénakat
sztereomikroszkop alatti Ovatos preparalassal készitettiik el a mérésre, eltavolitva a
kot6- és zsirszovetet. Ezutan 37 °C  os nKR szervflrd6ébe helyeztiik, amiben 95% O,
es 5% CO, gazt buborék - oltattunk. Az angiométer szervfiurd6jében a szegment
mindkét végét kanulaltuk, majd az érszakasz eredeti hosszanak 110%-ara nyujtottuk,
hogy a fiziolégias in vivo axialis hosszat szimulaljuk. Az intraluminalis nyomast egy
infuziés pumpa (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), és egy rezervoir
segitsegevel allitottuk be az adott értékekre. A szegmentum kdzeépsé részét latotérbe
hoztuk egy video mikroszképpal, ami egy Leica mikroszk6pbol, egy Philips analég
vided kamerabadl és Cole-Palmer szaloptikabdl épult fel. A szegmentum képe
megjelent a képernydn, ahol az érszakasz kuilsé és belsd atmérdje mérhetbvé valt
egy analog minicomputer segitségével, az egyes meérési pontok kézi beallitasaval. A
kalibraciokat Wild mikrométer segitségével vegeztik.

Az érszakaszok elsé I1épésben preinkubacion estek at 30 percen keresztil 10 Hgmm-
es intralumindalis nyomason. Ezt kovetéen a nyomast lépésrél 1épésre (7,5 Hgmm)
emeltiik 0-85 Hgmm kdz6tt, minden egyes mérési ponton/nyomason 2 percnyi
equilibratio utan olvastuk le a mérési pontok tavolsagat.

A mérési folyamatot megismételtiik 10uM noradrenalin jelenlétében a maximalis
kontrakcio kivaltasa érdekében, majd ezt kdvetéen Ca2+ mentes Krebs-Ringer
oldatban - a teljes érfal relaxacio érdekében - 150 Hgmm eléréséig. Végezetll
nyomasprobat hajtottunk végre 300 Hgmm es nyomason és regisztraltuk az
esetleges szivargast. A biomechanikai szamitasokat a kovetkez&képp végeztuk:

A tangencialis feszilést a Frank-Starling egyenléség alapjan szamitottuk Kki:

- 0 = p*rilh

p az intraluminalis nyomas, az ri a belsé sugar, a h pedig az érfal vastagsaga.
Kiszadmoltuk az inkrementalis disztenzibilitast:

- Dinc=AV/(V*Ap)

Dinc az inkrementalis disztezibilitds, a AV a lumen térfogatanak valtozasa a Ap
meértékl nyomasvaltozasra a V kiindulasi térfogathoz viszonyitva.

Az inkrementalis elasztikus modulust a kdvetkezé egyenlet felhasznalasaval
szamoltuk:



Einc=(2ri?rol/(ro?2-ri%)) (Ap/Aro)
ri és az ro az érfal belsé és a kiilsé sugara, Aro pedig a kulsé sugar valtozasa, Ap
nyomasvaltozas hatdsara.

A mintakban létrejové kontrakciot minden egyes nyomasértéken a belsé atméré
teljesen relaxalt allapotahoz viszonyitottuk, és szazalékos valtozaskent értekeltik. A
statisztikai értékelést egy és kétvaltozos ANOVA val végeztik. Egyes esetekben a
korrelacios koefficienst, illetve annak szignifikancia szintjét is meghataroztunk. A
p<0,05 értéket fogadtuk el statisztikailag szignifikAnsnak.

Eredmények

A térolas soran bekdvetkez§ eltéréseket az aktiv és passziv biomechanikai tényezék
valtozasan keresztil kovettiik nyomon, illetve értékeltik.

