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1. Bevezetés

1.1 Torténeti attekintés

A véna autografttal tortént legelsé kisérleteket az 1800-as évek legvégén Gluck
(1894), illetve tole fiiggetlentl Exner és Hopfner (1903) végezték. Bar ezek a
vénagraftok mind elzarodtak, Carrel és Guthrie (1906) mar sikerrel alkalmaztak
kisérletes, autolog vénas athidalast.' Az elsé humén autolog vénaval végzett athidalas
Goyanes (1906) nevéhez fiizodik, aki egy szifiliszes poplitea aneurysma excisioja utan,
az artérias defektust vena poplitea interpositummal pc')tolta.2 Ugyanebben az évben
Lexer vena saphena magna felhasznalasdval végzett artérids rekonstrukciot egy
posttraumatikus axillaris aneurysma excisio utan.®

A késdbbi Nobel-dijas (1912) francia sebész, Alexis Carrel 1907-ben publikalta
sikeres ér-heterotranszplanticios kisérletsorozatat kutya-macska modellen, ahol hiitve
tarolt explantalt véna és artéria szegmenteket helyezett aorta pozicioba.® Carrel
érsebészetben végzett sokrétll, uttoré munkassaga még inkabb figyelemre méltdé annak
fényében, hogy akkoriban a manapsag esszencidlisnak tartott diagnosztikus (képalkoto)
¢és terapids eszkozOk javarészt még hianyoztak. Az ugyancsak Nobel-dijjal (1901)
jutalmazott Rontgen a gamma-sugarzast, azaz a “rOntgensugarat” mar 1895-ben
felfedezte, de az erek funkciondlis vizsgalatat, igy példaul a cerebralis angiografiat csak
1927-ben irja le Egas Moniz.> A heparin humén terapias felhasznalhatosaga 1936 ota
lehetséges.6

Az els6 artérids allografttal sikeresen végrehajtott cardiovascularis
rekonstrukciot 1948-ban Gross végezte, majd Kunlin 1949-ben leirja a modern
poplitealis bypasst.” Holden 1950-ben vena saphenaval végzett, occludalt artéria
femoralis superficialis athidalasarol szémol be.® Nem sokkal ezutan az elsd sikeres
infrarendlis aorta rekonstrukciot ugyancsak artérias homografttal 1951-ben Dubost
hajtotta végre, ami fontos mérfoldkdnek szamitott az akkor még sebészileg
kezelhetetlen aorta aneurysma gy()gyitéseiban.9

Az els6 tanulmanyok kecsegtetdé eredményeket mutattak, azt sugallva, hogy az
artérias allograftok ugyanolyan jol miikddnek majd, mint az autograftok, azonban a
hosszu tava eredmények szerényebbnek bizonyultak. Az allograftok hasznalata egyre

ritkabba valt, a graftdegeneracio €és a komplikaciok (elzarédas, meszesedés, tagulat vagy
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ruptura) miatt.0t4*2

Lényegében a beteg aorta homolog potlasa méar a mult szdzad
kozepén lehetévé valt, ugyanakkor a technikai kivitelezhetdség legtobbszor csak fél
sikert jelentett, és az immunoldgiai hatasok rendszerint graftelégtelenséghez vagy a
transzplantatum kilokddéséhez vezettek, nemegyszer a beteg halalat okozva.

Kiilonb6zo testidegen anyagok (liveg, fém) felhasznéldsara/beiiltetésére is
torténtek kisérletek, eredményteleniil. Mignem 1949-ben Voorhees felfedezte, hogy a
sziviiregben hasznalt selyemvarratot a gazdaszervezet vékony sejtréteggel boritja,
mintegy befogadva azt.!* Ez hatalmas lendiiletet adott a miierek fejlédésének,
fejlesztésének. Megjelentek a szétt, illetve kotdtt Dacron® (polyethylene terepthalate-
PET) miierek, melyek kozott a jelentds kiilonbséget az ateresztOképesség/porusnagysag
adta. 1952-ben De Bakey sikerrel szamol be az elsé Dacron® grafttal végzett artérias
bypass miitétr6l, amit sajat keziileg varrt cséformara a felsége varrogépén.** A Dacron®
graftok jol miikodtek aorta és iliaca potlas esetén, de infrainguinalis pozicioban hamar
elzarodtak.

A polytetrafluoroethylene-t (PTFE) Plunkett fejlesztette ki 1938-ban, és el6szor
1945-ben Teflon védjegy alatt keriilt forgalomba. Gore tovabbi fejlesztémunkaja
nyoman létrejott a mikroporusos szerkezetii expandalt polytetrafluoroethylene (ePTFE),
ami els6sorban mint viztaszitd szigeteldanyag keriilt felhasznalasra az élet szamos
teriiletén. Az anyag el8nyeit kihasznalva elséként Soyer™ 1972-ben, majd késébb 1976-

ban Campbell*®

publikalta az ePTFE miiérrel végzett rekonstrukciok eredményeit.
Napjainkban az ePTFE a leggyakrabban hasznalt szintetikus graft az alsd végtagi
verdérpotlasban.

Ezzel parhuzamosan tovabb fejlddott az infrainguindlis vénds autografttal
végzett rekonstrukcio is. Habar Rob az, aki 1959-ben elvégzi az elsé modern sikeres in
situ bypass'’ operaciét, Hall volt, aki a modszert kidolgozta, majd azon tovabbi
technikai médositasokat végzett, illetve a valvulotomot kifejlesztette.'® Az alsé végtagi
ver6érpotlasban az in situ technika csak akkor terjedt el széles korben, mikor Leather és
Karmody beszamoloi megjelentek, kiemelkedé rovid és hossza tava nyitvamaradasi
adatokat felmutatva.”®?° A vita ma is tovabb folytatodik az in situ technika és a reverz

véna graftok 6sszehasonlitdsardl, jelenleg ugy tiinik, hogy a nyitvamaradas tekintetében

azonosak az eredmények minden pozicidban.
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1962-ben a szelektiv coronarographia fejlédése nyoman lehetévé valt a
coronaria bypass miitét, amit Sabiston a jobb koszoruéren végzett,?! majd ezt Garret és
Favaloro fejlesztette és tokéletesitette.”>?

Az anyagtechnikai ujdonsagok — ideértve a fémek és fémotvozetek (nitinol)
fejlodését — tették lehetdvé, hogy a verderek aneurysmatikus tagulatat, katéteres titon,
endoluminalis beavatkozéssal kezeljiik. Az aorta aneurysma endoluminalis stentgrafttal
torténd kezelésének technikai kivitelezését Parodi 1991-ben irta le.**

Ma az intervencionalis radiologia széles korben elterjedt diagnosztikus és
terapias hatardiszciplina, mely rendkiviil gyorsan fejlodik. A Seldinger-technika (1952)
segitségével mind intraarteridlis, mind intravénas megkozelités lehetséges.”” Ez a
kevésbé invaziv modszer a periférids artérids keringés katéteres uton torténd
helyreallitdsdval tobb esetben atvette, illetve kiegészitette a miitéti verdérpotlas szerepét
(aorto-ilio-femoro-popliteo-cruralis szakaszon). Nagy fontossaggal bir az agyi verderek,
az aorta paratlan és paros visceralis againak elektiv (és egyre inkabb akut)
intervencidiban, tovabba kivalo lehetdséget nyljt a preoperativ miitéti tervezés esetén is.
Az onkoldgia teriiletén terdpias kisérletek folynak a szuperszelektiv kemoterapia vagy
az embolizacio felhasznalhatosagarol, és a sort tovabb folytathatnank.

Felmeriil a kérdés, hogy milyen perspektiva van ma a graftkutatas eldtt?
Viltozott-e az elsédleges indikécios teriilete az egyes graftbeiiltetéseknek? Es foként:

Milyen igényeknek kellene megfelelnie az idealis graftnak?

e Az érpotlasban (ezidaig) felhasznalt testidegen anyagok sosem integralddhatnak
tokéletesen, mivel a falszerkezetiik és biomechanikai profiljuk nem tudja
visszaallitani a fiziologias allapotot.

o Fertdzés szempontjabdl allandd “locus minoris resistentiae infectionis”-ként
viselkednek, ami a bakterialis kolonizaci6 és a sepsis veszélyét hordozza.

e Az endothel funkcio részleges vagy teljes hianya a thrombosis veszélyét, az
antikoagulans terapia a vérzéses szovodmények esélyét noveli.

e A recipiens szervezet graftra irdnyul6 integracids/regenerativ/reaktiv miikodése
intima hyperplasiahoz, graft degeneraciohoz, steril gyulladdshoz, nem ritkédn a

graft elzarodasahoz vezet.
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e Osszességében: a Virchowi triaszbol kettd, az érfal szerkezetére és a
véraramlasra vonatkozo kritériumok is a beiiltetett graft altal determinaltak (és

kozvetve a vér Osszetételére is hatassal van a felszini tulajdonsagai nyoman).

A miierek funkcidja — nyitvamaradési ideje — a korszerli komplex terdpia
nyoman pozitiv tendenciat mutat, azonban jocskan elmarad a kivanatostol.

Mindezeknek alapjan a vascularis rekonstrukcioban felhasznalando idedlis grafinak:

¢ identikus biomechanikai funkciojunak, e nem rakkeltonek,
e j6 antikoagulacios tulajdonsagunak, o megfeleld méretiinek,
o a fertézésekkel szemben ellenallonak, e sebészileg jol kezelhetonek,

e szOvetbaratnak, immunologiailag indifferensnek, e tartosnak kell lennie.

e olcsonak és széles korben elérhetonek,

1.2 Az érgraftok csoportositasa

A vascularis graftokat alapvetéen biologiai és szintetikus csoportba sorolhatjuk.
(1. dbra) A bioldgiai graftok esetén a sorban els6 helyen all az autograft, amikor az
adott eret mintegy athelyezziik ugyanazon paciens mas részébe. Artéridk esetén érthetd
modon csak olyan érszakaszok johetnek szdba, ahol az ellatasi teriilet kontra vagy
ipszilateralis kollaterdlis keringése oOnmagaban is elegendd a szovetek életben
tartasahoz. Ilyen pl.: a. iliaca interna vagy az a. iliaca interna és a. femoralis (SFA)
Dacron® pétlassal kombinalva. Szamos igéretes probalkozas tortént a coronaria-bypass
mitétekhez felhasznalhatd artérids autograft felhaszndldsara, mint az a.radialis,26

2728 3.mesenterica inferior® vagy az a.gastroepiploica dextra®.

a.epigastrica inferior,
Elénye, hogy sajat €16 szovet, ami az intakt endothelium és falszerkezet révén
antithrombotikus tulajdonsagu, ellendlldé a fertézésekkel szemben, és a kivant
biomechanikai tulajdonsdgokkal rendelkezik. Hatranyuk, hogy sok esetben nehezen
tavolithatok el, novelik a miitéti terhelést. A megfeleld mindségli autoléog véndk jo
periférids és centralis rekonstrukcids lehetdséget biztositanak. Konnyli elérhetdségiik
miatt elsdsorban a v.saphena magna, illetve a v.cephalica jonnek szoba. El6bbit

rutinszeriien hasznaljak a coronaria-bypass mitétek soran, illetve disztalis periférias
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verdér rekonstrukcioknal, etc. Azonban ha megfeleld mindségli autolog graft nem 4ll
rendelkezésre a verdér rekonstrukciohoz, a homograft jelenthet alternativat.

A homograft a recipienssel azonos fajba tartozo donorszervezetb6l szarmazo
graft (artéria, véna, szivbillentyii, egyéb szovet vagy szerv). A homograft és az allograft
mint fogalom szinonimaként értendd. Az utdébbi idében egyre inkabb elterjedt a
cryograft elnevezés, ami alatt a krioprezervalt (artérias) homograftot értjiik. A
homograftok elényeként emlithetd a jo biomechanikai profil, a fertézésekkel szembeni
magas ellenallé képesség, tovabba hogy infrainguinalis, disztalis rekonstrukcional is
hasznalhatok, és hogy cadaverbdl megfeleld szamu graft gyiijthetd. Hatranyuk, hogy
immunvalaszt valtanak/valthatnak ki, idovel degeneradldodnak/degeneralodhatnak és
megfeleld tarolasi feltételeket igényelnek. Cadaverbdl mind az artériak (aorto-iliaco-
femoro-popliteo-crural szakaszok), mind a vénak (mély és felszines) megfelelé szamban
gyljthetdk és széles korben felhasznalhatok a késobbiekben.

Xenograftrol, xenotranszplantaciorol akkor beszéliink, ha a beiiltetendd graft
valamely, a recipienst6l eltéré faju donorszervezetbdl szarmazik (pl: porcine, bovine,
equine etc.). A témdban szdmos kérdés megvialaszolatlan etikai, mindségbiztositdsi
vonatkozéasban és nem utols6 sorban az ismert és ismeretlen fert6zé agensek (virusok)
szlirése terén, ami mindmaig megoldatlan. A ’80-as évek elején borju carotis
xenografttal (Solcograft-P®) torténtek igéretes kisérletes és klinikai tanulményok,
amelyek kivalo kezdeti eredményeket mutattak, tovabba biomechanikai vonatkozasban
kozel identikusak voltak a human artéridkkal ** A gyakori kései aneurysma kialakulas
miatt azonban kiszorultak az érsebészet fegyvertarab6l.>> A xenograftok napjainkban
kevésbé népszerlieck a verdér-rekonstrukcioban erds immunogenitidsuk miatt, a
decellularizalt kotdszovet, illetve borkészitmények foként a plasztikai sebészetben
hoditottak teret.

A szintetikus graftok elénye, hogy kivant méretben egyszeriien beszerezhetok,
jol kezelhet6k. Hatranyuk, hogy igen koltségesek, testidegenek, hajlamosak fertézésre
¢s elzarodasra, a fizioldgiastol eltérd biomechanikai tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A
textil alapa Dacron® (PET) szétt, illetve kotott formaja porozitas tekintetében
kiilonbozik egymastol. A sz6tt forma eldnyeként emlithetd a hasznalatakor fellépd kis
vérveszteség €s hogy mechanikailag ellenalld, erds. Hatranya, hogy rigid, sebészileg

nehezebben kezelhetd, és nehezen integralodik a szervezetbe. A kotott forma ezzel
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szemben — a magasabb ateresztOképessége miatt — jobb szOveti integracids
tulajdonsdgokkal rendelkezik, konnyebben kezelhetd, ugyanakkor mechanikailag
kevésbé ellendlld, tagul, és hasznalatakor eldzetes kezelésre (pre-clotting) lehet sziikség.
Az ePTFE egyesiti a porozitas €és az extravazdcio hidnya nyujtotta elénydket, kevésbé
thrombogén felszint biztosit, relative konnyen kezelhetd, méretezhetd, kiilonbozo
valtozatai is elérhetok (vékony falu, nyujthato, kiilsé spirallal megerdsitett). Nehézséget
okozhatnak azonban az esetleges szlrcsatorna vérzések. Napjainkban, a ver6ér
rekonstrukcidoban egyik leggyakrabban alkalmazott graft (mind infrainguinalis, mind

extraanatomikus potlasoknal).

e a.iliaca int.
e a.iliaca ext.
e a.femoralis

e v.saphena
e v.cephalica
o v.femoralis

Cadaver/MOD
e aorta

Bioldgiai eiliaca

Cadaver/MOD
e V. umbilic.

e v.saphena

o v.femoralis

e Kollagén/albumin impregnalt Dacron®
Biograft® (v.umbilicalis allograft+Dacron® bevonat)
o Vazszerkezetre torténd cell seeding

Kombinalt

v

® e kOtOtt
i.(PET/Dacron )—' o sZ6tt

Szintetikus

estandard

ePTFE evékony fall
erugalmas

emegerdsitett

Polyuretan

1. abra
A vascularis graftok felosztasa.
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A kombinalt graftok célja, hogy az elényds bioldgiai ¢és szintetikus
tulajdonsagokat 6tvozzék. Ide sorolhatok a kiilonb6zOd impregnacids eljarasokon
(albumin, kollagén, antibiotikum, eziist) 4tesett Dacron® alapi graftok, amelyek az
intraoperativ  vérzés csOkkentésére, illetve a graftinfectio kivédésére szolgalnak.
Tovabba ide sorolhatd a glutaraldehyde fixalt v.umbilicalis esetében hasznalt kiilsé
Dacron®™ erésités. Itt kell megemliteni azokat a biolégiai vagy szintetikus eredetii
mechanikai stabilitast biztosité vazszerkezeteket (kollagén, celluldz, hydrogel, stb.),
amelyekre simaizom ¢és endothel sejtkultirak felvitelével mintegy €16, funkcionalisan is
kozel teljes értékii, miikodoképes érszakasz kredlhatd elméletben. Ez utobbira jo példa a
bakterialis celluloz alapu miér, aminek koagulacids és mechanikai vizsgalatai az utobbi
években torténtek Svédorszagban. Megemlithetd, hogy igéretes kisérletek folynak
kollagén vaz vascularis conduitként val6 alkalmazasara is. 3
Annak ellenére, hogy az idedlis graft keresése €s maga a graftkutatas vilagszerte

szamtalan kutatocsoportot foglalkoztat, az attéré eredmény még varat magara.

1.3 A szovetek prezervacidja

A viabilis szévetek a keringés megsziintével hypoxids, majd anoxiés allapotba
kertilnek. A prezervacid célja, hogy a graftbeiiltetésig megdrizze a szovetek integritasat
olyan formaban, hogy az a fent felsorolt “idealis graft” kritériumoknak minél inkabb
megfelelhessen. A sejten beliilli biokémiai ¢€s anyagcsere folyamatok a szovet
hémeérsékletével aranyosan zajlanak, kézenfekvd hat, hogy elsé 1épésként az explantalt
szoveteket hiiteni kell, ezzel is késleltetve az intracellularis adenosine triphosphate
(ATP) deplécigjat és a tovabbi sejtkarositd folyamatokat, ugyanakkor a hideg maga is
egy sor valtozast idéz el6 a sejt struktirajaban, mikkodésében.

Hypoxias allapotban a mitochondridlis energiatermeld folyamatok — az aerob
oxidativ foszforilacioval szemben — egyre inkabb, majd kizardlag anaerob moédon
glikolizissel képesek korlatozott ideig energiat termelni. Az egyes sejtek funkciojuk,
energiahdztartdsuk ¢és az extracellularis matrix fliggvényében érzékenyebbek vagy
kevésbé érzékenyek a hypoxias koriilményekre. Az endothel kifejezetten érzékeny a
hypoxidra és mar néhany oraval az explantacid utan a diszfunkcid/sejtpusztulas jeleit

mutatja.34 A simaizomsejtek €s a fibroblasztok kevésbé, az extracellularis matrix az
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elasztin és kollagén vaz kozvetlen nem szenved kérosodast a hypoxias koriilmények
miatt, kdzvetve azonban a sejtek nekrdzisa nyoman a sejtekbdl kiszabaduld enzimatikus
hatasok karosithatjak azokat.

Az 6tvenes évek elején Dubost (1952) és DeBakey (1954) a rezekalt hasi aortat
olyan friss allografttal potoltdk, amelyeket a betiltetésig antibiotikumos oldatban — akar
6 héten keresztiil — taroltak. DeBakey és Hufnagel (1953) etilén-oxiddal dezinficialtak,
majd tartositasként liofilizaltak (fagyasztva szaritottak) az artérids allograftokat. Gross
(1951) sterilizacio gyanant a besugarzast valasztotta, majd a tartositisra fagyasztott
szén-dioxidot (szaraz jeget) hasznalt. A glutaraldehyde fixalt v. umbilicalist (HUV) a
*70-es évek kozepétdl hasznaljak conduitként, leggyakrabban polyester Dacron® halo
erositéssel. A tarolas 50%-os vizes ethanolban torténik, amit a beiiltetés elott
kigblitenek.*

Logisztikai szempontokat figyelembe véve kivanatos, hogy a graftok tarolasa
minél hosszabb idén at, koltséghatékony €s egyszeri modon legyen lehetséges. Ennek

.....

szOvetek mélyfagyasztott tartositasa €s trolasa ad lehetdséget.

1.3.1 A krioprezervacio

A tudomany sejtek, szovetek, szervek, s6t az egész emberi test
mélyfagyasztasanak gondolataval régota foglalkozik. Spallanzoni mar 1776-ban
(hoban) fagyasztott és felolvasztott spermiurnokat,36 de a folyamat technikai ¢s
kivitelezési nehézségei miatt csak az 1900-as évek masodik felére sikeriilt kézzel
foghato, a gyogyaszatban is felhasznalhato eredményeket felmutatni. Eleinte csak sejt
(spermium, oocyta), késobb szovet (bdr, csont, szalagok, erek), az utobbi években mar
preembrid/embrid mélyfagyasztva tarolasarol, beiiltetésérdl is torténtek kozlések.?” A
sebészeti betegellatds teriiletén a (teljes) rekonstrukcidohoz esetenként sziikség van
bizonyos szovetek be/atiiltetésére, (ilyenek az égési sériiltnél a félvékony bor, az
ortopédiai/traumatoldgiai mutétek soran a csont, szalag, porc, az ér-, szivsebészeti
gyakorlatban pedig a vénak, artéridk, szivbillentyti(k)).

A téma fontossagat és aktualitdsat aldtdmasztja, hogy a krioldgia az utdbbi

néhany évtizedben rendkiviil gyorsan fejlédd, interdiszciplindlis tudomanyagga ndtte ki
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magat. Sz6 szerinti forditasban: a cryo (elétag) nagyon alacsony hofokot, fagyast; a
preservatio védelmet, konzervalast jelent. Klinikai szohasznalatban gyakran csak
mélyfagyasztasként vagy mélyhiitésként emlegetik. A fent emlitettek alapjan lathato,
hogy a prezervacios eljarasokat az orvoslds szamos teriiletén hasznaljak, itt ennek
érsebészeti aspektusat, lehetdségeit targyaljuk bévebben.

O’Bryan 1975-ben mutatta be a mélyfagyasztast dimethyl sulfoxid (DMSO)
krioprotektans hasznalatdval, amely alkalmas a cardiovascularis szovetek hossza tava
tarolasara. Ezzel a szivsebészek ¢és az érsebészek szadmara elérhetdvé tette a
szivbillentyiiket ¢s az érgraftokat akut ¢és elektiv felhasznalasi igény esetére. Késobb a
krioprezervalt és friss aortabillentyli operaciok hosszu tavu klinikai eredményeinek
Osszehasonlitasat publikalta, amelyben egyértelmiien demonstralja az allograftok
¢letképességét a krioprezervacios technikaval.®® Eurépaban talan a legnagyobb
hagyoménnyal és graft-szammal rendelkezik a tobb orszag nonprofit kozremikodésével
1étrejott szovetbank, az Eurdpai Homograft Bank (EHB), amely tételes kritériumokat

szab a donorral és prezervalandd homografttal szemben.*

Nem lehet donor:

¢ akinél a halal oka ismeretlen

¢ akinél valamely fert6zés all fenn

« akinél malignus megbetegedés, vérképzdszervi tumorok vagy Hodgkin-kor all fenn
« akinél fennallhat a veszélye prion betegségeknek

s Kockazati magatartas (homoszexualitds, bebortonzés, drog, ill. alkohol abuzus, stb.)
s Egyéb altalanos kizaro tényezok, mint pl.:

» csokkent immunkompetencia, Xenograft recipiensek, mérgez6 anyagok (cianid,
higany, 6lom) toxikus koncentracidja a donorban, autoimmun- vagy kollagén-
betegség, ami az adott explantalando szoveteket vagy sejteket tdmadja.

» 18 honapnal fiatalabb kisded, akit a HIV, HTLV, HBV vagy HCV fert6zott
édesanyja az elmult 12 honapban szoptatott, terhesség €s szoptatas €16 donor
esetén.

A donorok lehetnek:

¢ Agy-halott paciensek-95% (heart-beating donors HBD / multi-organ donors MOD)
%+ Cadaver-5% (non heart-beating donors NHBD)
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Cadaver esetén a graftok kivételét legfeljebb 24 oraval a keringés leallasa utén,
maximum 6 6ras meleg ischemias id6 akceptalasaval, minél hamarabb el kell végezni.
A graftok feldolgozasat szintén a lehet6 leghamarabb el kell kezdeni, maximum 24 6ras
késedelemmel. Azaz a teljes ischemias id6 (a keringés leallasatol a krioprezervacioig)
nem haladhatja meg a 72 6rét.

A donor koranak felsé hatarat férfiak esetén 55 évben, cardiovascularis
kockézati tényezdvel nem rendelkezd ndk esetén 60 évben allapitottak meg.

Egyes morfologiai elvaltozasok az érintett érszakaszt kizarjak a tovabbi

prezervacios folyamatbol:

e atheroma / meszesedés e lumen stenosis
e Ulcerativ laesio e (dilatatio, aneurysma
e intramuralis haematoma e az érfal fertGzése

e apreparaciod miatti sériilések

A széllitas tovabbra is steril koriilmények kozott fizioldgias sooldat, Ringer-laktat,
Euro-Collins(EC), Krebs-Henseleit (KH), vagy Tissue Culture Medium (TCM)
oldatban torténik kiilsé jéghtités mellett. Mivel eziddig nincs egységes protokoll a
transzportmédiumra  vonatkozoan, igy az egyes szOvetbankok mas-mas
transzportmédiumot hasznalnak.

A Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika keretein beliil miikodé érbankba
a graftok Ringer-laktat antibiotikumos és antimycotikus oldatban érkeznek, kiviilrél
jeges hiitéssel, steril csomagolasban, megfelel6 dokumentacioval. Ezt koveti a graftok
vizsgalata, preparaldsa, méret szerinti osztalyozasa, illetve adatbazisba rogzitése, majd a
decontaminatio és krioprezervacio, amit szabaly szerint az explantaciotol szamitott 24
oran beliil meg kell kezdeni.

Az EHB protokollja szerint a morfologiailag megfeleld szoveteket egy harom
kiilonb6zd antibiotikumot (Vancomycin, Lincomycin, Polymixin B) tartalmazé
oldatban 20-48 o6ran keresztiil inkubaljdk 4 °C-on.** Az EHB elmilt 20 éves
tevékenységét vizsgalva kideriilt, hogy az alkalmatlannak nyilvanitott vascularis
szovetek 30%-a az antibiotikus decontaminatio sikertelensége miatt kovetkezett be.
Régebben a decontaminatios idé 20 6ra volt a HBD ¢és 48 6ra a NHBD —t6l szdrmazo
graftok esetén. Az inkubdacids id6 meghosszabbitasaval (2009) javultak az aranyok, és a

harmas antibiotikum kombinacié atlagosan 75%-ban mutatott sikeres decontaminatiot.
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Megemlithetd azonban, hogy a fent leirt kombindci6 nem nyujt kelld védelmet
Propionibacterium acnes ellen, ami egy aerotolerans anaerob Gram-pozitiv baktérium,
ami része az emberi bor normal florajanak, ugyanakkor sulyos endocarditist és tovabbi
szovodményeket okozhat.*

A szovetek, graftok hiitése eldtt a vivooldatként hasznalt tapfolyadékhoz (a mi
gyakorlatunkban Ringer-laktat oldathoz) DMSO-t adnak a 10%-os koncentracio
eléréséig. A DMSO a szovetekbe diffundal, ami a sejten beliil és az extracellulas térben
kialakuld fagyasi sériiléseket hivatott minimalizalni. A DMSO vélhetdleg egy
citotoxikus vegyiilet, a koncentracié 1,8 M f61¢ nem emelhetd. Az equilibrium elérése
utan (40-60 perc) szamitogépvezérelt mélyfagyasztas torténik két 1épcsében: ahol a
hémérséklet +4°C és -40°C kozott 1°C/perc, majd -40°C és -100°C kozott 5°Clperc
sebességgel csokken. A raktarozas -130 °C alatti folyékony nitrogén gézben torténik. *

A graft felhasznalasakor a felolvasztas a felolvadasig szobahOmérsékleten, majd
37 C%os fiirdében torténik. Mindségbiztositasi szempontbdl is fontos a donorok
szerologiai szlirése €s a mintak bakteriologiai utankovetése: aerob, anaerob ¢és gomba
mikrobiologiai tenyésztése, a transzport folyadékbol, a decontaminatids folyadékbol
szdvetmintaval egyiitt, és a prezervalé folyadékbol.*

A Krioprezervacio révén tehat a szovetek hosszitavua tarolasa akar tobb évre is
lehetéve valt. Mélyfagyasztott allapotban a szerkezetileg €p szovet korlatlan ideig
tarolhato, és a felolvasztas pillanataban a betiltetéshez megfeleld mindségli szovet allhat

rendelkezésre. A modszernek alapvetden a koltséges miiszaki igény szab hatart.

1.3.2 A hiitve tarolas 4°C-on

Tekintve, hogy a szdvet/szervtranszplantacid folyamataban az explantaci6 €s az
implantacio térben és id6ben elkiiloniil, a legtobb szervet/szovetet a szallitas ideje alatt
hiitve kell tarolni. Meleg ischemias idonek nevezziik a keringés megsziinése ¢és
szerv/szovet tényleges explanticidja (és transzportmédiumba helyezése) kozott eltelt
1d6t, mig hideg ischemias idé alatt a hitott prezervald oldatban eltoltott 1dot értjiik (azaz
egészen a beiiltetésig, a declamp pillanataig). gy hideg ischemias idének tekinthetd a

hosszabb id6n keresztiili hideg anoxias tarolds is. Krioprezervacio esetén a szovetben a
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meleg és hideg ischemids id6 alatt végbemend kéarosodasokhoz hozzdadddnak a
mélyfagyasztés és felolvasztas ciklus sordn végbemend fiziko-kémiai valtozasok.

Visszatérve Carrel, korabban emlitett, 1907-ben publikalt kisérletsorozatahoz,*
Carrel eredeti célkitlizése is az volt, hogy talaljon egy modszert, ami megfeleld ideig
képes az egyébként gyorsan dezintegralodd érszovetet megovni, hogy az
transzplantaciés célbol késobb felhasznalhaté legyen. Abbol az egyszerl
megallapitasbol indult ki, hogy a hullai elvaltozasok hiitétt koriilmények kozott
lassabban alakulnak ki. Ennek nyoman a kutydbol explantalt artéria, illetve véna
graftokat a beiiltetésig kiillonbozo ideig (3-20 nap) tobbek kozott fiziologias sdoldatban
hiitve (0-4 C°) tarolta.

A hideg anoxiaban torténd tarolas egy egyszerli, kevéssé miiszerigényes, ennek
kovetkeztében olcsobb eljaras. Ugyanakkor a fagyasi sériilések az intracellularis
kristalyosodas karos hatasai csaktigy, mint a DMSO feltételezett citotoxikus hatasai
elkeriilhetdk. A 4 C°-ra hiités altalanosan elfogadottnak mondhaté a transzplantalando
szOvetek/szervek metabolikus igényeinek csokkentése érdekében.* Roppant fontos
azonban, hogy milyen transzport/tarold6 médiumot hasznalunk. Efféle gondolatai mar
Carrelnek is lehettek 1évén, hogy a leirt kisérleteiben mas-mas tarol6 médiumot
hasznalt: a kutyabol szarmazo carotis, illetve jugularis interna szegmentumot izotonias
sooldatban, fibrinmentes szérumban, illetve Locke’s oldatban tarolta, ami egy
Osszetettebb oldat. (Alapja a Ringer oldat, de ezen kiviil gluk6zt és némileg tobb NaCl-
ot tartalmaz). Tobb mint 100 év elteltével ma is ugyanazt a kérdést tessziik fel: Mi a
megfeleld transzport/tarolo médium?

Intenziv kutatas targya, hogy milyen 0Osszetételi folyadék képes a szovetek
integritdsat a leginkdbb és a legtovdbb megdrizni. Ennek szadmszerlsitése,
Osszehasonlitdsa még ennél is nagyobb feladat elé allitja a kutatokat és a tudomanyt. A
tarolt graft tulajdonsagai koziil a leginkabb vizsgaltak a biomechanikai, viabilitasi,
hisztoldgiai és koaguldcids tulajdonsdgok, amelyek valamilyen standardizalt mérési
modszer alapjan dsszehasonlithatok a kiilonbdz6 maddon tarolt sejtek, szovetek, graftok
esetén, végeredményben azonban mindig a klinikai felhasznalhatosag a donto.

A hideg anoxidban téarolt graftok felhasznaldsa jelenleg az infrainguinalis
revascularizacioknal, majtranszplantacional a.hepatica korai postoperativ thrombosisa

esetén**° készitett artérias conduitként mondhato altalanosan elfogadottnak.
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1.3.3 A hiitve tarolas alatt végbemené valtozasok

Ez egy komplex kérdéskor, ahol legkevesebb 4 kérdést kell megfogalmaznunk:
e Milyen valtozasokért felelds az alacsony hdmérséklet?
e Milyen valtozasokért felelds a hypoxia?
e Mennyiben befolyésolja a tdrold6 médium a végbemend valtozasokat?
e A fentiek tiikrében milyen id6faktorrél beszélhetiink az egyes morfoldgiai
¢és/vagy funkcionalis karosodasok kialakuldsanak tekintetében?

Egy szovet sorsat a transzplantacios folyamatban végigkovetve lathatjuk, hogy
elsd 1épésben a keringés megsziintével oxigénhidny, azaz hypoxia 1ép fel. A hypoxia
altal kivaltott sejtsériilés csokkentése érdekében, a szdvetet kivétel utan hiitve taroljuk,
ami késlelteti az intracellularis ATP kimeriilését, és lassitja a sejtkarositd

46,47,48

folyamatokat, ugyanakkor Onmagaban is eldidézhet, illetve hozzajarulhat a

s . 49,50,51
sejtkarosodashoz.***%°

Habar a graftsériilés kivaltoja a hypoperfuzié és a hypothermia,
a keringés helyredllitasa, azaz a meleg reperfuzio nem dllitja le a sejtkarositd
folyamatokat, hanem épp ellenkezdleg, tovabb stlyosbitja azokat. Egyrészt bizonyos
id6tartamua hypoxids peridodus utdn az oxigénellatds helyreéllitasa Un. reoxygenizacids
sérilléshez vezet, masrészt bizonyos idejii hypothermiabdl torténd felmelegités,
felmelegedési karosodashoz, vagy mas néven hideg-indukalt apoptozishoz vezet. A
sérilt szovetben/szervben aramld vér akut gyulladasos reakciot valt ki, ami sulyos
esetben kiilonboz6 szintii graftdiszfunkciot eredményezhet. S az utobbi évek kutatasai
alapjan egyre nyilvanvalobb, hogy a hideg anoxids tarolads és az azt kovetd meleg
reperfuzio soran elszenvedett kezdeti sejt/szovet sériilések az akut gyulladasos reakcio
kivaltasan tul, fontos szerepet jatszanak az immunrendszer modulalasdban, hozzajarulva
ezzel a kronikus gyulladdsos reakcidhoz, a kronikus graftdiszfunkciohoz és a kronikus
rejekcidhoz. 3%+

A hypothermia (0-4°C) alkalmazasa széles korben elterjedt, véd6 hatasat a
hypoxia indukalta ATP csokkenés késleltetésével éri el. Régota ismert tény azonban,
hogy hypothermia sordn az emlds sejtekben kéarosodasok is bekdvetkeznek. A
klasszikus nézet szerint a hideg gatolja a Na'/K" ATP-az miikddését, és ez vezet az

intracellularis natrium szint emelkedéséhez, majd a kovetkezményes klorid

bearamlasdhoz ¢és a sejt duzzadéasahoz.**#8°° Ugyanakkor ez a klasszikus elképzelés
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kisebb jelent6séggel bir mdj endothel sejtek, hepatocytdk vagy a vesetubulus sejtjei
esetén.”’ A fiziologias iondsszetételli és szoveti/szervi prezervalo oldatokban is
végbemend hypothermias sériilések bizonyitottan a reaktiv oxigén gyokokon keresztiil,
pontosabban a vas-dependens uton keletkez6 reaktiv oxigén gyokokon keresztiil jonnek
|6tre, 48:5058,59,60,61

A hitott allapotbol fiziologias hdémérsékletre torténd felmelegités tovabb
fokozza a sejtkérosod'élst.‘lg’62’63 Hasonl6 médon, ahogy a reoxygenizacios karosodast a
hypoxia alatt végbemend cellularis valtozasok okozzak/teszik lehetévé, ugy a
felmelegités esetében is a hypothermia alatt bekdvetkez6 celluléris valtozasok tehetok

49,64

feleldssé. A melegités soran a sejt apoptotikus elvaltozadsokat mutat, mint a cellularis

és sejtmagzsugorodds, a kromatin kondenzédlodasa, a zeidzis (blebbing) és az
apoptotikus testek megjelenése, vagy egyes esetekben a DNS fragmentél(')deisa.49’63’65’66
Emiatt a hypothermia kivaltotta és a felmelegités alatt megmutatkozé apoptotikus tipusa
sejtsériilést, hideg indukdlta apoptozisnak nevezik.*® A felmelegités kulcsfontossagl az
apoptotikus elvaltozdsok kialakuldsdhoz, a hypothermiaban elpusztulé sejtek nem
mutatnak a programozott sejthalalra jellemzé morfologiai képet.

Az hogy a sejt apoptdzis vagy nekrozis révén pusztul el, a sejt (maradék)
aktualis cellularis ATP szintjétol fiigg. Ugyanakkor egyre nyilvanvalobb az is, hogy
kevert formak is léteznek ¢€s az apoptozis €s a nekrozis csak a két Ve'glet.67'68 A
mitochondridlis atvezetd porus a kozds kozponti szerepld a sejtpusztulas kiilonbozo

68,69,70 fgy értheto,

modozataiban, amit alapvetden a cellularis ATP szint hataroz meg.
hogy a tiszta hypoxias karosodas egyontetiien nekrozishoz vezet, mig a reoxygenizacios
karosoddsok gyakran mutatnak nekrotikus vagy kevert morfologiaji képet, habar
apoptozis is eléfordul.”>"? A kiilénb6z8 prekondicionalasi protokollok a hatasukat a
MPTP megnyildsanak csokkent érzékenységén keresztiil fejtik ki, '3 747576

Eltéréen sok mas tipusu sejtsériiléstdl — amelyek a reaktiv oxygéngyokok
hatasan keresztiil jonnek létre — a hideg indukalta sejtsériilés (akar a hypothermia, akar a
felmelegités ideje alatt) a sejt redox-aktiv (azaz kelatképzésre alkalmas) vastartalmanak
emelkedése révén fejti ki hatdsat: az alacsony reaktivitastt O™, H2O, és molekularis
oxygeént magas reaktivitasu gyokokké alakitja, mint pl. a hydroxil gyokok vagy a vas-
oxid gyokdok.22®*7" A sejt redox-aktiv vastartalmanak emelkedése jelentSs lipid

peroxidacidhoz vezet, azonban a f6 célpontja a mitochondrium. A hideg altal okozott
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celluléris vashaztartas megvaltozasa kovetkezményeként alakulhat ki a hideg indukalta
mitochondrilis ateresztd porus. Ez valosziniileg 6sszekotd lancszeme az apoptotikus
jelatvivo folyamatoknak, mint pl: a Cyt-c kidramldsanak vagy a caspase 3
aktivalodasanak. Egyes sejttipusokban tovabbi vasfiiggd folyamatok, pl. a protedzok
(proteosoma) aktivalasa is szerepet jatszik. Az intracellularis vasforgalom Osszetett és
targyaldsa messzire vezetne, jelenlegi tuddsunk szerint azonban a mitochondrium
karmesteri szerepet jatszik benne.” Mindezek alapjan a transzportmédiumok kelatorral
valo dusitasa javasolhattc').58'60’65’79’80

A hypoxia/reoxygenizacid és hypothermia/felmelegités soran fellépd valtozasok
intracellularis szinten jelennek meg, ezek endothel sejt aktivacidohoz és akut gyulladasos
oxygéngyokok termelddését, amelyek — ezuttal — az extracellularis térbe aramlanak ki.
Egyes szabad gyokok, mint pl. HpO,, elérhet intracellularis kompartmenteket is az
endothel vagy parenchymads sejtekben, és tovabb serkenti a mitochondrialis ateresztd
porus kialakulasat. Onmagéat erdsitd folyamatként a gyulladdsos reakcid nagyban
felerdsitheti a szoveti karosodast,”> nem szabad elfeledkezniink azonban arrol, hogy a
gyulladasos reakciot a korai hypoxia és a hideg indukalta sériilés idézi el6. igy a korai
intracellularis valtozasokat mérsékld folyamatok nagymértékben csokkenthetik a
késébbi gyulladasos reakcio 1étrejottét.®?