A hideg nKR-ben tortént tarolas, tagulast idézett el az ellazult (relaxalt) allapotban
leévé ér szegmentekben, ugyanakkor a falvastagsag nem valtozott. Az 1. abra a
kilénb6z6 ideig mas-mas médiumban tarolt friss, illetve mélyfagyasztott mintak
nyomas-atmeré gorbéit mutatja. Mind az nKR ben tarolt mintdk atméré névekedése,
mind a mélyfagyasztott szegmentumoknal mért kisebb &tméré a friss (kontroll)
csoporthoz képest szignifikans (p<0,001) eltérést mutatott (1/a. abra). A kontroll
(friss) csoport bels6 atméréje 1,70 £ 0,12 mm volt 10 Hgmm nyomasértéken és 1,98
+ 0,15 mm-re emelkedett a tarolasi id6szak végére nKR oldatban. Ugyanakkor a
falvastagsag nem véltozott szdmottevéen (2/a. abra).

Mérsékelt, de statisztikailag szignifikans cstkkenés mutatkozott az izobarikus
disztenzibilitas (8.9 + 1.3 x 10 szemben 4.9 + 1.9 x %2 1/Hgmm) tekintetében (2/b.
abra). Ugyanakkor az elasztikus modulus valtozatlan maradt (2/c. abra) .

A maximalis koncentracioju norepinephrinnel kivaltott kontrakcids képesség kozel
teljes mértékben megsziint 1 hetes nKR oldatban végzett tarolas utan a friss
szegmentumokhoz viszonyitva (1.6 + 0.8% -ra cstkkent a kiindulasi 10.1 + 1.5%
ertékrdl, p<0.01).

Felolvasztas és inkubacié utdn a mélyfagyasztott mintak csokkent lumen atmérét és
megnovekedett falvastagsagot mutattak (586 g 56um), szemben a kontroll
csoportban mért 408 + 17um, (p<0.001) relaxalt szegmentumok esetén, 10 Hgmm
intraluminalis nyomason. Elasztikus tulajdon - sagait jérészt megérizte és a
kontrakciés képességét sem vesztette teljesen el (2. és 3. 4bra).

A szdévet kultira médiumban tarolt véna szakaszok biomechanikai tulajdonsagait
tekintve szignifikansan kilonbdztek az nKR oldatban tarolt szegmentekétél. A tarolas
kezdetén atmérd csokkenést tapasztaltunk szemben az nKR oldatban tarolt

lumen méretét a 2-4 hét kozott nem befolyasolta (1/b. €s 1/c. abra) .

Figyelemre mélto, hogy a passziv nyomasgorbe 2 hét tarolas utan is majdnem
tokéletes masa volt a friss szegmenteknél mért gérbének (1/b. abra) . Ezeknél a
mintaknal, ellentétben a mélyfagyasztott szegmentumokkal, a falvastagsag
fokozatosan csokkent a tarolasi id6 elére - haladtaval (a korrelacios koefficiens
szignifikancia szintje p<0.01). Az nKR-ben tarolt szegmentumoktol eltéréen, a
meélyfagyasztott mintaknal az elaszticitas valtozasa sem ért el szignifikans szintet.

Eredmények

A térolas soran bekdvetkez§ eltéréseket az aktiv és passziv biomechanikai tényezék



valtozasan keresztil kdvettik nyomon, illetve értékeltik.

A hideg nKR-ben tortént tarolas, tagulast idéezett el az ellazult (relaxalt) allapotban
lévé ér szegmentekben, ugyanakkor a falvastagsag nem valtozott. Az 1. abra a
kulonboz6 ideig mas-mas médiumban tarolt friss, illetve mélyfagyasztott mintak
nyomas-atméré gorbéit mutatja. Mind az nKR ben tarolt mintak &tméré ndvekedése,
mind a mélyfagyasztott szegmentumoknal mért kisebb atméré a friss (kontroll)
csoporthoz képest szignifikans (p<0,001) eltérést mutatott (1/a. abra). A kontroll
(friss) csoport belsé atmérdje 1,70 £ 0,12 mm volt 10 Hgmm nyomasértéken és 1,98
+ 0,15 mm-re emelkedett a tarolasi id6szak végére nKR oldatban. Ugyanakkor a
falvastagsag nem valtozott szamottevéen (2/a. abra).

Mérsékelt, de statisztikailag szignifikans cstkkenés mutatkozott az izobarikus
disztenzibilitas (8.9 + 1.3 x 10 szemben 4.9 + 1.9 x 10 1/Hgmm) tekintetében (2/b.
abra). Ugyanakkor az elasztikus modulus valtozatlan maradt (2/c. &bra) .