Yard és kollegai a katekolaminok védd hatasat tapasztaltak endothel sejtkultura
hideg anoxias tarolasa kapcsan. A véd6 hatast a katekolaminok antioxidativ,
szabadgyokfogo képességének ‘culajdonitottélk.83

A vorosvertestek hiitve tarolasdra vonatkozdéan Nagy és munkatarsai tettek
megallapitasokat. Adataik aldtdmasztjak, hogy az ATP-vesztés, vagyis az energiahiany
a vorosvértestek teljes makromolekularis szerkezetére hat, nemcsak egyes részekre
(mint példaul a Na-K-ATP-az). Ez azt jelentheti, hogy az energizalt citoplazma-
szerkezet, mint egész, felelds az egyenldtlen ionmegoszlas fenntartasaért és az €16 sejtek
(beleértve a kisérleteikben hasznalt vorosvértesteket is) integritdsanak fenntartasaért.®*

Egy holland munkacsoport artéria és vena iliaca belfelszinének endothel
fedettségét €s a sejtek morfologiai elvaltozasat vizsgalta scanning elektronmikroszkdpos
modszerrel kiilonbozd idépontokban: a kivételkor, tiz 6ra hideg anoxids tarolas utdn

University of Wisconsin (UW) oldatban, és hét nap hideg anoxias tarolas (UW) utan.
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Az endothel boritds (mennyisége és mindsége) nagymértékben csokkent az artéridk
esetén, azonban a vénakndl legnagyobbrészt megmaradt. Erdekes megallapitasra
jutottak a tarold edény tekintetében, ahol az liveg taroldedények szignifikansan jobb
eredményt mutattak a miianyag tasakokkal valo dsszehasonitasban, valamint a vér minél
elébbi kimosasa, és az elegendd mennyiségli tarold folyadék (hogy a graft szabadon
lebeghessen) javithatja az endothelréteg meg6rzését.®

Erdemes néhany szot szolni arrél is, hogy a hideg, mint fizikai tényezd azon
feliil, hogy egy sor valtozast okoz a sejt homeosztazisaban, mar 2 o6ra elteltével 24
génnek az atirdsat befolydsolja jelentésen. Tehat mar a tarolds legelején (2 6ra utan),
joval azel6tt, mieldtt még barmiféle morfologiai elvaltozas mutatkozna a sejteken, mar
jelen vannak a citoplazmaban azok a hirvivé ribonukleinsavak (MRNS-ek), amelyek
kozvetitik a sejt hidegre adott valaszat.®®

Visszatérve a kérdésfelvetésekre lathatd, hogy a hypothermia és a hypoxia és
ugyanigy a felmelegités €és a reoxygenizacié egyiddben zajld fiziko-kémiai folyamatok,
igy a didaktikailag kiilon tagolt intracelluléris valtozasok parallel modon, t6bb esetben
egymast erdsitve mennek végbe. A hypoxia/reoxygenizaci6 miatt létrejovo
sejtkarosodasok a cellularis ionhdztartds zavaraban és az aktiv oxigén-gyokok
keletkezésében, illetve a mitochondrium membran permeabilitasanak ndvekedésében
nyilvanulnak meg ¢&s vezet(het)nek a sejt maradék energiaszintjétdl fliggden
apoptozishoz vagy nekrozishoz. A folyamatot nagymértékben befolydsolja az adott
szovet metabolikus igénye és a tarold oldat Osszetlétele, amelyek egyiittesen hatdrozzak

meg a szovetkarosodas idébeni lefutasat.

1.3.4 Transzport médiumok, prezervalo oldatok, tapfolyadékok

A tanszplantacié sikere szempontjabol a tarold oldat Gsszetétele meghatarozo
jelentéségﬁ.87'88 A jelenleg hasznalt oldatoknak egyik f6 célja, hogy megeldzze a sejtek
duzzanatat, ami részben a sejtmembran ionpumpainak hypoxids hideg tarolas okozta
gatlasa miatt kovetkezik be, illetve megelézze az energiahdztartds kovetkezményes
leromlasat, ami végiil az intracellularis ionhomeosztazis elvesztéséhez vezet.® Alapvetd
fontossagu, hogy a felhasznalt oldat steril legyen, erre azért kell fokozottan tigyelni,

mert ha valamilyen fert6z6 agens bekeriil az oldatba, az a tarolt szovet integritasat
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veszélyezteti. Fertdzott médiumban tarolt szerv/szovet a tovabbiakban nem alkalmas
beiiltetésre. A Briisszelben miikddé Europai Homograft Bankba a beérkezd szovetek
10%-at valamilyen fert6z0 agenssel tortént kontaminacié miatt kell beiiltetésre
alkalmatlannak nyilvanitani. Tobb tarolo folyadékot emiatt az oldathoz adott
antibiotikus és/vagy antimycotikus adalékokkal egészitenek ki. A kiilonboz6
szervek/szovetek mas-mas igényt tdmasztanak a transzportmédiummal szemben, azaz
mas-mas oldatban tarolhatok legelényodsebben.

Altalanossagban az erek prezervacidja azért bir kiemelt jelentdséggel, mert
minden szervtranszplantacié esetén a tarold médium — a szervek perfiziojakor — annak
érrendszerével a hideg ischemias idd alatt kozvetlenill érintkezik. Ilyenforman az
endothel sejtek és simaizomsejtek azok, amelyek a prezervald oldattal kozvetlen
kapcsolatba keriilnek, és a szallitas soran allandé kapcsolatban maradnak. A késoéi graft-
diszfunkcié meghataroz6 okaként, a beiiltetéskor (mar) fennalld endothel sejtsériilés
tehetd feleléssé.” Az aktivalt endothel sejtekben jelentds mennyiségii citokin, tovabba
adhesios molekuldk termelése zajlik, ami nagyban eldsegiti a graft gyulladdsos
ischemias-reperfuzids karosodasokat, eldsegitik az akut,91 illetve a kronikus rejekc:i(’)t,92
és a vasculopathiat.®® A tiidé transzplantacio soran a hiitve tarolas és a reperflizio utan
(szabalyszeriien) jelentkez6 oedema az endothel sejtek tarolas utani diszfunkcidjara
utal.****% Szamos szerzé szerint az endotehel sejtek érzékenyebbek a hideg ischemidra
a parenchymalis sejteknél. Ismerve az endothel sejtek kritikus fontossagu
(anti)koagulacios €s permeabilitasi tulajdonsdgait, nem meglepd, hogy szamtalan
tanulmany vette gorcso ala ezt a kérdéskort.

A kiilonb6z6 oldatokat iondsszetételiik alapjan intracelluldris/depolarizald
(magas K", alacsony Na" tartalmi1) vagy extracellulasis/nem depolarizald (alacsony K,
magas Na* tartalmu) médiumokra oszthatjuk, amelyek neviikhdz hiven az intra-, illetve
az extacellularis ionegyensulyt reprezentaljak. Nagyszamu egyszeriibb 0Osszetétell
prezervald oldat van forgalomban, amit gyakorta hasznalnak szervkivételnél
transzportmédiumként pl.: Ringer-laktat oldat, UW-oldat, hisztidin-tryptofan-
ketoglutarat (HTK) oldat, Euro-Collins (EC) oldat. A TiProtec a piacon megjelent Uj
tarol6 médium, a HTK oldat moédositasaval hoztak létre: hisztidin tartalmat teljes

egészében N-acetylhisztidinre cserélték, relative magas kalium és klorid
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koncentracioval rendelkezik. Ezen kiviil sucrose-t, alanint, glycint, és kelatképzot is
tartalmaz a maximalis protekcid elérésére. Az irodalom nem egységes az Uj oldat
prezervacios képességének tekintetében. 2"’

Szovet kultira médium, a tovabbiakban TCM (tissue culture medium), izolalt
sejtek szaporitasara kifejlesztett oldat, ami Osszetételében megteremti azt a kényes
egyensulyt, ami a sejtek tuléléséhez, osztddasahoz sziikséges. A kiillonbség a szdvet
kultira médium ¢és az egyéb mikrobioldgiai tapoldatok kozott, hogy azoknak a
sejteknek, amelyek egy komplex szervezetbdl szarmaznak a novekedéshez gyakran
sziikségiilk van hormonokra, novekedési faktorokra, amelyek in vivo jelen vannak.
Ennek megoldasara vérszérumot vagy szintetikus aton eléallitott ,,szérum helyettesitét”
kevernek a médiumba. Lényeges kiilonbség a tapkultira oldatok targyaldsénal
elkiiloniteni az un. definidlt vagy Osszetevoi tekintetében nem definidlt médiumot. A
definidlt, vagyis szintetikus oldatban minden 0Osszetevd koncentracidja pontosan
meghatarozott, tovabba nem tartalmaz gomba, allati, vagy ndvényi szovetet.

Galambos és munkatarsai a vena saphena magna homograftok életképességének
valtozasat vizsgaltak X-VIVO™ 10 TCM-ben torténé 6 hetes tarolas alatt. Methyl
thiazol tetrazolium (MTT) redukcios teszt felhasznalasaval azonos viabilitasi értékeket
mértek a krioprezervalt és felolvasztott vénak esetén és a 6 hetes hideg anoxiaban X-
VIVO™ 10 TCM-ben torténd tarolas utan.*** Ez egyediilalld az irodalomban, és
klinikai felhasznalasa is igéretes perspektivat rejthet magaban. Az X-VIVO™ 10
médium tartalmaz L-glutamint, gentamicint és fenolvorost, tovabba rekombinans

human szérumfehérjéket (albumin, inzulin) és pasztorizalt human szérum transzferrint.

1.4 A homograftok felhasznalasi teriilete

A homograftoknak intézményenként valtozo lehet a felhasznalasi profilja, a
tradici6 vagy a sebészi kompetencia fliggvényében. Iranyelvként elfogadhatjuk, hogy a
homograft abban az esetben jelent valasztand6/valaszthatd alternativat, amikor
elfogadhaté mindségli/mennyiségli sajat anyag (autograft) valamilyen okbol nem all

rendelkezésre.
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Jelenlegi indikacios teriiletek lehetnek:

1. Infrainguinalis szakaszon végzett verdér rekonstrukciok — als6 végtagi
obliterativ verdérbetegségben (foként infragenicularis/cruralis anastomosis
esetén).100

2. A hasi aorta fert6zéses korképei (rupturdlt/nem rupturalt mycotikus aneurysma,

szintetikus aortagraft infectioja, aortodigestiv fistula).**10%103

3. Végtagi szintetikus graftok fertdzéses komplikacioi esetén, 201104
4. Kronikus haemodialysis egyes eseteiben: arteriovenosus graft beiiltetésekor,
vagy meglévé arteriovenosus graft fertdzéses komlikaciéi esetén.'®
5. Gyereksebészetben:
- v.porta thrombosis miatti meso-Rex bypass valtozatainal.*o" 1%
- Norwood miitét — elsé fazisaban (modositott Blalock-Taussig shunt).*®
- Hypoplasztikus aortaiv rekonstrukcidjakor.**°

- hasi aorta rekonstrukciojakor.****2

6. Traumads végtagsériilések érsebészeti rekonstrukcioj akor. ™
7. Mijtranszplantacion  atesett paciensek korai vagy késObbi vascularis
komplikécioi esetén (a. hepatica/v. portae thrombosisa).***°
8. Egyes fertézésekre hajlamos paciensek esetén (immunszupresszio vagy egyéb
fertdzésre hajlamositd tényezd miatt).
9. Trachea/bronchus pétlasa esetén.'**11°
10. Vena cava superior thrombosis esetén végzett rekonstrukcional 1o
11. Egyéb vascularis rekonstrukciok, féként tumor miatti rezekcio esetén.™®
Szamos sebészi terlilten torténtek kisérletek a homograftok alkalmazasara,
melyeknek mara mar csak torténelmi jelent6ségiik van. Ilyen példaul a hydorcephalus
kezelésére hasznalt vena saphena magna billentylis graft, amely miitétet kifejezetten
azokban a gazdasagilag szegényebb orszagokban kivantak haszndlni, ahol a draga
shunt-6ket nem tudtak megﬁzetni.119 Egyes fiil-orr-gégészeti beavatkozasoknal, mint pl.
tympanoplasztikdnal, mint felszint boritd6 anyag hasznaltak fel v.saphena magnélt.120
Meg kell emliteniink, hogy a coronaria bypass miitétek esetén is torténtek (és torténnek)
probalkozasok saphena homograftok felhasznalasdra, ahol a homograftok
nyitvamaradasi ideje az utograftokhoz képest ugyan gyengébb eredményt hozott,*?! de

mivel esetenként ez az egyetlen elérhetd (javarészt életmentd) megoldas, akutan jo
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haemodinamikai eredmény érheté el vele. Ugyancsak megemlitheté az a roppant
érdekes megkozelités, amiben a homograft konduit funkciojat nem a vér, hanem a
belégzett levegd tovabbitasara hasznaljak. Centralis elhelyezkedésii tidé neoplasiak
operaciojakor, ha a pulmonectomia igy elkeriilhetd: a hidnyz6 bronchusszakasz artérias
homografttal potolhato, 4122123

A fentiekbdl vildgosan latszik, hogy az indikacios teriiltek plasztikusak és

mindmaig valtoznak, s nem okozna meglepetést, ha néhany éven beliil szamos tovabbi

teriileten is megjelennének a terdpias felhasznalhatosag fegyvertaraban.

1.5 A vénak biomechanikaja

A véndk fiziologids funkcidinak jelent6s része biomechanikai jellegli és/vagy
mechanikai erék fliggvénye. A szervezet vérkészletének 60-70%-a, e nagy
disztenzibilitasu, alacsony nyomast rendszerben helyezkedik el, a venuldk szama
duplaja az arterioldknak. A szegmentalis biomechanikai tulajdonsagokat a geometriai,
elasztikus és kontraktilis jelemzék meghatarozasaval jellemezhetjiik:

% Geometriai tényezok

» Kkiils6, belsé atmérd
» falvastagsag
¢ Elasztikus paraméterek
» disztenzibilitds — Dinc
> elasztikus modulus — Einc
% Kontraktilitas
» maximalis aktiv kontrakcio
A vérerek a szervezetben folyamatosan ki vannak téve kiilonboz6 frekvenciaja,
foleg korfogatmenti rugalmas deformacioknak a vérnyomasvaltozas fliggvényében. Az
érfal rugalmas ellenallasat a vérnyomas e tagitd hatasaval szemben az elasztikus
modulussal (E) lehet jellemezni, amelyet a tangencialis iranyu rugalmas fesziiltség (S)
¢és a vele megegyez0 irdnyu relativ megnyulas (€) hanyadosaként hatarozhatunk meg.
Az elasztikus modulus fenti, altalanos elméleti definicidja azt sugallja, mintha a
tangencialis fesziiltség és a tangencialis nyualds kozott az dsszefliggés linearis lenne egy

adott ér esetében, a valosagban azonban nem ez a helyzet. A vérnyomas ndvekedésével
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parhuzamosan az erek egyre merevebb csovekként viselkednek, azaz az elasztikus
modulus értéke novekszik, mivel a tangencialis fesziiltség mind nagyobb, a tangencidlis
nyulés pedig mind kisebb mértékben né a nyomassal. Ez esetben azonban, ha a modulus
értékeit kelléen kis nyomasndovekményre szamitjuk ki, jo kozelitéssel lehet jellemezni
az érfal valos elaszticitasat.

Az erek véraramldssal szembeni ellenallasat (rezisztenciajat) alapvetdéen 3
tényezd befolyasolja: az ér keresztmetszete, az ér hossza €s az aramlo vér viszkozitasa.
Ezek koziil is kiemelt fontossagli az ér atmérdje, ami az érfalban talalhatdé simaizmok
kontrakciojanak, vagy relaxacidjanak fiiggvénye. Az erek hossza nem valtozik
szignifikansan, ¢és a vér viszkozitasa fizioldgiasan szliik tartomanyban mozog
(leszamitva a haematrokrit vagy a homérséklet esetleges valtozédsat). Az ératmérot
érintd legkisebb valtozas is a rezisztencia nagymértékli valtozasat vonja maga utdn. A
rezisztencia egyenesen aranyos az ¢ér hosszaval és a vér viszkozitasaval, és forditottan
aranyos az ér sugaranak negyedik hatvanyaval. Tehat azonos atmérdji erek esetén igaz,
ha egy ér kétszer hosszabb, az dupla rezisztencidt jelent. Ha a viszkozitas kétszeresére
nd, a vascularis rezisztencia is duplazodik. Az ér sugaranak novekedése csokkenti a
rezisztenciat, vagyis a sugar megdupldzasaval a rezisztencia a 16-od részére csokken.

Erthetd hat, miért annyira fontos az erek kaliberének mérete és annak szabalyozésa.

1.6 A celluloz alapu graft

A nem thrombogén bioanyagok fejlesztése, valamint a thrombogenitas
csokkentésére iranyuld felszini modositasok jelentik az egyik legnagyobb kihivést a
vascularis graftok esetében. Annak ellenére, hogy az elmult tobb mint 30 évben intenziv
kutatas folyt eziranyban, tovabbra sincs megbizhaté polymer alapu szintetikus graft,
ami az 5mm-nél kisebb atméréji graftokat illeti.*?*

A bakterialis cellulézt mint lehetséges érpotld anyagot az utdbbi években
kezdték vizsgalni. Magam a giteborgi Wallenberg laboratorium vendégkutatdjaként a
bakterialis celluloz koagulacids viszonyait vizsgaltam. Célunk egy olyan modszer
kifejlesztése volt, amivel megbizhaté és reprodukilhaté modon vizsgalhatok a

kiilonboz6é  felszinek koaguldcios tulajdonsagai. Egyiittmiikodésiink nyomén egy

tarsszerzos cikk szuletett.
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1.6.1. A bakterialis celluloz

A celluléz a Foldon a legnagyobb szamban eléforduld biopolymer, vizben
oldhatatlan és microbialis enzimek altal bomlik le. Tobb kiilonb6z6 organizmus képes
eléallitani: novények, algak, baktériumok. Az Acetobacter genus egyes tagjai,
kiilonosképp az Acetobacter Xylinum szintetizalja és extracellularisan szekretalja a

125 Maga a celluloz linearis nanoméretii D-glukéz fibrillumokbol épiil fel.*?® A

cellulozt.
celluléz fibrillumok halozatos struktirdja nagymértékben hasonlit a kotészovetek
extracellularis matrixban talalhato kollagén felépitésére. '

A bakterialis cellul6z (BC) nem hydrogel a sz6 valodi értelmében, bar gyakran
utalnak erre a magas (99%) viztartalma és a vizben oldhatatlan, de rendkiviil hydrophil
természete miatt. Mivel a BC a fibrillumok tobbségében rendezetlen kapcsolodasabol
¢épiil fel, ez er0s mechanikai tulajdonsagokkal ruhdzza fel az anyagot, ami
kulcsfontossagi a korabban emlitett biomechanikai erék elviselésében és a ruptura
megelézésében a jovobeni érgraftok fejlesztésekor. A BC tetszés szerint alakithato, 3

27" A BC f§ el8nye, szemben a

dimenziés formak, csovek, lapok formalhatok beldle.
mas organizmusok altal szintetizalt cellul6zzal, hogy biogenikus Osszetevoktél mentes

(a novényi cellulozban fellelhetd liginin, pekin vagy arabinan).
1.6.2 Morfologia és felépités

A celluléz szintézise a vizoldékony monoszaharid D-glukozzal kezdddik, ami
extracellularisan termelddik a folyadék/levegd felszinen. A BC glukan lancait szdmos
enzim komplex mintegy kisajtolja magabol, amelyek ezutan a Van der Waals erdk
hatdsara aggregalddnak kb. 1,5 nm széles sub-fibrillumokka. Ezek tovabbalakulnak
mikrofibrillumokka, majd kotegekké (bundles). A koteg-forma egy siirli retikularis
szerkezet, amit hydrogén kotések stabilizalnak. A tapkultira médiumban a kotegek
szalagokkd egyesiilnek, és ezek alkotjdk a celluléz halozatos szerkezetét. A
nanofibrillumok biztositjdk a BC mechanikai erejét és a magas, kozel 99%-0s
vizmegtartd kapacitését.128 A BC morfologidgja a gyartas koriilményeitdl fliggen
valtozik: statikus viszonyok kozott a BC a tdpanyagban gazdag médium felszinén
keletkezik az oxygénben gazdag levegd-folyadék felszinen. A gyartasi technoldgianak
megfelelden a BC két jol elkiiloniilo rétegbdl all: az egyik (belsd) felszin egy kompakt

fibrillum halézat, ami nagyon kevés porust tartalmaz, a masik (kiilsé) felszin egy
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porozus halozatos szerkezet, a két réteg a denzitdsaban kiilonbozik. A gyartési eljaras
soran tobb tulajdonsag befolyasolhato, ideértve a pdérus nagysagat, a felszin vagy a

kiilonbozo rétegek sajatossagait is. 1

1.6.3. A BC mechanikai tulajdonsagai és a biokompatibilitas

Az optimdlis potloanyag, mint ahogy azt a kordbbiakban emlitettiik,
biokompatibilis és megfeleld mechanikai és fizikai tulajdonsadgokat biztosit a sejtek
megtapadasahoz és a szoveti integraciohoz. A BC graftok az allatkisérletek elott
aprolékos mechanikai tesztelésen estek at (burst strength, compliance, tensile strength).
gbrbéje a piacon fellelhetd szintetikus anyagok koziil leginkabb koveti az artéridkét.

A graft integracidja a gazdaszervezetbe kritikus fontossdgii a miiérkutatasban.
Williams a biocompatibilitdst igy definidlja: egy anyag azon képessége, ami a
gazdaszervezet helyénvalo vélaszreakcidja mellett képes ellatni a specialis feladatat."*
Vagyis ebben az esetben a gazdaszervezet helyénval6 valaszreakcidja alatt a graft altal
kivaltott alacsony gyulladdsos ¢€s idegentest reakciot érthetjiik. A BC kivalo integracios
tulajdonsagair6l, a gyulladasos ¢és idegentest reakcid hidnyar6l szamolnak be,
allatkisérletes modellben subcutan®® és carotis pozicioban'® is. Ebbél fakadéan a BC

igéretes érpotloanyagnak tekinthetd.

1.6.4. A bakterialis celluloz mint bioanyag

A bakteridlis celluldz kiilonféle felhasznélasi forméaban fellelhetd az élet szdmos
tertiletén, legyen sz6 akar étkezési adalékanyagokrol, a diétds rostokrol, sziird
membranokrol vagy ultraerés papirrol. Bioanyagként komoly lehetOségeket rejt
magaban a kiilonb6z6 szovetek (testen kiviili) 1étrehozasaban (tissue engineering), igy
tamaszto-, potldaanyagként szolgal a porcépitésben, az érkészitésben (BASYC®), illetve
masod- és harmadfoku égések ¢és gyomorfekély kezelésben, tovabba olyan esetekben,
ahol atmeneti bérpoldé anyag sziikséges (Biofill®, Gengiflex®, XCell®), vagy a

periodontalis szovetek helyreallitasakor hasznalhatod (Gengiflex®). 13313413
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2. Célkituzések:

VI.

A coronaria bypass miitétek soran felhasznalando (friss) human vena saphena

magna morfologiai és biomechanikai vizsgélata.

Az explantalt vena saphena magna 1, illetve 2 héten at normal Krebs-Ringer
(nKR) oldatban, 4°C fokon torténé steril tarolasanak morfologiai hatasai,

tovabba aktiv és passziv biomechanikai tulajdonsagainak vizsgalata.

Az X-VIVO™ 10 médiumban 1, 2, 3, 4 hétig, 4°C fokon sterilen tarolt vena
saphena magna szegmentumok biomechanikai sajatossagainak értékelése, és

ennek Osszevetése a nKR-ben tarolt mintakkal.

A vena saphena magna krioprezervacioja és felolvasztasa soran végbemend
biomechanikai valtozasok Osszehasonlitisa a 4°C fokon tarolt graftok

tulajdonsagaival.

Az kiilonbozd tarolasi feltételek esetén fellépd hisztologiai valtozasok

szisztematikus értékelése, tovabba az érfal makromolekularis permeabilitasanak

crer

A bakteridlis celluléz mint lehetséges érpotlod anyag és a leggyakrabban hasznalt
vascularis  graftok  (pro)koagulaciés  tulajdonsagainak  vizsgalata  és

Osszehasonlitasa 1) modszer kifejlesztése révén.
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3. Modszerek

3.1 A vena saphena magna gyiijtése és tarolasa

A mérésekhez felhasznalt vénakat a coronaria bypass miitétre keriilé paciensektol
gyljtottilk, a mitét befejeztével a kimaradd véna szakaszt — amennyiben az legalabb
40mm hosszu volt — hasznaltuk fel tovabbi vizsgalatainkhoz. Az anyagytjtést, tarolast
és tovabbi biomechanikai, szovettani feldolgozast TUKEB engedéllyel (123/2006)
végeztik.

Osszesen 72 véna szegmentumot vizsgaltunk, amit 32 koszortér miitéten atesett

pacienstdl gytljtottiink. 8 kiillonbozd csoportot hataroztunk meg.

e Friss szegmentumok — a kivétel utan kdzvetleniil mérésre kertiltek.
[friss, n=14/

e Hutott (0-4°C) normal Krebs-Ringer oldatban 1 hétig tarolt mintak.
/InKR-1hét, n=10/

e Hutott (0-4°C) normal Krebs-Ringer oldatban 2 hétig tarolt mintak.
INnKR-2hét, n=8/

e Hutott (0-4°C) X-VIVO™ 1[0 oldatban 1 hétig tarolt mintak.
/Xvivo-1hét, n=8/

e Hitdtt (0-4°C) X-VIVO™ 10 oldatban 2 hétig tarolt mintak.
IXvivo-2hét, n=8/

e Hutott (0-4°C) X-VIVO™ 1[0 oldatban 3 hétig tarolt mintak.
IXvivo-3hét, n=8/

e Hitdtt (0-4°C) X-VIVO™ 10 oldatban 4 hétig tarolt mintak.
IXvivo-4hét n =8/

o Négy hétig krioprezervalt és felolvasztott mintak esetében.

/cryo, n=8/

A normal Krebs-Ringer oldatot a legtobb esetben szallitd és két csoportban tarolo
médiumként hasznaltuk, tovabba a mechanikai tesztelés soran a szervfiirdo
alapOsszetevoje volt. Ennek 6sszetétele mmol/L-ben kifejezve: 119 NaCl, 4.7 KCI, 1.2
NaH,PO,, 2.5 CaCl,, 1.2 MgSO4, 24 NaHCO; 55 glukéoz és 0.02
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).
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Szovetkultira médiumként az X-VIVO™ 10 folyadékot (BioWhittaker,
Walkersville, MD, US, BW04380Q) hasznaltuk, ami egy szérummentes, kémiailag
meghatarozott 0Osszetételli készitmény. Rekombinans, illetve pasztorizalt human
fehérjéket (albumint, transzferrint és inzulint) tovabba fenolvordst és antibiotikumként
gentamicint tartalmaz. A médiumot tobbek kozott csontveldi Ossejtek taroldsara,
szaporitasara alkalmazzak.

A mintakat steril livegedényekben taroltuk gumidugoval Iégmentesen lezarva.
Ezutan kiils6 jeges hiitéssel szallitashoz elokészitettiik, vagy 1-4 hétig hiitve taroltuk.
Az nKR és X-VIVO™ 10 csoportokban a tarolas 4°C fokon tortént.
Ergyogyaszati Klinika protokolljanak megfeleléen végeztik. A mintdkat eldszor
antibiotikum tartalmu Ringer-laktat oldatba helyeztiik, ¢és krioprotektansként
fokozatosan DMSO-t adtunk hozza, mig el nem értiik a végsé 10%-os koncentraciot.
Koriilbeliil 20 perc szobahdmérsékleten tortént equilibratio utin a mintakat a
programozott mélyfagyasztd késziilékbe helyeztiik, és -40°C eléréséig 1°C/perc hiitési
sebességgel, majd ezt kovetden a -150°C hémérséklet eléréséig 5°C/perc hitési
sebességgel fagyasztottuk. Ezutan a mintakat folyékony nitrogéngdzben taroltuk (-140 /
-150°C) négy hétig.

A felolvasztasnal a gyors protokollt hasznaltuk, azaz a mintdkat felolvadasig

szobahémeérsékleten tartottuk, majd azt kovetden 37 °C fokos fiirdébe meritettiik.

3.2. Az in vitro biomechanikai tesztelés

A graftok biomechanikai vizsgdlatokhoz a jol ismert Cox-metodust™*®
alkalmaztuk, a méréseket a Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani Intézet
haemodinamikai laboratoriumaban végeztem.

A vénakat sztereomikroszkép alatti Ovatos prepardlassal készitettik eld a
mérésre, eltavolitva a koto- €s zsirszovetet. Ezutan 37 °C-0s nKR szervfiirdébe
helyeztiik, amiben 95% O, és 5% CO, gazkeveréket buborékoltattunk. Az angiométer
szervfiird6jében a szegment mindkét végét kaniilaltuk, majd az eredeti (relaxalt) hossz
10%-aval nyujtottuk, hogy a fizioldgids in vivo axidlis hosszt szimuldljuk. Az

intraluminalis nyomast egy infizidos pumpa (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)
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¢és egy rezervoir segitségével allitottuk be az adott értékekre. A szegmentum koézepsod
részét egy videomikroszkoppal hoztuk latotérbe, ami egy Leica mikroszkopbdl, egy
Philips analog videdkamerabol ¢és Cole-Palmer szaloptikabol épiilt fel. A szegmentum
képe megjelent a képernydn, majd az egyes mérési pontok kézi bedllitasaval az
érszakasz kiils6 ¢€s bels6 atmérdje mérhetévé valt egy analog minikomputer
segitségével. A kalibraciokat Wild mikrométer segitségével végeztik. A 2. dbra a
mérési berendezést mutatja, a 3. abra a szerviiirdorol késziilt kozeli felvétel, ahol a bal
odali kaniil egy mikroerémér6hoz rogzitett, amit az axialis kezd6 fesziilés beallitasara

hasznaltunk.

2. abra

A mérési berendezés féenykepe.
1-monitor; 2-analog minicomputer,; 3-thermometer; 4-micro erémérd;
5-a szervfiirdo thermostatja, 6-analog videokamera; 7-mikroszkop;
8-az angiométer szervfiirddje; 9-reservoir; 10-szaloptika;
11-digitalis nyomdsméro, 12-infuzios pumpa

Az érszakaszok elsd 1épésben preinkubacion estek at 30 percen keresztiil 10

Hgmm-—es intralumindlis nyomdson. Ezt kovetéen a nyomadst lépésrdl 1épésre 7,5
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Hgmm-ként emeltiik 0-85 Hgmm kozott, minden egyes nyomaslépcsén 2 percnyi
equilibracid utan olvastuk le a kiilsé atmérét jelolé mérési pontok tavolsagat.

A maximalis aktiv kontrakcido elérése érdekében a mérési folyamatot
megismételtilk 10uM norepinephrin jelenlétében, valamint Ca?* mentes Krebs-Ringer
oldatban a teljes relaxaciot kivaltva 150 Hgmm eléréséig. A masodik és a harmadik
mérési folyamatot megeldzte 10 perc 15 Hgmm-es nyomdason torténd eldinkubacid, ahol
a szervfiirdd Osszetételét az eldbb leirtak szerint valtoztattuk. Igy a mérési pontok
regisztraciojat az elso, ill. masodik mérési folyamatban: 0-3-10-18-26-33-41-49-56-64-
72-79-87 Hgmm intraluminalis nyomasértéken, mig a harmadikban ezen kivil: 94-102-
110-117-125-133-140-148 Hgmm nyomasértékeken is elvégeztiik.

Végezetlil nyomdsprobat hajtottunk végre 300 Hgmm-es nyomadson, ¢és

regisztraltuk az esetleges érfali szivargast.

3. abra
Kozeli felvétel az angiométer szervfiirdojérol.
a piros nyilak a graftot rogzito kaniiloket mutatjak, a zéld
nyil a szervfiirdé oxigenizalasat szolgdlo csére mutat
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3.3 Biomechanikai szamitasok

A bels6é atméré méréséhez egy specialis szaloptikat hasznaltunk, de ezt nem
regisztraltuk minden egyes mérési pontnal. Emiatt a belsé atmérd értékére a kiilsd

atméro valtozasaibol kovetkeztettiink, az érfal isovolumetrias tulajdonsagabdl kiindulva.

A tangencialis fesziilést a Frank-Starling egyenldség alapjan szamitottuk ki:
e o=p*ri/h

p az intramuralis nyomas, az r;ja bels6 sugar, a h pedig az érfal vastagsaga.

Kiszamoltuk az inkrementalis disztenzibilitast:
e Dine=AVI(V*4p)
Dinc az inkrementalis disztenzibilitas, 4V a lumen térfogatanak véltozdsa a Ap mértéki

nyomasvaltozasa a V kiindulasi térfogathoz viszonyitva.

Az inkrementalis elasztikus modulust a kovetkez6 egyenlet felhasznalasaval szamoltuk:
o Einc =217 * 1o/ (1’ - 1) * (dp | Aro)
ri és az I, az érfal belsé és a kiilsd sugara, Ar, pedig a kiilsé sugar véltozasa a Ap

nyomasvaltozas hatasara.

A norepinephrinnel végzett mérések soran a 1étrejovo kontrakciot minden egyes
nyomasértéken a belsdé atmérd teljesen relaxalt allapothoz viszonyitott szazalékos
valtozasként értékeltiik.

A statisztikai értékelést egy és kétvaltozos ANOV A-val végeztiik, illetve egyes
esetekben a korrelacios koefficienst is meghataroztunk. A p<0,05 értéket fogadtuk el

statisztikailag szignifikansnak.
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3.4 Morfolégiai moédszerek

A Dbiomechanikai feldolgozas kiegészitéseként a Semmelweis Egyetem

Igazsagiigyi és Biztositas-orvostani Intézetének segitségével a kiilonb6zé moddszer

szerint tarolt mintak rutin szovettani feldolgozasara és értékelésére is sor keriilt. A

szovettani mintdkat 10%-os pufferolt formalinban rdgzitettiik, ezt kodvetden rutin

feldolgozas szerint paraffin beagyazas utdn 4pum vastagsagu metszetek késziiltek.

A metszetek morfologiai értékeléséhez az alabbi festési eljarasokat hasznaltuk:

Hematoxilin—eosin (HE) festés: altalanos, attekintd jellegi festés, a
szOvet minden részét megfesti, nem maradnak festetlen teriiletek. A
hematoxilin a sejtmagokat, bazofil strukturakat kékes, lilas szintire festi,
mig az eosin altalanos citoplazma kontrasztfestést ad, ami halvanypiros,
roézsaszin.

PTAH (phosphotungstic acid haematoxylin): foszforvolframsavas-
hematoxilin festés hasonld szinkontrasztot képez, mint a hematoxilin-
eosin, mivel a foszforvolframsav a szovetek fehérjéihez kotodik.
Kiilonbozd laesiokban fellelhetd fibrin, izomtumorok, idegrendszeri
glidzis kimutatasara haszndljak. Az izomszovetet kékesfeketére, a
kotészovetet halvany narancssargas-rozsaszinre, a fibrint sotétkékre, az
elasztikus rostokat lilara festi.

Trikrom festés: harom kiilonb6z6 festék alkalmazaséaval torténik, ahol az
azokarmin a magot piros sziniire, az alaninkék a kotdszoveti allomanyt
és a kollagént kékre, az orange-G a sejtmagot vOrdsre vagy
narancssargara festi, ¢s halvany narancssarga hattérfestést ad.

Orcein: A rugalmas vagy elasztikus rostok a kollagén rostoknal joval
vékonyabb, kozel egyenletes vastagsag rostok, amelyek rutin festési
eljarasokkal nem festhet6k, specialis, resorcin-fuchsin vagy orcein
festéssel tehet6k lathatova. Rugalmas rostok a kotdszovetekben
mindenhol el6fordulnak, kiilondsen ott, ahol a szervek miikodés kozben

erds alakvaltozason mennek keresztil.
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A morfologiai értékelésen til célul thiztiik ki a kiilonb6z6é koriilmények kozott
tarolt érgraftok szoveti intaktsaganak vizsgalatat. Ennek fontos funkciondlis jellemzdje
vizsgalhato.®’ A Ferrlecit® natrium-vas (I11)-glikonat komplex forméjaban
forgalmazott vasp6tld készitmény, stabil makromolekuldris komplex, aminek gél
kromatrografiaval mért molekularis tomege 289,000-440,000 Dalton kozé esik. A
komplex negativ toltésii, szabad Na* ionokat tartalmazé alkalikus oldatban, az oldat a

mélyvorods szine a vas-oxid kotésekbol adodik.

[N&FEQOg(CeH1107)(C12H22011)5] n=200

A lugos kémhatasu, magas (20%) sucrose tartalmu vizes oldat 12,5 mg/ml elemi vasat
tartalmaz natriumso-szénhidrat komplex formaban. Tartalmaz tovabba 9 mg/ml benzil-
alkoholt, mint inaktiv alkotorészt.

A kiilonb6z6 csoportokbol valo festeni kivant specimeneket szobahomérsékleti
25%-os Ferrlecites fizioldgias sooldatba meritettiik, és 60 percen keresztiil inkubaltuk,
majd fiziologias sooldattal torténd Oblités utan — a koradbban leirtak szerint — 10%- 0s

pufferolt formalin oldatban régzitettiik.

o Perls-féle berlini-kék reakcio: Fe'* (ferri)-ionok kimutatasa hasznalatos
érzékeny reakcid. Perls 1867 oOta hasznalt eljarasaval a sejtekben kotott
formaban organikus molekuldkba épiilve eléforduld ferri ionok sarga
vérlugsoval (kalium-hexacianoferrat-11) sotétkék csapadékot, azaz
berlini-kéket (vas-l1l-hexaciano-ferrat) képezve reagalnak. A ferri ionok
kimutathatdsaganak eldfeltétele, hogy azokat a reakcioba vitel eldtt fel
kell szabaditani a szerves kotéseikbdl, ezért a metszeteket 10%-0s HCI-

ben elokezeltiik.
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3.5 Koagulacios vizsgalatok konvencionalis vascularis graftokon és a

bakterialis cellulozon: a thrombin és az aktivalt XII. faktor

keletkezésének mérése

A munkank soran olyan 0j metodust fejlesztettiink ki, amely alkalmas a
vascularis graftok (pro)koagulans tulajdonsagainak vizsgalatara, valamint a bakterialis
celluldz és a leggyakrabban hasznalt graftok PET (Dacron®) és ePTFE (GORE-TEX®)
felszini tulajdonsagainak Osszevetésére. Ehhez a thrombin termelédési modszert

138

(thrombin generation assay) ™ modifikaltuk, adaptaltuk, hogy a felszin-indukalt

koagulaciot mérhessiik. Tovabba egy vizualizacids metddussal, a vizsgalt felszinen
meginduld koagulacios folyamatok lathatova tételére és  kiértékelésére egy
egyszerusitett szinkodolt mddszert alkalmaztunk.

A valasztott graftokbol 7 mm atmérdjii korlapokat vagtunk ki, amelyeket 96
lyuka lapos alju enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) talcakba helyeztiik a
luminalis felsziniikkel felfelé. A vizsgalni kivant felszineket egy el6kezelt gytriivel a
fenékhez rogzitettiik. A mérések soran gumi és szilikon gytriiket teszteltiink, melyeket
vagy a Corline médszer™® szerint el6kezeltiink, vagy vékony vaseline réteggel vontunk
be. A thrombin képz6édési kisérlet a Hemker altal korabban leirt metddus szerint

tortént,

azzal a kiilonbséggel, hogy itt nem alkalmaztunk hozzaadott szoveti faktort
vagy foszfolipid aktivatort, hanem a jelen levd érpotld anyag egységnyi felszine

aktivalta a koagulaciot. A vizsgalatra elOkészitett ELISA talcat a 4. abra szemlélteti.

Dac Dac Dac Dac Dac Dac

I ePTFE | ePTFE | ePTFE | ePTFE | ePTFE | ePTFE
| Bc | Bc | Bc | Bc | BC | BC | BC | BC | BC | BC | BC | BC
I Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac Dac
IePTFE ePTFE | ePTFE | ePTFE | ePTFE ePTFE | ePTFE ePTFE ePTFE | ePTFE | ePTFE | ePTFE

I BC  BC BC  BC

i Oring | Oring Oring | Oring

Empty | Empty Empty | Empty

Oring-graft felszin nélkiili kezelt rogzité gyiirii, Empty-iiresen hagyott

4. abra

Az ELISA talcak elokészitésének vazlata.
A vizsgalni kivant graft felszinek: Dac-(Dacron®), ePTFE, BC,

fehér-vazelin, sarga-heparin elokezelt gytiriivel tortént rogzites,

a négy szin a 4 egészséges onkéntes plazmamintdjat jelzi
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Minden mintahoz 80 pl centrifugalt vérplazmat (platelet-free plasma — PFP) és
20 ul foszat pufferolt soéoldatot (phosphate buffered saline PBS) mértiink. Minden
mintdhoz tartozott egy kalibracid is, ami 80 ul PFP és 20 pl Thrombin Calibrator
(Throbinoscope BV, Hollandia) egyiittesébdl tevédott 6ssze. Ezeket és a kontrollként
hasznalt, graftfelszin nélkiili, kezelt gumigytrit tartalmazo mintakat is egyiit futtattuk.
A thrombin termel6dés meginditasahoz Fluo-puffert (Throbinoscope BV) fluoreszcens
szubsztrattal Z-Gly-Gly-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Switzerland) kevertiink 6ssze
DMSO-ban, majd ebbdl a keverékbdl 20 pl adtunk minden egyes mintdhoz. Minden
mérésnél 3-szoros mintaszammal dolgoztunk. A keletkezé thrombin mennyiségével
aranyosan valtozott a mérhetd, hasitott szubsztrdt mennyisége. A fluoreszcenciat
spektrofotométerrel (excitacio:390nm és emisszio:460nm hullamhosszértéken) mértiik
20 masodpercenként, 37 °C-on. Meghataroztuk a thrombin keletkezés megindulasaig
eltelt id6t (lag time), az endogén thrombin potencialt (ETP), azaz Gsszes keletkezett
thrombint, amit a kapott gorbe alatti teriilet szamolasaval kaptunk. Meghataroztuk
tovabba a thrombin keletkezésének maximalis sebességét (peak) és az addig eltelt id6t

(time to peak). A mért illetve szamolt paramétereket az 5. dbra szemlélteti.

160
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5. abra

A thrombogram a thrombin keletkezésének idobeni lefutasat mutatja
egysegnyi feliiletii vizsgalt graftok jelenléte mellett az ido fiiggvényében
lila-ePTFE, z61d-BC, piros-Dacron®, sziirke-referencia
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Az elébbiekben leirt modszerrel mértiik a graftfelszinen keletkezd aktivalt XII
faktor mennyiségét is, azzal a kiilonbséggel, hogy itt a fluorescens szubsztrat Boc-GlIn-
Gly-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf,Switzerland) volt, amit hasonl6 médon DMSO-ban
keverve adtunk a citratos PFP-hez. Ennél a mérési sorozatnal 4-szeres mintaszammal
végeztiik a fluorometrids mérést.

A kilonbozd  graftfelszineken  indukalt koagulacid6  mérésére  és
Osszehasonlitdsara a korabban leirt modszer szerinti véralvadas lathatova tételével nyilt
lehet6ségiink.™®  fgy a koagulacié iniciativ, illetve propagaciés fazisanak
Osszehasonlitdsa is megvalosult.