A maximalis koncentracioju norepinephrinnel kivaltott kontrakcios képesség kozel
teljes mértékben megsziint 1 hetes nKR oldatban végzett tarolas utan a friss
szegmentumokhoz viszonyitva (1.6 + 0.8% -ra cstkkent a kiindulasi 10.1 + 1.5%
ertékrél, p<0.01).

Felolvasztas es inkubacio utan a melyfagyasztott mintak csokkent lumen atmer.t es
megnovekedett falvastagsagot mutattak (586+56<m), szemben a kontroll csoportban
mert 408+17<m, (p<0.001) relaxalt szegmentumok esetén, 10 Hgmm intraluminalis
nyomason. Elasztikus tulajdon - sagait jorészt megdrizte és a kontrakcios képességét
sem vesztette teljesen el (2. és 3. abra).

A szovet kultira médiumban térolt véna szakaszok biomechanikai tulajdonsagait
tekintve szignifikAnsan kilénbdztek az nKR oldatban tarolt szegmentekétdl. A tarolas
kezdetén atmérd csokkenést tapasztaltunk szemben az nKR oldatban tarolt

lumen méretét a 2-4 hét kozott nem befolyasolta (1/b. és 1/c. abra) .

Figyelemre méltd, hogy a passziv nyomasgoérbe 2 hét tarolas utan is majdnem
tokéletes masa volt a friss szegmenteknél mért gorbének (1/b. abra) . Ezeknél a
mintaknal, ellentétben a mélyfagyasztott szegmentumokkal, a falvastagsag
fokozatosan csokkent a tarolasi id6 elére - haladtaval (a korrelacios koefficiens
szignifikancia szintje p<0.01). Az nKR-ben tarolt szegmentumoktdl eltéréen, a
mélyfagyasztott mintaknal az elaszticitas valtozasa sem ért el szignifikans szintet.

Ertékelés

Megallapithatjuk, hogy az X-VIVO™10 tapfolyadékban tarolt szegmentumok relative
jol megdrizték a kontrakcios képesseguket: ugyan a tarolas soran ez folyamatosan
csokkent, de a megfeleld nKR szegmentekhez viszonyitva szignifikdnsan jobb
kontrakciés képességet mutattak (p<0,05), mind 10 Hgmm mind 50 Hgmm
intraluminalis nyomasértéken (3/a. és 3/b. abra) .

A biomechanikai tulajdonsagok révid és hosszu tavu megérzése kardinalis
fontossagu a tarolas soran. A mi kisérletes modelliinkben alkalmazott 4 hetes tarolasi
id6 alatt az érgraftok, ellentétben mas tarolasi metédusokkal, megériztek a
geometrigjukat és rugalmassagukat. Az, hogy ez milyen mértékben segiti a révid és
hosszu tava graftfunkcidt az implantacio utan, varhatéan tovabbi 6sszehasonlito
klinikai vizsgalatokbol fog kidertlni.

A vilag szamos orszagaban novekvé igény van a homolog érpotlas szélesebb kori
felhasznalhatdésagéara. A 4 hetes tarolas elegendd idét biztosit a részletes mikro -
biologiai vizsgéalatokra, donor screeningre és az electiv mtétek tervezésére,



kivitelezésére. Megfelel6 graftszamu érbank esetén széba johet akut matét soran
torténd felhasznalas is.

Kdszonetnyilvanitas

A munka az OTKA TO32019 és TO 42670, az ETT 128/2006 progamok és a Magyar
Vese Alapitvany tAmogatasaval készilt. Az elsé szerz6t (dr MGF) Kdznevelési
Minisztérium PhD programja tamogatta. Oravecz Ildikot kdszonet illeti a szakszer(
technikai segitségért. Az automatikus atméré-méré berendezés Sedlacsek Sandor
dipl. vilamosmérnok és teamjének alkotasa. Az Elsevier nagylelkiien engedélyezte
angol nyelven mar publikalt cikkbdl az abrak atvételét.
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