Annak érdekében, hogy a 4,5 ml-es spektrofotometrias (polymethylmethacrylate
-PMMA) kiivettaba (Kartell, Italy) toltott vérplazma (PFP) kizarolag a graft luminalis
felszinével érintkezhessen, a szerzd altal tervezett acélrogzitOket készittettiink. A
rogzitéket 0,1% (w/v) poly-L-lysine vizes oldattal (Sigma-Aldrich) kezeltiink a gyartod

leirasa szerint, ezzel elkeriilve a koagulacio acélrdgzité altali aktivalasat.™*! (6. dbra)

6. abra
Kezeletlen(bal) és poly-L-lysine kezelt(jobb)
acélréogzitok vérplazmaban.

Els6 1épésként a PFP Kkalciumtartalmanak visszaallitasa tortént CaCl,
hozzaadéasaval a 17,4 mM végsd koncentracioig, ezt kovetden 2 ml plazmat mértiink
minden kiivettaba. A kiivettakat fehér fényt kibocsaté LED lapasorral vilagitottuk meg

alulrél.
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Digitalis fényképezdgéppel frontalis un. time-lapse felvételeket készitettiink
parhuzamosan az Osszes vizsgalt mintardl 15 masodpercenként Osszesen 200 percen
keresztiil. A regisztraciot 37 °C-on végeztiik. A képeket ezutan szamitogépre atvittiik és
szekvenciat (gyorsitott felvételt) készitettiink beldle. A koagulacio detektdlasat a
vérplazmaban jelentkezd fényintenzitas erésodés alapjan végeztiik, ami az oldhatatlan
fibrin halézat mennyiségével volt ardnyos. A fényintenzitds alapjan egy egyszerisitett
szinkodolas tortént, igy lathatova téve a koagulacid térbeli és idObeli eloszlasat. Az
egyes fényképek analizisével szamoltuk a felszini koagulacios id6t (iniciativ), majd ezt

A legtobb koagulacios folyamatot vizsgald metddus a véralvadast mértékét egy
térfogatra vonatkoztatva vizsgalja, figyelmen kiviil hagyva, hogy hol kezdddott az
aktivacio, illetve hogy abbdol a pontbol milyen kinetikaval tortént a véralvadas
propagécioja. A fent leirt mddszerrel ezek jol meghatarozhatdk, és fontos informacidval
szolgalhatnak a tovabbiakban a vér és az idegen felszinek interakcidjanak
vizsgalataiban. A 7. dabra a time-lapse fényképezésre eldkészitett kiivettakat abrazolja,

a harom vizsgalt érpdtloanyag beillesztése és rogzitése utan.

7. abra
PMMA kiivettak mérésre elokészitve balrol jobbra:
PET (Dacron®), BC, ePTFE(GORE-TEX®™)
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4. Eredmények

4.1 A vena saphena magna biomechanikai valtozasai

A tarolas soran bekovetkezd eltéréseket az aktiv és passziv biomechanikai
tényezok valtozasan keresztiil kovettiik nyomon, illetve értékeltiik.

A nKR-ben 4°C-on tortént tarolas tagulast idézett eld az ellazult (relaxalt)
allapotban 1év6 érszegmentekben, ugyanakkor a falvastagsag nem valtozott. A 8. dbra a
kiilonboz6 ideig mas-mas médiumban tarolt friss, illetve krioprezervalt mintak nyomas-

atmérd gorbéit mutatja.
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8. dbra

Eltéré modon tarolt VSM szegmentumok geometriai tulajdonsdgainak valtozasai kiilonbozo
osszehasonlitasokban, a szegmentumok belsé sugar — intraluminalis nyomas jelleggorbéi alapjan.
a, friss, 1,2 hét nKR tarolt és krioprezervalt mintak jelleggorbéi.
b, friss és kiilonbozo ideig X-VIVO™]10 oldatban tarolt mintak jelleggorbéi
¢, kiilonbdz6 oldatokban 1,2 hétig tarolt graftok jelleggdrbéinek dsszehasonlitasa
(kétvaltozos ANOVA **p<0,01***p<0,001)
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Mind az nKR-ben tarolt atméré-novekedés, mind a krioprezervalt mintaknal
mért kisebb szegmentatmérd a friss (kontroll) csoporthoz képest szignifikans (p<0,001)
eltérést mutatott: A kontroll csoport belsé atméréje 1,70 £ 0,12 mm volt 10 Hgmm
nyomasértéken, mig a tarolasi idoszak végére nKR oldatban 1,98 + 0,15 mm-re
emelkedett. (8/a. dbra) Ugyanakkor a falvastagsaguk nem valtozott szamottevoen. (9/a.
abra) Mérsékelt, de statisztikailag szignifikdns csokkenés mutatkozott az izobarikus
disztenzibilitds (8.9 + 1.3 x 10° szemben 4.9 + 1.9 x 10° 1/Hgmm) tekintetében
kéthetes tarolas utan. (9/b. dbra) Ugyanakkor az elasztikus modulus valtozatlan maradt.
(9/c. abra) A maximalis koncentracioju norepinephrinnel kivaltott kontrakcios képesség
kozel teljes mértékben megsziint 1 hetes nKR oldatban végzett tarolds utdn a friss
szegmentumokhoz viszonyitva, 1.6 + 0.8%-ra csokkent a kiinduldsi 10.1 + 1.5%

értékrol, p < 0.01.
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9. abra
A falvastagsag és a véna graftok elasztikus tulajdonsdgainak valtozdsai
kiilonbozo tarolasi feltételek esetén.

a, A falvastagsag értékei 10 Hgmm intraluminalis nyomason

b, Inkrementalis disztezibilitas 15 Hgmm intraluminalis nyomason

¢, Inkrementalis elasztikus modulus logaritmusa 15 Hgmm intraluminalis nyomason
Friss, 1 és 2 hétig 4 °C nKR-ben (1nKR, 2nKR), 1,2,3 és 4 hétig 4 °C X-VIVO™ 10-ben tarolt (1XV, 2XV,
3XV, 4XV), ill. krioprezervalt (cryo) mintak esetén. (egy valtozos ANOVA *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

statisztikai differencia a korrelacios koefficiens szignifikancia szintjében #p<0,05; ##p<0,01)
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Felolvasztas és inkubacio utan a krioprezervalt mintdik csokkent lumen atmérot
és megnovekedett falvastagsagot mutattak (586 + 56 um), szemben a kontroll
csoportban mérttel (408 + 17 um, p<0.01) relaxalt szegmentumok esetén, 10 Hgmm
intraluminalis nyomason. Ezek a mintak elasztikus tulajdonsagaikat jorészt megorizték

¢és a kontrakcios képességiiket sem vesztették teljesen el. (9/a. és 10/c. abra)
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10. abra
Kiilonbozo modon tarolt VSM szegmentumok kontrakcios

tulajdonsdgainak valtozasa két nyomasszinten
a, 10 Hgmm intraluminalis nyomason; b, 50 Hgmm intraluminalis nyomason
Friss,1 és 2 hétig 4 °C nKR-ben (1nKR, 2nKR), 1,2,3 és 4 hétig 4 °C X-VIVO™ 10-ben tarolt (1XV,
2XV, 3XV, 4XV), ill. krioprezervalt (cryo) mintak esetén. (egy valtozos ANOVA *p<0,05;
**p<0,01; statisztikai differencia a korrelacios koefficiens szignifikancia szintjében #p<0,05)

A szovetkultura médiumban tarolt vénaszakaszok biomechanikai tulajdonsagai
szignifikansan kiilonboztek az nKR oldatban tarolt szegmentekétdl. A tarolas kezdetén
atmérd csokkenést tapasztaltunk, szemben az nKR oldatban tarolt szegmentumok
dilatatiojaval. Az X-VIVO'™" 10 tapfolyadékban torténd tarolds a lumen méretét a 2-4
hét kozott nem befolyasolta (8/b. és 8/c. dbra). Figyelemre méltd, hogy a passziv
nyomdasgdrbe 2 hét tarolas utan is majdnem tokéletesen egyezett a friss szegmenteknél
nyert gorbékkel. (8/b. dbra) Ezeknél a mintaknal, ellentétben a mélyfagyasztott

szegmentumokkal, a falvastagsag fokozatosan csokkent a tarolasi id6 eldérehaladtaval (a
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korrelacios koefficiens szignifikancia szintje p < 0.01). Szemben az nKR oldatban tarolt
graftokkal, a TCM-ben tarolt mintak elasztikus tulajdonsagainak valtozasa nem ért el
statisztikalag szignifikans szintet.

Megallapitottuk azt is, hogy az X-VIVO'™" 10-ben tarolt szegmentumok relative
jol megérizték a kontrakcids képességiiket: ugyan a tarolds soran ez folyamatosan
csokkent, de a megfelel6 nKR szegmentekhez viszonyitva szignifikdnsan jobb
kontrakcios képességet Oriztek meg (p<0,05), mind 10 Hgmm, mind 50 Hgmm
intraluminalis nyomasértéken. (10/a. és 10/b. dbra)

A tarolasi vizsgalatokkal kapcsolatos tapasztalataink alapjan elmondhat6, hogy
az elsé néhany (5-10) tajékozodd biomechanikai tesztelés soran nyilvanvalova valt,
hogy nehéz lesz 6sszehasonlithat6 adatokat gytijteni. Ennek magyaréazata, hogy az egyes
paciensektdl szarmazd graftok nagyban eltérd eredményeket mutattak geometriai és
biomechanikai tulajdonsagaikat tekintve. Az egyéni kiillonbségeket kikiiszobolendo, a
kontroll (friss) csoportot Ugy hatdroztuk meg, hogy nagyobb esetszam legyen, mig
azoknal a csoportoknal, ahol a kontinuitds feltétele volt a mérési eredmények
Osszehasonlithatésaganak az 1nKR 1ill. 2nKR tovabba a 1XV — 2XV — 3XV — 4XV
csoportokban azonos donort6l szdrmazo mintakkal dolgoztunk, de ugyanez igaz volt a
szOvettani mintakra is. Ez értelemszeriien megnehezitette a munkat, mert ritkan kertilt ki
a mutébdl ilyen hossziisdgi kimarad6 graft, ugyanakkor a biomechanikai, illetve
szovettani Osszehasonlithatosag érdekében esszencialis volt.

Tovabbi nehézséget, ill. problémat jelenthet, ha a graft inficidlodik, ami
torténhet a kivétel alatt, vagy a miitét végeztével, amikor a mitésnd kiadja a maradek
graftot, esetleg a taroldo edények nem megfeleld kezelésébdl adodoan. A mi tarolési
gyakorlatunkban egyszer fordult el (gombas) fert6zés, igaz a tarolas kezdetétdl
szamitott 2 honap elteltével. A kérdéses specimen jol elkiiloniilt a tobbi mintatol, 1évén

az X-VIVO™ 10-ben talalhato fenolvérds szine is elhalvanyult, jelezve a pH véltozast.
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4.2 A szovettani feldolgozas

Morfologiai analizis tortént friss anyagon 1, illetve 2 héten at 4 °C-o0s nKR-ben
tarolt mintak esetén, és protokoll szerint krioprezelvalt (négy hétig folyékony nitrogén
gbzben tarolt) és felolvasztott minték esetén, tovabba X-VIVO™ 10 tapfolyadékban 1, 2,

3 és 4 hétig tarolt vena saphena magna szegmentumok esetében.

11. dbra
Két betegbol A (a,c) B (b,d) szarmazo friss vena saphena magna HE festéssel.
A nyillal jelolt helyen jol lathato a vénafal jelentbsen eltéro falvastagsdga.
4x-es (a,b), és 40x-es (c,d) nagyitas

A vizsgalt véndk nagy egyéni kiilonbségeket mutattak, donté tobbségiikben az
intima kiszélesedése volt megfigyelhetd mar a friss mintdknal is. A vénafalakban
kezdett6l fogva megfigyelhetd volt a fibrotikus-kotészovetes atalakulas is.

Az erek morfologiai analizise kétféle oldatban Kivitelezett tarolas és a fent leirt
festés(ek) utan tortént, ahol az id6 fliggvényében jellegzetes szoveti jelek, elvaltozasok
alakultak ki az érfal karosodasat mutatva. Tovabba az id6 fiiggvényében a rugalmas
rostok karosodasa, toredezése is jol kovethetd volt. Az értékeléshez hasznalt festési

eljarasokat a 11-74. dbra mutatja be friss mintak esetében.
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12. dbra
Két beteghdl A (a,c) B (b,d) szarmazo friss vena saphena magna
PTAH festéssel (a,b), illetve trikrom festéssel (c,d)
4x-es nagyitasban

13. dbra

Két betegbol A (a,c) B (b,d) friss vena saphena magna orcein festéssel
Szembetiind az intima (nyilhegyek kozt) gocos kiszélesedése
4x-es (a,b), illetve 10x-es nagyitasban (c,d)
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14. abra
Ugyanazon betegbdl szarmazo friss vena saphena magna (hosszmetszet)
HE (a), orcein (b), PTAH (c) és trikrom festéssel (d), 10x-es nagyitdasban.
Az intima kiszélesedett(csillag), a lamina elastica interna egyenetlen(fekete nyilak).
A tunica medidban a simaizomsejetek kozott kotoszovet szaporulat lathato(piros nyilak).

15. dbra
Berlinikék pozitivitas az intimaban és a media felso kézépso rétegében,
63X-0S nagyitasban.
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16. dbra

Mélyfagyasztott és felolvasztott VSM mintak keresztmetszeti képe
HE (a,b); orcein (c,d); PTAH (ef), trikrom festéssel (g,h) 10x és 20x-os nagyitdsban.
Az intima kérkorosen kiszélesedett, benne fibrotikus plakk, az izomréteg vizenydsen
fellazult, az izomsejtek kozott enyhe fibrosis lathato.
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17. abra
Ugyanazon betegtdl szdrmazé X-VIVO™ 10 —ben 1 hétig (a),2 hétig (b), 3 hétig (c),
4 hetig (d) tarolt graftok keresztmetszeti képe HE festéssel 20x-os nagyitasban.
A tarolas elorehaladtaval a media egynemiisodik, a sejtmagok szama csokken, az
oedema mértéke a teljes tarolds soran alacsony maradit.

18. abra

NKR oldatban 1 hétig tarolt vena saphena szegmentumok keresztmetszete
HE festéssel (a), és berlini-kék reakcioval (b) 20x-0s (@) ill. 40x-es (b) nagyitdisban
Fibrotikus plakk az intimaban, enyhe vizenyé a medidban, berlini-kék pozitiv szemcsék
az intimdban és a tunica media felsd rétegében.
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A morfologiai vizsgalatkor értékeltiik az endothel belfelszint (tunica intima), a
lamina elastica internat, a simaizom réteget (tunica media), illetve az intramuralis
oedema fokat.

A friss mintaknal altalanossagban elmondhatd, hogy az intima gocosan enyhén
kiszélesedett, egy esetben rekanalizalodod plakkot is megfigyeltiink. A lamina elastica
elasztikus rostok szdma megnovekedett, az oedema mértéke enyhe volt. Berlini-kék
reakciot csak egyes esetekben tapasztaltunk. (11-14. dbra)

A nKR oldatban 1 ¢és 2 hétig hiitve tarolt mintdk esetén az intima gbdcosan
enyhén vagy mérsékelten kiszélesedett. A rugalmas lemez 1 hét utin egyrétegii
hulldmos morfoldgiat, mig 2 hét tarolas id6 utan, tobb helyen toredezettséget mutatott.
A tunica media szerkezete fellazult és benne a simaizomsejtek megnyultak, az oedema
mértéke enyhe vagy mérsékelt volt. A mintdk tobbségében értékelhetd enyhe illetve
mérsékelt berlini-kék reakciot tudtunk kimutatni 1 hetes nKR tarolds utdn a tunica
intimaban, ami a 2 hétig tarolt mintdknal mar a mélyebb simaizomrétegben is
kimutathatova valt. (15. és 18. dbra)

A mélyfagyasztott és felolvasztott vena specimenek esetében az intima
korkorosen, egyenetleniil kiszélesedett, benne helyenként fibrotikus plakkokkal. A
rugalmas lemez helyenként toredezett. A tunica medidban vizenydsen fellazult
szerkezetet és az izomsejtek kozott enyhe fibrosist talaltunk. (16. dabra)

Az X-VIVO™ 10 tapkultariban hiitve tarolt szegmentumok esetén az intima
gbcos enyhe kiszélesedést mutatott 1, 2, 3 és 4 hét elteltével is. A lamina elastica interna
mar 1, illetve 2 hetes tarolas utan hullamos, helyenként toredezett morfoldgiat mutatott,
ami 3, illetve 4 hét utan egyre halvanyabban fest6dott és nehezen volt elkiilonithet. A
tunica media egynemiis6dd szerkezetet és halvany festddést mutatott az 1, 2, 3 és 4
hetes tarolas utdn is, a tunica medidban az oedema mértéke mérsékelt volt. Pozitiv

berlini-kék reakciot tapasztaltunk tobb vizsgalt mintaban is. (17. dbra)
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4.3 Koagulaciés vizsgalataink konvencionalis vascularis graftokon és a

bakterialis cellulozon

A thrombin keletkezés tekintetében azt tapasztaltuk, hogy a BC ¢és az ePTFE esetében
szignifikansan (p<0,001 n=13) hosszabb volt a thrombin keletkezéséig eltelt 1do
szemben a PET mintdkkal. A csucskoncentracio eléréséig eltelt ido vizsgalatakor
ugyanez mutatkozott. Tovabba a BC mintak esetén tapasztaltuk a legalacsonyabb
thrombin csticskoncentraciot (Peak). Kismértéki, de szignifikdns (p<0,05) kiilonbséget
talaltunk a PET ¢és az ePTFE kozott, ahol az ePTFE mutatta a magasabb
csucskoncentraciot a thrombin keletkezés tekintetében (Peak). Az Osszes keletkezett
thrombin mennyiség (ETP) tekintetében szignifikans (p<0,05) kiilonbséget csak a BC és
a PET mintdk kozott taldltunk. Megjegyzendd azonban, hogy a kiilonb6zd
Oonkéntesektol szarmazo vérplazma miatt variaciok eléfordultak a Peak és az ETP

tekintetében. A 19. és a 20. abra a szignifikans 6sszefiiggéseket mutatja.
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19.abra
A thrombin keletkezési kisérlet soran a centifugalt vérplazma egységnyi felszinii graftfelszinne reagalt
(PET, ePTFE és BC). A paraméterek koziil a lag time és a time-to-peak (ttpeak) szignifikdinsan
hosszabbnak bizonyult az ePTFE és a BC felszin esetén dsszevetve a PET felszinnel.
A merési eredményeket az atlag + egy SD formaban dabrazoltuk.
*p<0.05 **p<0.01, ***p<0.001, n=13.
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A keletkezett thrombin csucskoncentracioja a PET és az ePTFE felszinek esetén
szignifikansan magasabb volt, mint a BC esetén. Az endogén thromin potencial
(ETP) csak a PET és a BC felszin kozott mutatott szignifikans kiilonbséget.

A mérési eredmeényeket az atlag + egy SD formaban abrazoltuk
*p <0.05 **p<0.01, **p<0.001,n=13.

Azoknal a mintdknal, amelyeket heparinnal kezelt gumigytirivel rogzitettiink, az
immobilizalt heparin nagyon erés gatld hatast fejtett ki. Igy a thrombin-keletkezés
alacsony szintje miatt a Thrombinoscope szoftver nem tudta értékelni, ezért a
fluoreszcencia atlagos emelkedési iitemét szamoltuk 60 perces idészak alatt. E szerint a
PET anyag jelenlétében nagyjabol 5x gyorsabban megy végbe a thrombin keletkezése
Osszevetve az ePTFE (p<0,001) vagy BC (p<0,001) graftokkal, amelyek kozott nincs

szignifikans kiilonbség.

50



DOI:10.14753/SE.2014.1959

=
=
—r

(&)

5..
2- —
= 1=
= =
£ £
) [T
g c
5 g
g £
H 5 3
= =
= =4
s 1 N
2 =
& g 2
g &
& =
£ %
L = T
E 3
£ i
=
0 - o -
%
& & & & & ¢ @
& & #

(e

21.abra
A thrombin (a) és az aktivalt XII faktor (b) keletkezésének iiteme
60 perces méreési idoszak, heparin kezelt gumigyiiriis rogzités

Az aktivalt XIla faktort, az intrinsic véralvadasi ut kezd6 enzimének keletkezését is
mértiik kiilonboz6é graftmintdk felszinén az eldzdekkel megegyezé modon. A harom
tesztelt anyag koziil a PET felszin aktivalta legnagyobb mértékben a XII faktort, mig az
ePTFE (p=0,011) sokkal alacsonyabb aktivaciés iitemet mutatott és BC (p=0,001) a
legalacsonyabbat.

A vérplazmaban az “idegen” graftfelszin hatasara beinduld véralvadasi
folyamatok vizsgalatdt és  Osszehasonlitasat, technikailag egyszerli, optikai

képrogzitéssel és szamitdgépes kiértékeléssel végeztiik.
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22. dbra
A véralvaddas lathatova tétele:
Reprezentativ szinkodolt time-lapse képek a véralvadds idébeni lefutdsarélPFP-ben,
a kiivetta bal oldalan helyezkedik el a vizsgalt felszin (PET,ePTFE,BC)
A szinkodolas a fibrinhalozat denzitasan alapszik.

A 22. abradrdl egyértelmiien leolvashatd, hogy a harom vizsgalt felszin koziil a
PET esetében indult meg leghamarabb a véralvadéas. Mig az ePTFE esetén a koagulacio
aktivacidja lassabbnak bizonyult a BC-hez képest, addig a propagacios fazis
tekintetében ennek ellenkezdje figyelhetd meg, ami nagyon gyorsan ment végbe a
plazmatérfogat egészében. Az is lathato, hogy a BC esetében — szemben a masik két
vizsgalt felszinnel — a 160 perces vizsgalati id6 alatt is maradt a kiivettdban egy
rész(térfogat), amelyben a véralvadas nem mutatkozott.

A graftfelszinen meginduld véralvadas (iniciativ fdazis) mérési eredményei,
illetve a kalkulalt felszini koagulacios id6 eredményeit a 23. dbra mutatja (n=6). Az
egyes potloanyagokra vonatkozd értékek novekvd sorrendben (atlag + SD) a
kovetkezéek: PET (27 + 8 perc) < BC (46 + 9 perc) < ePTFE (61 + 21 perc).

A véralvadas eldrehaladésat (propagdacios fazis) hasonloképpen értékeltiik, ahol
a fibrin megjelenésének sebességét dsszesen négy, a behelyezett grafttol szamitott 0,5
mme-es szakaszon at mértilk az Osszes vizsgalt felszin esetén (n=6). Az eredmények a
propagacids fazis dramai gyorsasadgat mutattdk ePTFE esetén, szemben a PET és a BC

felszinekkel. Ezen eredményeket szemlélteti a 24. abra.
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23. dbra
Felszini alvadasi ido PET, ePTFE és BC esetén.
6 kiilonbozo egészséges onkéntes donor vérplazmdjabol.
Az ertékek abrazolasa atlag + SD szerint lathato.

I PET T
| Imm ePTFE
BC
T 1 T l
0.0-0.5 0.5-1.0 1.0-1.5 1.5-2.0

Distance from activating material sample {(mm)

24. abra
Véralvadas eloremenetelének mértéke (propagacios rata)

0,5 mm-es intervallumokban PET, ePTFE és BC graft eseten.

6 kiilonbozo egészseges onkéntes donor vérplazmajabol.
Az ertékek abrdzolasa atlag + SD szerint lathato.
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A koagulacios vizsgalatokban mind a thrombin, mind az aktivalt XII faktor keletkezése,
valamit a koagulacid vizualizacidja soran kapott eredmények tekintetében is
reprodukalhat6 adatokat kaptunk, amelyek a modszer hatékonysagat bizonyitjak. A BC
mint bioanyag koagulacidé szempontjabol az ePTFE-hez hasonl6 profilt mutatott, ami

igéretessé teszi a BC — mint leendd érpotldanyag — tovabbi vizsgélatait.

5. Megbeszélés

5.1 A tarolas soran végbemenoé biomechanikai valtozasok

A frissen explantalt autolog vena saphena magna szegmentum az ,.elséként
valasztando” graft a legtobb cenrtalis €s periférids verdérpotlas esetén. Tarolt allogén
homograftok valaszthatd alternativat kinalnak, amikor nincs sajat elfogadhatdo minéségii
vagy méretli explantalhaté vena saphena magna. Ez a helyzet elallhat reoperaciok,
fertdzott alsd végtag, fertdzott aorta miitéteknél, egyes gyermekszivsebészeti
beavatkozasok esetén, és trauma vagy tumor miatt végzett artérias rekonstrukcio esetén,
etc.

A mélyfagyasztas és a (rovid ideig) fiziologids sooldatban torténd hiitve tarolas

142

elfogadott a VSM prezervalasara, ugyanakkor korantsem problémamentes.” Bar a

mélyfagyasztott artériak (Javarészt) megorzik a viszkoelasztikus

143,144,145,146

tulajdonsagaikat, az eljaras soran jelentds sejtkarosodast szenvednek el. A

foszfat pufferolt sooldatban 4°C fokon hiitve tarolt érgraftok esetén elfogadhato a

147 (patency rates), de az endothel sejtek NO termeld képessége

nyitvamaradasi arany
mér 60 perc multan megsziinik'*® és az érszakasz kontraktilitisa is lecsokken 4 ora
maltan'®®. Az endothel réteg 3 nap alatt teljesen levalik**. Négy hét hiitve tarolas

teljesen acellularis graftot erdményez. ™

Szamos, a hiitve tarolas javitasara iranyuld torekvés kertilt napvilégra.142’148

Galambos és mtsai, 213

metil thiazol tetrazolium (MTT) redukciés teszttel
bizonyitottdk a véna allograftok magasfoku életképességét, akar 6 heti szovetkultira
médiumban torténd hiitott tarolas utan is. Sajat munkank ezen gondolatmenet egyenes
folytatdsaként a szovetkultira médiumban tarolt véna graftok biomechanikai
tulajdonsagaira iranyult, 1évén az aktiv és passziv biomechanikai tulajdonsagok fontos

meghatarozoi a graft beiiltetés utani funkcidjanak és tovabbi sorsanak. Kisérleteinkben a
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vena saphena magna taroldsara vonatkozoan, célul tliztilk ki a passziv geometriai és
rugalmassagi tényezok, illetve az aktiv kontrakcidos képesség 0Osszehasonitasat
kiilonboz6 ideig torténd 4 °C fokon végzett tarolas esetén fizioldgids sooldatban ¢€s
komplex szovetkultira médiumban. Ezen felil a méréseket mélyfagyasztott ¢és
felolvasztott mintakon is elvégeztiik.

Tételes biomechanikai vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a huméan vena saphena
érszegmentumok enyhe morfologiai dilatatiot, csokkent disztenzibilitast, €s a simaizom
funkcio teljes hianyat (elvesztését) mutatjak 1-2 hetes 4°C-0s soéoldatban (nKR) t6rténd
tarolds utan. Azoknal az érszakaszoknal, amelyeket 4°C-0s tapoldatban (TCM)
taroltunk, valtozatlan lument és enyhén csokkent falvastagsagot tapasztaltunk, mig
kontraktilitasuk részben megmaradt. A krioprezervalt vénak fala megvastagodott és
lumeniik szlikiilt, elasztikus tulajdonsagaik megmaradtak, mig kontraktilitdsuk
magasabb nyomason elveszett. Az érfal az Osszes szegmens esetében megfeleld
szakitoszilardsaggal rendelkezett és kiallta a nyomasprobat, amelyet 300 Hgmm-es
intraluminalis tesztnyomason végeztiink, azért hogy az artérias rendszerbe iiltetéskor az
implantalt vénara haruld nyomast biztosan kiallja.'

Erdekes megfigyelés, hogy mig a hideg séoldatban tarolt mintiknak az atmérdje
szignifikdnsan nott, addig falvastagsiguk nem valtozott szdmottevien a friss
graftokéhoz képest. Ennek vélhetd magyarazata, hogy két folyamat, az erek tonusanak
csokkenése kovetkeztében kialakuld cikumferencialis (és feltehetleg longitudinalis)
megnyulds, és az érfal tunica medidjdban létrejové 6démas elfajulds parhuzamosan
zajlik. A mérési folyamat sordn igy a cirkumferencialis megnyulds miatt varhato érfal
vastagsag csokkenését a novekvo intramuralis oedema kompenzalja.

Megallapithatjuk, hogy az eltér6 tarolasi feltételek nagymértékben
befolyasoljak a véndk biomechanikai tulajdonséagait: a hiitott fiziologias séoldatban valo
tarolas kizarolag rovid ideig, maximum néhany oraig elfogadhatd, ezt kdvetden a sejtek
funkcioi nagymértékben romlanak, és morfologiai elvaltozasok jelentkeznek. Ezzel
szemben a TCM-ben hiitve tarolt mintak esetén valtozatlan lument, enyhén csokkent
falvastagsagot regisztraltunk, ugyanakkor a kontraktilitdsuk egy része megmaradt, ami
arra utal, hogy a tapfolyadék olyan kornyezetet biztosit a (véna)graftoknak, amely képes
hosszabb idén at (napok-hetek) késleltetni a funkcionalis és morfologiai eltérések

kialakulasat. A TCM-ben valé taroldas megbrzi a kontraktilitast (€s igy a
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simaizomfunkciot) ezen feliil a falvastagsag enyhe csokkenését és az elasztikus
tulajdonsagok valtozatlansdgat eredményezi 4 heti hiitve tdrolds utdn. A meg0rzott
kontraktilitas és a szegmentumok megmaradé elasztikus tulajdonsagai a szovetkultura
médiumban torténd tarolas esetén varhatoan javitani fogjak a vénas transzplantatumok
nyitvamaradésat in vivo.

A mélyfagyasztott graftoknadl megndvekedett érfalvastagsagot és csokkent
atmér6t tapasztaltunk, a rugalmas tulajdonsagaik valtozatlanok maradtak, de a
kontrakcios képességiik magasabb nyomason teljesen elveszett. Ez egyben azt is jelenti,
hogy biomechanikai §sszehasonlitasban a kriopezervalt graftok és az altalunk 4 héten
keresztiil tapkultira médiumban 4°C-on hiitve tarolt graftok kozott szignifikans

kiilonbséget kimutatni nem tudtunk.

5.2 A tarolas morfologiai kovetkezményei

A szovettani feldolgozdsndl a 8 vizsgalt csoportban elvégzett szdvettani
értékelés alapjan elmondhat6, hogy — a biomechanika tulajdonsagokhoz hasonléan — a
mintak szerkezetiiket tekintve nagy egyéni kiilonbségeket mutatnak. Idiilt
visszérbetegségre jellemzé pathologias elvaltozasok gyakorta voltak megfigyelhetok
mind a tunica intimdban, mind a tunica mediaban, néhany kivételtdl eltekintve,
valamilyen mértékben minden vénanal eléfordultak. Ennek okai lehettek koOrabbi
gyulladas, trauma, vénas keringészavar, tovabba a vizsgalt betegcsoport atlagos életkora
¢és jellemzd egyéb komorbiditasai. Tapasztalataink egybecsengenek az irodalomban is
tobb helyen emlitett autoldg saphena graftok széles skaldn mozgd szdvettani
intaktsagaval és biomechanikai tulajdonsagaival.

Biomechanikai mérésen atesett graftokat szovettani feldolgozasra nem kiildtiink,
tekintve a mérési folyamat sordn jelentdsen igénybevett véna szegmentumok (igy
tobbek kozott a 300 Hgmm-en végzett nyomasproba) vélhetdleg tovabbi strukturalis
karosodasokat mutattak volna. Emiatt ilyen biomechanikai és szovettani korrelaciorol
nincsenek adataink. Azonban a friss graftok esetén tapasztalt biomechanikai
tulajdonsagok nagymérték(i variabilitasaban, feltehetdleg a graft kivétel alatt
elszenvedett karosodasa mellett (vongalas, felfujas, papaverines sooldatban tarolas,

etc.), az esetenként mar meglévd idiilt elvaltozasok is szerepet jatszottak.
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Az nKR-ben torténd tarolas, hasonldan a tapfolyadékban végzett tarolashoz, a
lamina elastica interna karosodasat, toredezését eredményezte, a tunica media
szerkezete fellazult, oedemassa valt.

Nehézséget jelentett, hogy az alkalmazott vas kolloiddal tortént festés az
érszegmentumok lumindlis és adventitialis felszinével is érintkezett, azaz hipotetikusan
a vas kolloid tunica mediaba torténé diffuzidja két oldalrdl is torténhetett, bar
tapasztalataink szerint az adventitian keresztiil ennek mértéke alacsony volt.

A vas kolloid difftizios vizsgalat egyes friss mintakban is adott pozitiv reakciot.
Ez azt jelzi, hogy a vascularis, makromolekularis permeabilitas tekintetében egyes
graftok mar a tarolas megkezdésekor elvesztették barrier-funkcidjukat, mig egyesek
megtartottak. Az nKR oldatban végzett 1, illetve 2 hetes tarolasi id6 multan az érfal
simaizomzatanak mélyebb és mélyebb rétegei is pozitiv berlini-kék reakciot adtak. Amit
a vascularis permeabilitas novekedéseként  értékeltiink. Ez  tendenciaként
megallapithatd, ugyanakkor a mintak kiilonbozdsége €és a vizsgalt esetszam nem tette
lehetdvé a kvantitativ analizis végzését.

A tobbi vizsgalt csoportban (reprodukalhatd) konkluziv pozitiv berlini-kék
reakciot, illetve annak idébeli elérehaladtat nem tudtuk kimutatni. Ennek egyik oka
lehetett az erek nagyfoku kiilonbozdsége (kaliber, falvastagsag, elszenvedett vongalas,
hideg ischemiés 1d0), az alacsony vizsgalt esetszam, valamely a festési eljaras soran
bekovetkezett technikai hiba, vagy a metddus érzékenységének ezen iddablakra

vonatkoztatott alacsony volta.

5.3 Erofeszitések a krioprezervacié optimalizasara

Tobb mélyfagyasztasi protokoll latott napvildgot és kiilondsen az utdbbi
években torténtek erdfeszitések a mélyfagyasztasi eljardsok optimalizalasara.
Els6sorban a mélyfagyasztas soran hasznalt Krioprotektans koncentracioja, egyéb a
kristalyképzodést, vagy az ozmotikus stressz hatasat mérséklendd adalékok és eljarasok
meghatarozasa, illetve felderitése all a kozéppontban.

Ismert, hogy a fagyasztas és felolvasztas sulyos karosodast idéz eld a sejtekben
¢és a szovetekben. Az érszovetek mélyfagyasztasa bizonyos foku simaizom és

endothelfunkcio csokkenéshez vezet, ami kulcsfontossagu a vascularis homeosztazis
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szabalyozasaban. Az endothel sejtek kozvetleniil érintkeznek a vér alkotoelemeivel és
az alattuk fekvé simaizom réteggel, részben vagy egészben Ok felelnek a megfeleld
értonusért és a felszin antithrombotikus tulajdonsagaiért. Igy az endothel sejtek adekvat
tartositasa dontd fontossagi lehet az artérias graftok kozép- és hosszu tava
¢letképességét, funkciojat tekintve.

A hiités/fagyasztds, illetve a melegités/felolvasztas sebessége, a tarolds héfoka, a
prezervalo folyadék (vivOoldat), a felhasznalt krioprotektans (CPA), annak
hozzaadasa/elvétele, stb. olyan tényezOk, amelyek befolyasoljak a szovet
talan a legnagyobb kihivast az jelenti, hogy egy komplex multicellularis rendszerben a
kiilonb6z6 sejtek méas-mas igényt tdmasztank az optimalis prezervaciora.

A mélyfagyasztasi eljaras(oka)t, izolalt sejtek, sejtszuszpenzidk tarolasara,
célzottan fejlesztették ki. A szdvetek krioprezervacidjakor a szovet 0sszes sejttipusa
hasonl6 fiziko-kémiai valtozasoknak van kitéve. Azoknal a sejteknél, amelyek a szovet
belsejében helyezkednek el, tovabbi tényezék is szerepet jatszanak: sejt-sejt
kapcsolatok, sejt-matrix kapcsolatok, a homérséklet és az oldat hatéanyagainak
szoveten beliili eltéré koncentracidja és a membranokon keresztiili vizcsere korlatozott
volta, amelyek felerdsithetik a fagyasi sériilést. Az extracellularis jégképzodés, ami egy
sejtszuszpenzidra nézve artalmatlan, a szoveten beliill komoly szerkezeti karokat
okozhat. Emiatt az artéridkban slrlin elhelyezkedd sejtek sokkal inkabb
kiszolgaltatottak a krioprezervacid okozta mechanikai stressznek, szemben a vénakban
megtaldlhato lazabban elhelyezkedd sejtekkel. Az erek felolvasztas utdn megmarado
funkciondlis aktivitdsa fiigg az érfal vastagsagatol és a sejtek azon beliili
elhelyezkedésétdl, mas szoval a krioprezervacio annal jobb hatasfokl, minél kevesebb
sejt minél lazabb viszonyban van jelen. Erre jo példa, hogy a kisebb intramyocardialis
rezisztenciaerekben (arteriolakban) majdnem tokéletes tartositas érhetd el a simaizom ¢€s
az endothelfunkcio tekintetében, mig a nagyobb epicardialis coronaria erekben, e

156 157,158 4

tekintetben csak részleges prezervacid volt megfigyelhetd.”™ Vastag fali human és

, 159,160
sertes

aorta mélyfagyasztasa utan a simaizom ¢€s endothel funkcio egyaltalan nem,
vagy elhanyagolhatdan alacsony szinten jelent meg.
Az emldssejtek krioprotektiv adalék nélkiil torténd fagyasztasa sulyos

sejtkarosodast okoz, amit alig néhany sejt ¢l tal. A hdémérséklet nulla fok alad
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stillyedésével parhuzamosan viz tavozik a sejtekbdl és extracellularisan megfagy, igy a
sejt zsugorodik. Ha a hiités tul gyorsan torténik, a jégkristalyok intracellularisan
alakulnak ki kovetkezményes sejtkarosodassal, ha azonban til lassi a hités a viz
extracellularisan fagy meg és a sejtkarosodashoz az n. oldat-effektus (solution-effect)
vezet 161,162

A fagyasi sériilések elkeriilése végett krioprotektans oldatokat hasznalnak, ami
vivooldatbol és a krioprotektans anyagbodl, anyagokbdl tevodik 6ssze. A leggyakoribb
vivooldatok a RPMI tapkultira médium, Krebs-Heinseleit (KH) oldat és a Dulbecco
modifikalt Eagle médium (DMEM). A szdmos vizsgalatban haszndlt foetalis borju
szérum (fetal calf serum — FCS) nem bizonyult védo hatdsunak a felolvasztds utani
simaizom vagy endothel funkci6 tekintetében sem nyul carotis,'®® sem human v.saphena

164,165 sem a. coronaria, illetve a.mesenterica®® esetén sem.

magna,

A legjobb védelem a membranpermedbilis és nem-membran permeabilis
krioprotektansok kombinacidjaval érhetd el. A membran peremabilisak koziil a
dimethyl sulfoxide (DMSO), a polyethylene glycol (PEG) és a glycerol emlithetd. Ma
legelfogadottabb és a legszélesebb korben hasznalt CPA a DMSO. A nem-membran
permedbilis véd6 anyagok a sucrose, trehalose, chondroitin szulfat, a viz
visszatartdsaval a sejt térfogatat stabilizaljak alacsony hémérséklet tartomanyban.
Allatkisérletekben a sucrose hozzdadasa a DMSO-t tartalmazoé kriomédiumhoz nemcsak
a felolvasztas utani kontraktilis funkciot javitotta, hanem a substans P-vel kivaltott
endothel fiiggd relaxaciot is a sertés coronaria ereiben.'®” Mindkét tipusa CPA
kozvetleniil a sejtmembran szintjén fejti ki védOhatasat, szinergista modon. Fontos
kritérium, hogy a krioprotektdns anyagok hatdsos, de nem toxikus koncentracioban
legyenek jelen, ez a DMSO esetében kb. 1,5-1,8M-ra tehetd nytl a. carotis™® és kutya

v. saphena magna'®®®°

esetén. Ugyanez a koncentracid (fagyasztds nélkiil) nem
valtoztatta sem a kontraktilis, sem az endothel funkciét human artéria mammaria
interna(IMA),*"**"* illetve humén vena saphena magna(VSM) esetén.® Megjegyzendé
azonban, hogy a felolvasztas utani kontrakcios képesség (NA és ET; és KCl esetén is)
szignifikansan romlik 2 6ras és még inkdbb 4 6ras equilibratio utdn, dsszehasonlitva a

1’165

fagyasztas nélkiili mintakka ugyanakkor magasabb DMSO koncentracio (2,4M)

szignifikans gyengiilést mutatott a kontrakcios €s a relaxans képességekben jg,163:168.169

A funkciondlis eltérések Osszhangban 4allnak a fény és elektronmikroszkopos
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cre

nélkiili) tarolas utan csak minimalis elvaltozasokat mutattak human IMA,*"* sertés aorta

és a. iliaca esetén. 72173174

equilibrium eléréséhez szobahdmérsékleten 13 perc, 2 C°-on 18 perc kellet.'”® Tovabbi
vizsgalatok nyul femoralis artérian (KH oldat 2M DMSO, 0,1M sucrose, 50% FCS) az
optimalis fagyasztas eldtti equilibidlast 10 percre teszik, ennél hosszabb idé mar a
noradrenalinra adott kontrakcids valasz progressziv csokkenését vonta maga utan. Ezzel
szemben humdn IMA és VSM esetén a felolvasztds utani kontrakcié akar 2 orés
equilibratio utan is megmaradt.’®*"® Az RPMI-sucrose (RPMI 1640, 1.8M DMSO,
0.1M sucrose) 50%-al jobb felolvasztas utani kontrakcios képességet mutatott (NA,ET;)
szemben a KH-sucrose médiummal.*®

A hiités optimalis sebessége sejttipusonként valtozik, fligg a sejtmembran viz
permeabilitisatol és a sejtfelszin és sejttérfogat aranyatol.'® Sertés aortiban a
simaizomsejtek szamara a 0,3 °C/perc, mig az endothel sejtek szamara a 10 °C/perc a
kedvezd. Jelenleg Aaltalanosan 1°C/perc hiitési sebesség hasznalatos a vascularis
szovetek krioprezervaciojakor. Ilyen koriilmények mellett a biokémiailag kimutathato
sejtéletképesség hasonlit a nem fagyasztott (friss) kontrollokéra,'® de morfologiai

177
k.

elvaltozasokban jelentds varidcid mutatkozi Ugyanakkor az érfunkcié vizsgélata

csokkent kontraktilitast és az endothelium-dependens relaxacid hidnyat, vagy kozel

178,179

elhanyagolhatd mértékét igazolta. Nyul carotis krioprezervacidja 1°C/perc hiitési

felolvasztas utan a kontrakcido 40%-a és az endotélium-dependens relaxacio 60%-a
megmaradt.

Human VSM esetén az optimalis, felolvasztas utani funkcio a 0,6°C/perc hiitési
sebességgel érhetd el. Tehat a vascularis szovetek megfeleld hiitési rataja 0,6-3 °C/perc
kozé esik, amikor a minta -70 °C-ra lehiilt, egyenesen athelyezhetd folyékony
nitrogénbe (-196°C), vagy annak gdzébe, ahol gyakorlatilag korlatlan ideig tarolhato.
Egyes protokollok kihangsulyozzak, hogy a mintdkat sohasem meritik bele a folyékony
nitrogénbe, hanem annak gézét hasznaljak a tarolasra.® Tarolas -70 és -85 °C kozotti
héfokon rovid tdvon mitkodBképes (3-4hét),*®*8 de ez a hdmérséklet tartomany nem

biztosit valodi hosszi tava talélést az emlds sejtek szamara.’® Példaként emlithet
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tobbek kozott a francia Henry Mondor Korhdz szdvetbankja, ahol a francia szabalyozas
altal jovahagyott egyszertsitett protokollt hasznalnak -80 °C fokra hiitve 10%(12%)
DMSO krioprotektans mellett. A mintak lefagyasztasa és felolvasztasa nem kontrollalt
modon, hanem egy 1épésben torténik.*® % Nem talaltak kiilonbséget a friss és a
kiilonb6zé moédon mélyfagyasztott (-80°C/150°C) nyul carotis strukturalis (diaméter,
intima-media arany), vagy mechanikai paraméterei (disztenzibilitas, cirkumferencialis

181 Amennyiben az addig nitrogén tartalyban tarolt

stressz, elasztikus modulus) kozott.
szovet homérséklete a felmelegités soran a -123 °C meghaladta, ugy mar nem
helyezheté vissza folyékony nitrogén gbézbe, ez ugyanis az un. kritikus
ujrakristalyosodéasi hémérséklet. A nitrogénben tarolt mintdk mar 10 perc szdraz jégen
(-78°C) torténd tarolas utan visszahelyezve nitrogén tartalyba stlyos sériiléseket
szenvednek el.'*®

Az EHB a -80°C-on tarolt graftokat maximum 1 hoénapig tartja
felhasznalhatonak, megjegyzi azonban, hogy a beiiltetésre kikiildott graftok fel nem
hasznalasa esetén maximum 1-3 honapig tarolhatok a felhasznald intézetben, ebben az
esetben az EHB azonban nem vallal feleldsséget a szovet minc’iségért.39

A mélyfagyasztas folyamataban a maximalis thermalis stressz a felolvasztas
soran jelentkezik.'® Az izolalt sejtek felolvasztisa altalaban gyorsan torténik, hogy
megeldzzek a jégkristalyok képzddését a lefagyasztott mintdban, a szovetek gyors

181 Hunt és

melegitése azonban torésekhez vezethet a mechanikai stressz kovetkeztében.
munkatarsai kimutattdk, hogy az érfalban létrejové mikrofrakturdk a krioprezervacio
soran (-80 és -196 °C kozott) fellépé mechanikai stressznek tulajdonithatok.'®® Egy
masik lehetséges hipotézis szerint a gyors felmelegités felelds a torések kialakulasaért,
amikor a szoveti hdmérséklet -150°C és -100°C kozott van, és igy megakadalyozhatd ha
-100 °C fokig lassu melegitést alkalmazunk.'®® Hasonlo karosodasokat figyeltek meg
torpesertés a. iliaca gyors felolvasztasa esetén, ahol folyadék halmozodott fel a lamina
elastica interna alatt (subelastica rétegben), €s az érfal bontasdban résztvevd enzimek

megemelkedett expresszidjat tapasztaltak. ™’

165

Lassu felmelegitéssel 15°C/perc javulast értek el humdn VSM™ és IMA esetén a

noradrenalinra adott kontrakcids valasz tekintetében, szemben a gyors felmelegitéssel

170 1

(100°C/perc), azonban ez nem érte el a szignifikans szintet. °C/perc felmelegités

esetén tobb tanulméany is kedvezd valtozdsokat tapasztalt: az endothel morfologiai
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elvaltozasai jelentésen csokkentek, és ezzel parhuzamosan a karosodott teriiletek
hanyada is jelentds csokkent,*’>+74187:188

Mivel a sejtek sokkal érzékenyebbek a duzzadasra mint a zsugorodasra, igy felolvasztas
utdn a CPA eltavolitasa €s fiziologias oldatra cserélése az ozmotikus sokk elkeriilés

érdekében fokozatos higitasi sorral, 1épésrdl lépésre torténik™®:

(ennek fontossagat
azonban tobben vitatjak).

Osszefoglalva: a nitrogén gdzben, krioprezervald zacskoban tarolt graftok jobb
felolvasztas utani funkciondlis aktivitast mutatnak, szemben a folyékony nitrogénbe
meritett ampullakban tarolt graftokkal. A kriomédiumnak lehetdség szerint tartalmaznia
kell permeébilis és non-permeabilis CPA-t nem toxikus doézisban, pl: RPMI tapkultara
médium 1,8M DMSO ¢és 0,1M sucrose. Ha KH oldtat a vivéfolyadék, annak kalcium
vastagsagatol fligg, minimum 10-20 perc, a human artéridk és vénak relative jol
toleraljak a kriomédiumban toltott id6t. A hiités legoptimalisabban szamitogép
vezérléssel kivitelezhetd az artéridk esetén 1°C/perc, mig a véndknal 0,6°C/perc
sebességgel. A graft, miutan elérte a -70 °C-ot direkt athelyezhetd a folyékony nitrogén
taroloba, ahol korlatlan ideig tarolhatd. A felmelegités a felolvasztas utani legjobb
funkcionalis  aktivitds  érdekében, tovabba a  krioprezervaci6  indukalta
szovetkarosodasok csokkentése végett, a lasstt metddus alapjan kivitelezends. 1%

A mélyfagyasztas tokéletesitése és az 10j fiziko-kémiai tényezdk tesztelése
folyamatos. Ezt bizonyitja egy ujkeletii cikk, ami a sejtek kozotti kommunikacios
csatornak (gap junction, hemichannel) meghatarozé szerepét irja le. Ezen csatornak
blokkolasaval (Gap27) az egyes sejtek ionhéztartasanak zavara, vagy intracellularis
apoptozist indukalé molekulai nem hatnak/jutnak at a szomszédos sejtekbe, megelézve
ezzel a dominoeffektusként jelentkezd sejthalalt a szomszédos sejtekben. Ezen feliil az
ugynevezett hemichannel blokkolasaval az extracellularis tér felé torténd kontrollalatlan
ioncsere is gatolt. A vizsgalat 73% ill. 71%-kal csokkent simaizom pusztulasrol szamol
be az artéridk, illetve véndk esetén. SOt az endothel sejtek esetén is csokkent

sejthaldlozast kozol: 32% az artéridk és 51% a vénak esetén. '

Vélhetd, hogy a téma
igen hamar az érdeklédés kozéppontjaba fog keriilni, tekinve hogy az elv nemcsak a

mélyfagyasztas, hanem az Gsszes szovettarolasi modszer esetén alkalmazhato.
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5.4 A tarolofolyadékok tulajdonsagai

Hidalgo ¢és munkatarsai huméan v.umbilicalis endothel sejtkultarat felhasznalva
vizsgaltak a sejtsor felszini folytonossagat, a sejtek életképességét, és az endothel
sejtmembran integritasat 3, illetve 16 6ran keresztiil hideg ischemidnak kitett mintdkban
4 kiilonb6z6 tarold médium esetén. Tarold oldatként két laktobiondat-raffinoz alapt
(modositott UW oldat, modositott UW oldat alacsony K tartalommal) és két
hyperténias citrat oldatot (HCA oldat, HCA oldat alacsony K* tartalommal)
valasztottak. A hiitve tdrolds eredményeként sulyos elvaltozdsokat mutattak ki az
hiitve tarolas utdn megsziint az endothel folytonossdga mind a négy médium esetén. A
stlyosan karosodott sejteknél gyakorta mutatkozott zeiozis (cellular blebbing). 16 oras
hypoxias hypothermia utdn azok a sejtkultarak, amelyeket laktobionat alapu
médiumban taroltak, szignifikansan jobb eredményt mutattak az sejtek életképességére
és a sejtréteg folytonossagara vonatkozoan, mint a hypertonias citrat oldatban taroltak.
Bar az intracellularis tipust (moddositott UW) oldat jobbnak bizonyult az extracellularis
tipusti (modositott UW oldat alacsony K™ tartalommal) oldathoz képest, de ez nem érte
el a szignifikéns szintet.**

Az endothel (és a simaizom) sejtek funkcionalis (endothel dependens
kontrakcid/relaxacid) ¢€és morfologiai vizsgalata EC oldatban tarolt patkany
artériaszegmentek esetén relevans javulast mutatott 0,4-1,5 mmol/L kalcium
jelenlétében. Ezzel parhuzamosan a hozzaadott kalcium a sejtmorfoldgiai elvaltozasokat
(@ mitochondriumok, sejtmag duzzanata/dezintegralodasa, a sejtorganellumok
elvesztése) is hatékonyan mérsékelte. Tobb tanulméany is kimutatta, hogy az
extracellularis kalcium koncentracié kiemelt fontossaggal bir az endothel sejt
permeabilitasanak szabalyozasaban: az extracellularis kalcium deplécidé noveli a
permeabilitaist.lgl'192 Az 1,5mmol/L kalcium koncentracioval rendelkezd Krebs oldatban
a patkany aorta vascularis kontrakcioja 36 oras hideg (4°C) tarolas utan is megmaradt.
Ugyanakkor a kifejezetten szervtranszplantacios transzportmédiumnak fejlesztett EC,
UW, Perfadex egyike sem tartalmaz kalciumot és nem is képesek megobrizni a
kontrakcios képességet 36 oOras hideg tarolas utan. Megemlitheté azonban, hogy az

endothelfliggd relaxaciot az UW oldat, szemben a Krebs oldattal 36 oras tarolast
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kovetden is megorzi,

ugyanakkor EC oldatban tarolt érszegmentek kontrakcios
képessége mar 24 6ra tarolas soran elvész, igy ennek vizsgalata kissé nehézkes.'**

A hypothermias tarolas és a kalciummentes oldat egyiittesen okozzak a
megnovekedett folyadékbearamlast és a kovetkezetes sejtmorfologiai valtozasokat az

endothel és a simaizomsejtekben.'*®

A hideg kivaltotta endothel sejtréteg
felszakadozasat, v. saphena magna coronaria bypasshoz kivett szegmentumait vizsgalva
Solberg ¢s munkatarsai mar a 80-as évek kdzepén arra a megallapitasra jutottak, hogy
azokban a mintidkban, amelyeket 20 C° fokon taroltak, az endothel sejtréteg karosodasa
szignifikdnsan Kisebb volt, szemben a ma is altalanosan hasznalatos 4 C°-0s tarolassal.
fgy a 45 perces 4 C° fokos tarolas utin az elektronmikroszképos morfologiai
értékelésnél a felszin 18 %-4n hianyzott az endothel borités, ez az érték 20 C°-os tarolas
esetén 4%-ra csokkent. A sejtek formavaltozasat figyelembe véve feltételezhetd, hogy a
hideg hatasara bekdvetezo citosceletalis (ezen beliil is microtubularis) valtozasok allnak
a tapasztaltak hatterében.'®® A sejtek elvesztik mechanikai ellenalloképességiiket és a
citoplazma folyékonyabba valik. Ugyanakkor ez a strukturdlis elvaltozas
visszafordithatd folyamat, mivel a homérséklet emelésével a microtubulusok
tjrarendezédnek, Gjraépiilnek. 1909

Ezek a megfigyelések egybecsengenek Gerlach és munkatarsai méj endothel
sejteken végzett vizsgalataival, ahol a tarolds utdni endothelialis repairt vizsgaltak.
Endothel sejtkulturat 6 oran keresztiil taroltak anoxidban kiilonb6zd oldatban (UW,
HTK, EC, TCM) 4 °C fokon. Ezt kovetden vizsgaltak a sejtlevalast, sejtosztodast, az
¢letképességet, a mitdzis gyorsasagat, a sejtek vandorlasi sebességét €s
iranyvaltoztatasat. Ezek alapjan a sejtlevalas, EC>HTK>UW>TCM. A mitozis
sebessége a hypoxias tarolas elétt TCM-ben 10% =+ 4%/h, majd az anoxia ideje alatt 0%
¢s a TCM-be val6 visszahelyezés utan csak 8 6ra (UW,HTK), illetve 12 6ra (EC) mulva
indult Ujra a sejtosztodas (a tarolas eldtti szinthez viszonyitva jelentdsen lassabban). A
migratio a tarolas elétt 55+4um/h volt, ami 0 —ra csokkent a tarolas alatt. A sejtmozgas
visszatérte 1 oOrdval a tarolds utdn mutatkozott és 6 ora elteltével (UW, HTK)
megkozelitette a kiindulasi értéket, azonban az EC csoport jocskan lemaradt. A sejtek
iranyvaltoztatdsa ugyancsak hasonld eredményt adott UW, illetve HTK tarolast

preferalva.’® Egyes sejtélettani funkciok, mint a felszinhez tapadds, migratio,

iranyvaltoztatas, osztodas, amelyekben a microtubulus és a mikrofilamentum rendszer
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alapvetd fontossaggal bir, a hideg anoxidban valo tarolas soran oldattol fiiggden kisebb
nagyobb mértékben karosodnak. Az endothel sejtréteg intaktsaga nagymértékben fligg a
citosceletalis elemek épségétol, amelyek meghatarozzak az endothel sejtek alakjat és
biztositjak a sejt-sejt illetve sejt-membrana basalis kozotti kapcsolatokat. '

Wilson és munkacsoportja nyolc prezervalo oldatot hasonlitott 9ssze a vascularis
endotehlium struktirdjara és funkcidjara vonatkozdéan patkany aorta modellen: 1 6ra
meleg ischemia, 1 dra in situ prezerervacié utan az explantalt aortat 24 o6ran keresztiil
kiilonb6zé médiumokban hiitve (4°C) taroltak. Kontrollként fiziologias sooldatot
acetylcholinnal kezelték. Az endothel fiiggd relaxacid mértékébdl kovetkeztettek az
endothel sejtek funkcionalis allapotara: a HTK, az UW oldatok, illetve a Celsior oldat
elényei mutatkoztak a tobbi tdrold oldattal és a kontrollnak vélasztott fiziologias
sooldattal szemben. Ezt a HTK oldatban tarolt szegmentumok scanning elektron
mikroszkopos vizsgalata is megerdsitette. A Marshall’s oldatban taroltakon, ahol a
sejtek citosceletalis vaza degeneralddott és elvesztették az ér belfelszinére jellemzd
hullammintazatot is, a luminalis felszinen a mar kordbban emlitett zeidzis/cellular
blebbing és membrantoredezések jelentkeztek. A transzmisszios elektronmikroszkopos
képek lathatdéva tették a meleg ¢€s a hideg ischemia utdni sulyos sejtkarosodasokat,
ugyanakkor az oldatok kozott kiilonbséget nem tudtak megéllapitani.l42

Erdekes megfigyelés, hogy a ragcsalok aortajanak endothel sejtei (sokkal)
ellenallébbak az ischemidval szemben, mint a human endothel sejtek, pl. Corner
Osszehasonlitd vizsgalatiban az UW oldat mutatkozott a legjobbnak a hiitve tarolt
érszovet funkcionalis integritasanak megérzésében akar 72h multan. 2%

Talalni a szakirodalomban természetesen a fentiektdl eltérd eredményeket is:
humadn a. hepatica szegmentumok UW oldatban torténé hideg anoxias tarolasat
kovetden mar 1 ora elteltével jelentdsen romlik az endothel fliggd relaxiacios valasz az
acetilkolinra (ACh) és az adenozin-difoszfatra (ADP), ugyanakkor a tarolas nem
befolyasolja a norepinephrinnel kivaltott endothelium independens kontrakciot, illetve
Na-nitroprussziddal kivaltott endothelium independens relaxaciot. Nem befolyasolja
tovabba a hypoxiara adott endothel fliggd kontrakcids valaszt sem. A deendothelizalt

szegmentumokban a hypoxias kontrakcio elmaradt.?*!
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Jelenleg a hisztidin-tryptofan-ketoglutarat (HTK) oldat a legelfogadottabb a
cardioplegiara, tovabba széles korben hasznalt transzportmédium, azonban
szivtranszplantacio esetén a hideg ischemids id6t 4-6 orara korlatozza.?%*?% A hisztidin
ugyanis eldsegiti a hydrogén peroxid altal okozott DNS karosodast, ¢s (6nmagaban is)

204,205 L . Yo
tovabba a hisztidin felerdsiti a vas-

toxikus hatdsu a sejtre egyes modellekben,
indukalta lipid peroxidaciot, ugyanakkor a hisztidin-indukalta sejtsériilések
Vasﬁjggc'iek.204 Sertés aorta szegmentumokat vizsgalva, az endothel sejtek tulélése javult
a hideg tarolast kévetden klorban gazdag tarolo médiumokban.?® Ezzel szemben izolalt
patkany hepatocytdk tovabb maradtak életképesek klorid szegény oldatban, gatolva a
hideg kivaltotta vas-fiiggetlen sejtsériilést.”®” Ennek a kissé mechanikus
megkozelitésnek az alapjan egy 0 HTK alapu prezervald oldatot fejlesztettek ki,
amiben tobbek kozott a hisztidin toxikus hatasanak csokkentését annak részleges N-

acetil-L-hisztidin szubsztitucijaval 2207208209210

210

a natrium influx gatlasat glycin és
alanin“™ hozzaadasaval kivantak elérni. A hozzaadott arginin a nitrogén oxid szintetaz
(NOS) szubsztratjaként, az aszpartat energia szubsztratként szolgil. Membran
permeadbilis és impermeabilis vas kelator hozzaadasa a vas-fliggd reaktiv oxigéngyokok
okozta kérosodasok gatlasara hivatott. A sejtoedema kialakuldsdt megeldzend6 a
mannitolt sucrose-ra cserélték, ami impermeabilis, mig a mannitol a majsejtekbe

bejut 2!

Wu K. és munkatarsai patkadny sziv transzplantacios modellen vizsgélta a fent
leirt forméban mddositott HTK oldatokat (magas illetve alacsony kloridtartalommal). A
magas kloridtartalmi oldat szignifikdnsan jobb prezervaloképességet mutatott vas
kelator jelenlétében, osszehasonlitva a genuin HTK oldattal, ami 6sszhangban all — a
korabban mar emlitett — Fingas és munkatdrsai altal kozolt magasabb klortartalom
elényds prezervacios hatasaival.?%® Hasonloképp szignifikans javulast tapasztaltak az
LDH ¢és CK szintek tekintetében, illetve az apoptdzis vizsgalatakor. Markans
hisztoldgiai kiilonbségeket tapasztaltak, €s a beiiltetéskor mért rebeating time is
szignifikansan rdvidebb lett. Osszességében az 1ij oldat jelentdsen csokkenti a hideg
indukalta myocardialis karosodast, és javitja a graft tarolhatdsagat (graft survival) a
HTK-oldattal osszevetve. A klorid ionok jelenléte kritikus fontossdga a sziv
2
A vasfiiggd és a nem vasfiiggd hideg indukalta sejtkarosodasok szisztematikus

vizsgélata soran patkany madjsejtkultirat vizsgalva a kelatképzé anyagok fontossagat
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mutattak ki, ami blokkolva a vasfiiggd utat kozel teljesen gatolta a sejtsériilést (LDH
kidramlast). A nem vasfiiggd karosodas (ami a vasfiiggének toredékét képezi) klorid

fliggdbnek bizonyult, és a klorid szegény oldatok elényét mutatta, szemben a magas

1.207

klorid tartalmuakka A deferoxamin, mint vas kelator, prezervald oldatokban valo

. AR - : p . 213 4 1 YO
hasznalata védé hatastnak bizonyult a hiitve tarolt vese,”~ ¢és hideg perfiizids sziv

esetén,”!* tovabba ferritin nehézlanc fokozott expresszidja szintén védé hatast nyujt a

215 A vas kelatorok védd hatasat

216

hideg ischemia/meleg reperfazio ellen patkanyokban.
mutattak ki a coronaria endothel sejtek hideg ischemias vizsgalataiban is.

Visszakanyarodva az erek prezervacids lehetdségeihez a HTK oldat, fizioldgias
sooldat és TiProtec névre keresztelt modositott HTK oldat dsszehasonlitasat vizsgaltak
artéria szegmentek hideg anoxidban val6 taroldsakor. A TiProtec a piacon egy uj tarold
médium, ami Gsszetételében nagyban hasonlit a fent leirtakra annyi kiilonbséggel, hogy
a HTK oldat hisztidin tartalmat teljes egészében N-acetylhisztidinre cserélték és relative
magas kalium és klorid koncentracioval rendelkezik. Ezen kiviil sucrose-t, alanint,
glycint és kelatképzot is tartalmaz a maximalis protekcido elérésére. Vizsgalataik
eredményeképp a human a.mammaria interna szegmentek 10 6ras fiziologias s6oldatban
val6é hideg tarolasa utan tonusukat vesztették. Mig a HTK 4 6ras hideg tarolas alatt jol
megorizte az érfunkciot, azaz értonus kialakuldsat, illetve az endothel és simaizom
dilatativ funkciojat, addig 4 nap hideg tarolas utan a kontrakcios és relaxacios képesség
elveszett. Ezzel szemben TiProtec oldatban tarolt szegmentumok 4 nap utan is
megdrizték az értonust csakugy, mint az endothel és a simaizomsejtfunkciot. 10 nap
eltelte utan az endothelfiiggd relaxacid kb. 50%-a a kiindulasi értéknek, ugyanakkor a
simaizom funkcio6 tovabbra is teljes értéki maradt.’” Ebner és munkatéarsai ezzel szoges
ellentétben egér aortan végzett vizsgalatok alapjan 2 napi hideg tarolas (TiProtec) utan
az érfunkcid szignifikans csokkenését tapasztalta, 7 nap eltelte utan phenilephrinnel

semmilyen kontrakcié nem volt kivalthato. %

A szovet kultira médium, a tovabbiakban TCM (tissue culture medium), izolalt
sejtek szaporitasara kifejlesztett oldat, ami Osszetételében megteremti azt a kényes
egyensulyt, ami a sejtek tuléléséhez, osztodasahoz sziikséges. A kiilonbség a szovet
kultira médium ¢és az egyéb mikrobioldgiai tapoldatok kozott, hogy azoknak a

sejteknek, amelyek egy komplex szervezetbdl szdrmaznak a ndvekedéshez gyakran
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szlikségiik van hormonokra, novekedési faktorokra, amelyek in vivo jelen vannak.

Ennek megoldasara vér szérumot vagy szintetikus uton eldallitott ,,szérum helyettesitét”
kevernek a médiumba. Lényeges kiilonbség a tapkultira oldatok targyaldsanal
elkiiloniteni az Un. definialt, vagy 0sszetevoi tekintetében nem definialt médiumot.?*® A
definialt, vagyis szintetikus oldatban minden 0Osszetevé koncentracidja pontosan
meghatarozott, tovabba nem tartalmaz gomba, allati, vagy ndvényi szovetet.

Egy, a sejt- és szovetkulturak kozott kozkedvelt tapoldat a RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) médium, amit hagyomanyosan a lymphoid sejtek szérummentes
expanzidjara hasznalnak. Ez egy magas foszfat tartalmt oldat, amit ugy alakitottak ki,
hogy 5% CO, tartalmt légkorben lehessen hasznalni. Az RPMI 1640, egy bikarbonat
pufferrel rendelkezd oldat, ami abban kiilonbozik a tobbi emlds sejtkultira médiumtol,
hogy pH értéke 8. Megfeleld hozzaadott szérummal vagy szérum helyettesitével az
RPMI 1640 sokféle sejt kultivaciojat teszi lehetové, kifejezetten a T/B-lymphocytakét
vagy akar a csontveldi sejtekét. TObb tartositasi protokollban is helyet kapott, tobbek
kozott a kordbban targyalt megujult krioprezervacids eljarasokban is. 195219220 Az0nban
a tapoldat Osszetétele (alacsony kalcium, magas anorganikus foszfat és glukdz)
drasztikusan felerdsiti a hideg indukalt, vasfiiggd sejtsériilést és apoptodzist az MPTP
indukcigjaval Vero-B4 sejtek esetén, és ugyanezen pathomechanizmus alapjan mas
sejttipusoknal is. Parhuzam vonhat6 az UW oldattal, (amibdl hianyzik a kalcium és
magas a foszfat tartalma), ami ugyancsak felerdsiti a hideg kivaltotta sejtsériilést.
Hozzaadott kelatképzdvel vagy a MPTP célzott gatlasaval (trifluoperazin + fructose)
teljes védelem érhetd el.?

Martinez és munkatarsai a gyerekeknél végzett majatiiltetés esetén hasznalt
vascularis homograftok (VH) prezervacios lehetéségeit vizsgaltak. Ugyanazon donortol
szdrmazo friss (tarolasi id6<24h; median 8h) VH-ok és egy masik donortdl szarmazo
Terasaki tapoldatban tarolt (1-26 nap; median 8 nap) VH-ok retrospektiv
Osszehasonlitasat végezték. A Terasaki oldat 6sszetevéi McCoy’s lymphocyta kultara
médium, foetalis borju szérum, HEPES puffer és gentamicin. Eredményeik szerint
statisztikailag nem volt szignifikans kiilonbség az 1 éves graft talélés tekintetében, és a
3 éves graft tilélés hasonlonak bizonyult a friss €s tarolt artériak és vénak tekintetében.
A hisztologiai feldolgozasban kimutattdk tovabba, hogy 24-48 o6ra hideg tarolas utan az

endothel és az intimalis rétegek kivétel nélkiil megsemmisiilnek fiiggetleniil a hasznalt
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tarold oldattol (fizioldgias soéoldat, UW oldat, Terasaki tapoldat). Ugyanakkor a
kontaminécio tekintetében is eltérd értékeket kaptak a tarold oldatok tekintetében: 56%
fiziologias sooldat, 20% UW oldat és 5% Terasaki oldat esetén. Ez szignifikans
eltérésnek bizonyult, sugallva ezzel a gentamicin tartalmu oldatok elényét a penicillin
(UW) tartalmt, vagy antibiotikum mentes oldattal(fiziologias séoldat) szemben.*

Galambos és munkatarsai a véna saphena magna homograftok életképességének
valtozasat vizsgaltak X-VIVO™ 10 TCM-ben torténd 6 hetes tarolas alatt. Methyl
thiazol tetrazolium (MTT) redukciéos metddus alapjan azonos viabilitasi értékeket
mértek a krioprezervalt ¢és felolvasztott véndk esetén és a 6 hetes hideg anoxids X-
VIVO™ 10 TCM-ben torténd tarolas utan.®*® Ehhez az eredményhez hasonlot a
szakirodalomban ezidaig sehol nem kozoltek, egyetlen tarolo oldattal, vagy ujfent
kikisérletezett tarol6 médium esetén sem! Ezt tdmogatja a sajat vizsgélatainkbol
kiolvashat6 elényds biomechanikai profil is. Az X-VIVO™ 10 Médium tartalmaz L-
glutamint, gentamicint és fenolvordst, tovabba rekombinans human szérumfehérjéket
(albumin, inzulin) és pasztorizalt human szérum transzferrint, ugyanakkor mentes
barmiféle hozzaadott ndvekedési faktortol, protein-kinaz C stimulatortol, igy megfeleld
a masodlagos hirvivé rendszerek tanulményozésara ragesalo, illetve human lymphocitak
esetén is. Osszetételét tekintve kivaléan alkalmas a Limfokin Aktivalta Killer (LAK)
sejtek szérum-mentes kornyezetben torténd tenyésztésére, tovabba monocytak,
makrofagok és Ossejtek tarolasara, novesztésére is és megfelel az eurdpai, illetve
amerikai kovetelményrendszereknek.

Elképzelhetd, hogy a transzferrinnek, a vas anyagcsere haztartasban betoltott
szerepe elonydsen befolyasolja a tarolas soran végbemend hideg indukalta vasfiiggd
szabadgyokok termelddést, 1évén a transzferrin a legdinamikusabb hordozo (carrier), a

teljes vaskotd kapacitast is alapvetden ennek a szintje hatarozza meg.222
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5.5 Koagulacios vizsgalatok

A thrombin és az aktivalt XII faktor termelddésének vizsgalataval, tovabba egy
Uj vizualizacios modszerrel megkonnyitve a koagulacié leképezését 6sszehasonliottuk a
kiilonb6z6 vascularis graftfelszinek plazma koaguléciés tulajdonsagait. Harom
graftfelszint, ideértve két jol ismert, a kereskedelmi forgalomban is elérhetd érpotlo
anygot a PET (Dacron®) és ePTFE (GORE-TEX") tovabba a bakterialis cellulozbol
eléallitott 0j érpotld anyagot vizsgaltuk ex vivo. Hasonlé munkarél irodalmat attekintve
nem talaltunk tanulmanyt.

A thrombin termelddés vizsgalatakor dramai kiilonbségek igazolddtak a harom
vizsgalt felszin kozott. Mind az ePTFE mind a BC graftok szignifikansan hosszabb lag
time és time to peak értékeket mutattak szemben a PET felszinnel, ami arra utal, hogy a
koagulacio kezdeti aktivacidja Iényegesen lassabb az ePTFE és a BC esetén, mint a PET
felszinen. Ezzel teljességgel egybecsengenek a XII faktor keletkezésének vizsgalata és a
vizualizacids modszer sordn kapott eredmények. A PET felszinen jelentdsen tobb
aktivalt XII faktor keletkezett és ezen a graftfelszinen volt a legkorabban kimutathat6 a
fibrin halozat kialakulasa. A felszin aktivalta koagulacio nagyon hasonlénak bizonyult a
Teflon és a BC tekintetében, a vizualizacidés vizsgalatoknal alig rovidebb felszini
koagulacids idét mértiink a BC esetén. Egy korabbi vizsgélatban a felszin indukalta
véralvadas Osszehasonlitdsat végezték polyethylene (PE), polyethyleneterephtalate
(PET), polymethylmethacrylate (PMMA) és polydimethylsiloxane (PDMS) felszinek
esetében oszcillacios (QCM-D) technikaval: a vizsgalt anyagok koziil a PET felszin a
tobbi anyaghoz képeset Ilényegesen nagyobb mértékben indukalta a fibrin
kialakulasat.?® Egy masik tanulmany szintén a PET felszin jéval nagyobb

thrombogenitasat taldlta az ePTFE felszinnel osszevetve.”*

Ezek az eredmények
megerdsitik a sajat méréseink eredményeit mind a thrombin keletkezés, mind a vided
analizis tekintetében, miszerint a PET valoban egy erdsen prokoagulans felszin. A
Dacron” felszin meglehetésen hidrofob, és korabbi vizsgalatok szerint a hidrofob
felszinek alacsony kontaktaktivacios potenciallal rendelkeznek.”® Mas vizsgalatok
szerint onmagaban a XII faktor aktivacioja végbemehet hidrofil vagy hidrofob felszinen
is, habar komplex fehérjeoldatok vagy vérplazma esetében a XII faktor kompetitiv

modon kizarodik a hidrofob felszinekrél mas nagyobb affinitdssal rendelkezd fehérjék
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miatt. Igy az aktivacié valéjaban (in vivo) a hidrofil felszinekre korlatozodik.?2%%%

Meglehet, hogy a Dacron® kotstt falszerkezete nagyon nagy feliiletet general, ami
ellensulyozza a XII faktor lasst aktivaciojat. Azonban az is elképzelhetd hogy a szovet
mikroszkopikus légbuborékokat tartalmaz, aminek kovetkezében a plazma-levegd
felszinen a XII faktor aktivacioja felgyorsul.””® Egy érdekes megfigyelés, hogy az un.
Peak, ami alatt a thrombin keletkezési ilitemének a maximumat értjiik, sokkal
alacsonyabb a BC esetén, 0sszehasonlitva akar a Dacron®, akar a Teflon felszinnel.
Alacsonyabb csticsérték, alacsonyabb koagulacios aktivitast jelent a BC felszinre nézve.
Ez 6sszhangban all a videdanalizis sordn a BC esetében tapasztalt lassu propagacios
rataval. Feltételezhetd, hogy a BC esetében tapasztalt lassi koagulacioés folyamat
elényds lehet érgraftok esetében, lehetdséget adva, hogy vérdram az aktivalt
koagulaciés faktorokat az adott teriiletrl elszallitsa és felhigitsa. Allatkisérletek és
klinikai vizsgalatok sziikségesek, hogy a BC esetleges elonyds tulajdonsagait igazolni
lehessen a konvencionalis graftokkal szemben.

A kiilonb6z6 (1ISO-standard) tesztek koziil, amiket a vérrel érintkezé anyagok
esetében hasznédlnak, a thrombin termelddési modszer (thrombin generation assay) a
legérzékenyebb ¢és legreprodukalhatobb teszt, a bioanyagok felszinidukalta koagulacios
tulajdonsagainak megitélésére.?°® Tovabbi elényként emlithetd a magas mintaszam
lehetdsége, ami a vizsgalt felszinek kozvetlen Osszehasnolitast teszi lehetoveé egyetlen
mérési folyamatban.

A thrombin keletkezésének vizsgalatara javasolt modszeriink egyszerii és gyors.
Megjegyzendd, hogy ezeket a méréseket vérplazmaban hajtottuk végre, de az in vivo
koriilmények természetesen sokkal bonyolultabb helyzetet teremtenek, amiben szerepet
kapnak tovabba a vér alakos elemei és az immun-komplement rendszer is. Az itt leirt
vizsgalati eljarasok (kiilondsen komplement aktivacidos mérésekkel kombinalva)
alkalmasak a vérrel érintkezd bioanyagok gyors szlirdvizsgalatira. Tovabba az uj

bioanyagok fejlesztésében, modositasaban alapvetd fontossagl vizsgalati eszkoz lehet.
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6. Kovetkeztetések

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban jelentds egyéni kiilonbségeket tapasztaltunk a
frissen explantalt vena saphena magna szakaszok biomechanikai és szovettani

vonatkozasaban.

A tapkultira médiumban (X-VIVO™ 10) 4 C°-on tarolt VSM szegmentumok
megorzik geometriai és elasztikus tulajdonsagaikat akar 4 hetes tarolds utan is,
szemben a fiziologids soéoldatban (normal Krebs-Ringer) tarolt mintakkal,
amelyeknél mar 2 hetes tarolds utdn geometriai elvaltozasok és az aktiv rugalmas

tulajdonsagok teljes hidnya alakult ki.

Biomechanikai profil tekintetében a 4 hétig hiitve tarolt, illetve a krioprezervalt és
felolvasztott VSM szegmentumok nem mutatnak szignifikdns eltérést. Vagyis

egymassal adott esetben helyettesithetok.

crer

az extracellularis elemek karosoddsat mutatjak, amit elsdsorban a tarolas ideje

befolyasolt, nem a tarolé6 médium.

A sebészetben felhasznalt idegen anyagok (esetiinkben vascularis poétloanyagok)
felszini koagulacids tulajdonsagainak vizsgéalatdra mind az ELISA talcara adaptalt
spektrofotometrias eljards, mind a PMMA kiivettakban kivitelezett vizualizacids
metodus egy érzékeny, reprodukalhatd, gyors eljards, ami tavlatokat nyithat a

vascularis graftok in vitro koagulacios vizsgalataira.
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7. Osszefoglalas

Munkankban az ér- és szivsebészet egyik legfontosabb bioldgiai potlod anyagat a
human ven saphena magnat vettiik gorcs6 ald, annak is biomechanikai valtozasait,
eltéréseit vizsgaltuk kiillonb6zo tarolasi feltételek és idétartam utan.

A kisérletekhez 0Osszesen 32 betegtdl szarmazo 72 véna szegmentumot
hasznaltunk fel, amit a tarolds alapjan 8 csoportra osztottunk: (1) friss, (2) 4°C nKR-
lhetes, (3) 4°C nKR-2hetes, (4) 4°C X-VIVO-1lhetes, (5) 4°C X-VIVO-2hetes, (6) 4°C
X-VIVO-3hetes, (7) 4°C X-VIVO-4hetes, (8) mélyfagyasztott tarolas csoportra. A nKR
oldatban tarolt mintdk egy hét utan elveszitették aktiv €s passziv rugalmassagukat. A
tapfolyadékban tarolt mintak egy hét elteltével is megdrizték kontrakcios képességiiket,
¢és ez a tovabbi tarolas (2,3,4 hét) soran is csak lassan csokkent. Ezen mintdk a tarolas
alatt megorizték geometriai tulajdonsagaikat, és a friss vénakéhoz hasonld elasztikus
tulajdonsadgokat mutattak. A mélyfagyasztott-felolvasztott mintdk falvastagsaga
megndvekedett és rugalmassaguk részben megmaradt. Biomechanikai profil alapjan az
X-VIVO™ 10 tapfolyadékban hiitve tarolt véna homograftok, potencialis alternativat
jelenthetnek az érpotlasban, amennyiben nem 4ll rendelkezésre megfelel6 mennyiségii
vagy mindségli autolog véna. Hosszl tdva klinikai vizsgalatok sziikségesek ezen
tarolasi modszer széles kort felhasznalhatdosdganak tovabbi igazolasara.

A felszin indukalta koagulacié mérésére a Hemker-féle thrombin keletkezési
modszert adaptaltuk, amely igy alkalmas a wvascularis graftok (pro)koagulans
tulajdonsagainak vizsgalatara, a bakterialis celluloz és a leggyakrabban hasznalt graftok
PET (Dacron®) és ePTFE (GORE-TEX®) felszini tulajdonsagainak Osszevetésére.
Tovéabba egy vizualizacidos metodussal, a vizsgalt felszinen meginduld koagulacios
folyamatok lathatova tételére egy egyszeriisitett szinkddolt modszert alkalmaztunk. A
thombin keletkezési {liteme dramai kiillonbségeket mutatott a vizsgalt felszinek
tekintetében: Az ePTFE és a BC felszinen lassabban indult be (lag time) és késobb
tetdzott (ttpeak), mint a PET felszinen. A BC esetén tapasztaltuk a legalacsonyabb
csticsértéket (peak), tehat az indukalt alvadas sebessége itt a legkisebb. Az aktivalt XII
faktor és a felszini koagulacios id6 (PMMA-vizualizacio) vizsgalatakor is hasonld
eredményt kaptunk (atlag + SD): PET (27 + 8 min) < BC (46 = 9 min) < ePTFE (61 +
21 min). Ezek az eljarasok tavlatokat nyithatnak a vérrel érintkez6 bioanyagok,

vascularis graftok in vitro koagulacios vizsgalataira.
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8. Summary

This study investigated one of the most important biologic vascular prosthesis,
the human great saphenous vein. We studied the biomechanical alteration after different
storage conditions lasting different times.

Altogether, 72 vein segments remaining from CABG of 32 patients were
collected and divided into eight groups: (1) fresh, (2) stored in 4°C nKR solution for 1
week, (3) stored in 4°C nKR solution for 2 weeks, (4) stored in 4°C TCM for 1 week,
(5) stored in 4°C TCM for 2 weeks, (6) stored in 4°C TCM for 3 weeks, (7) stored in
4°C TCM for 4 weeks, (8) cryopreserved samples. When stored in nKR (normal Kerbs-
Ringer solution), we found dilated segmental morphology, decreased distensibility and
these segments lost their ability to contract in a week. In contrast, TCM (X-VIVO™
10)-stored vein segments maintained their contractility for a week, which decreased
only slowly afterwards (2,3,4 weeks). Their lumen diameter did not alter in 4 weeks of
storage time and elastic parameters of these segments were similar to the fresh
segments. Cryopreserved samples exhibited thickened wall, decreased lumen diameter,
and contractility. Due to its advantageous biomechanical profile the TCM stored great
saphenous vein could be a feasible alternative for different vascular reconstructions in
absence of autogenous vein. Long-term studies are necessary to investigate the potential
clinical applicability.

For measurements of biomaterial-induced coagulation we have adapted the
automated calibrated thrombin generation method to compare BC with clinically used
graft  materials i.e., expanded poly(tetrafluoroethylene)  (ePTFE) and
poly(ethyleneterephtalat) (PET). We have also visualized the coagulation propagation at
the material surfaces. Thrombin generation experiments revealed dramatic differences
between the materials tested. Both ePTFE and BC were found to generate longer lag
times and ttpeak values than PET. Most importantly, BC was found to generate the
lowest “‘peak”, indicating a slower coagulation process at the surface. These results are
also supported by the measurements of factor Xlla generation and analysis of surface
coagulation times, which were detected in the following increasing order (mean + SD):
PET (27 + 8 min) < BC (46 £ 9 min) < ePTFE (61 + 21 min). Real-time measurement
of coagulation seems to have the potential for becoming a powerful tool for evaluation

of biomaterials for blood-contacting devices.
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