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1. BEVEZETES

A biologiai érp6tld anyagok koziil a megfeleldé mindségl
autolog  vénak felhasznalasa a  periférids ¢és  centrdlis
rekonstrukcioban rutinszerti. Megfeleld autolog graft hianyaban a
homograft jelent valaszthato alternativat. A vascularis homograftok
elényei a jo biomechanikai profil, a fert6zésekkel szembeni magas
ellenallo  képesség, tovabba hogy infrainguinalis, distalis
rekonstrukcional is hasznalhatok. Cadaverbél vagy tobbszerv
donoroktél megfeleld szadmu graft gyljthetd, szovetbankban
tarolhatd6 és széles korben —akdr mas intézményben is—
felhasznalhatd a késébbiekben. Hatranyuk, hogy immunvalaszt
valthatnak ki, id6vel degeneralodhatnak és megfeleld tarolasi
feltételeket igényelnek.

Fontos cél, hogy a graftok tarolasa minél hosszabb idén at,
koltséghatékony és  egyszerii modon legyen lehetséges.
Legelterjedtebben erre a szovetek mélyfagyasztott tartositasa és
tarolasa ad lehetéséget. A folyamat azonban miiszerigényes ¢és
koltéges. Ezért az utobbi idében ujra eldtérbe keriiltek az egyszerd,
hideg anoxiaban, 4°C-on torténd tarolas lehetéségei.

A hideg anoxiaban torténd tarolas egy egyszerli, kevéssé
miszerigényes, ennek kdvetkeztében olcsobb eljaras. Ugyanakkor a
fagyasi sériilések az intracellularis kristalyosodas karos hatasai
csakugy, mint a DMSO vélhet6 citotoxikus hatasai elkeriilhetok. A
4 C°ra hiités altalanosan elfogadottnak mondhaté a transzplan-
talando szovetek/szervek metabolikus igényeink csokkentése
érdekében. Az intra- és exracellularis sériilések megel6zésével a
szovet viabilitasi és biomechanikai tulajdonsagai megdrizhet6k, ami
nagymértékben segitheti a beiiltetett graftok hosszatava mitkodését.

Galambos és mtsai. metil-tetrazolium redukcios teszttel
vizsgaltak a vena saphena magna (VSM) mintak életképességét,
6 heti szovetkultira médiumban (TCM) torténé hitott tarolast
kovetben, és azt talaltdk, hogy a graft viabilitasa kb.60 %-0s, ami
megfelel a mélyfagyasztas és felolvasztas utan tapasztaltakkal.

A tarolt graft tulajdonsagai koziil a leginkabb vizsgaltak a
biomechanikai, viabilitasi, hisztologiai és koagulacids tulajdonsagok.
Elfogadott allaspont, hogy érgraftok esetén a beliiltetéskor fennalld
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biomechanikai tulajdonsagok kritikus fontossdguak a rovid és hosszt
tava nyitva maradas, azaz a késébbi graftfunkcio szempontjabol.

Ma a ver6ér rekonstrukcioban leggyakrabban szintetikus
potloanyagok a Dacron™ (polyethylene terepthalate-PET) és a Gore-
Tex® (expanded polytetrafluoroethylene-ePTFE) hasznalatosak.
Elonyiik, hogy kivant méretben egyszerlien beszerezhetdk, jol
kezelhet6k. Hatranyuk, hogy koltségesek, testidegenek, fertdzésre és
elzarddasra hajlamosak, a fiziologiastdl eltéré biomechanikai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, merevek.

A kombinalt graftoknal az a cél, hogy az eldonyos biologiai és
szintetikus tulajdonsagokat 6tvozzEék; ide sorolhatok a kiillonbozo
impregnacids eljarasokon (albumin, kollagén, antibiotikum, eziist)
atesett Dacron alapu graftok. Itt kell azonban megemliteni azokat a
biologiai vagy szintetikus eredetli mechanikai stabilitast biztositd
vazszerkezeteket (kollagén, celluldoz, hydrogel, stb.), amelyekre
simaizomsejt €s endothel sejtkulturdk felvitelével mintegy €16,
funkciondlisan is kozel teljes értékli, miikodoképes ¢érszakasz
kredlhaté elméletben. Ez utobbira jo példa a bakteridlis celluloz
alapt miiér, amelynek koagulacios és mechanikai vizsgalatai az
utobbi években torténtek Svédorszagban.

A bakterialis celluloz (BC) hydrophil természetii, magas
(99%) viztartalmia, de vizben oldhatatlan anyag, melyet az
Acetobacter Xylinum szintetizal és extracellularisan szekretal. A
gyartasi eljaras soran tobb tulajdonsig befolyasolhaté, mint pl. a
porusnagysag, a felszin vagy a kiillonbozd rétegek sajatossagai.
Compliance gorbéje a piacon fellelhetd szintetikus anyagok koziil
leginkabb koveti az artériakét.

A graft integracidja a gazdaszervezetbe kritikus fontossagl a
miérkutatasban. A BC kivald integracios tulajdonsagairol, a
gyulladasos ¢és idegentest reakcid hianyarol szamolnak be,
allatkisérletes modellben subcutan és carotis pozicioban is. Ebbdl
fakadoan a BC igéretes érpotlo anyagnak tekintheto.



2. CELKITUZESEK

VI.

A coronaria bypass mitétek soran felhasznalandd (friss)
human vena saphena magna morfologiai és biomechanikai
vizsgalata.

Az explantalt vena saphena magna 1, illetve 2 héten at normal
Krebs-Ringer (nKR) oldatban, 4 °C fokon torténd steril
tarolasanak morfoldgiai hatdsai, tovabba aktiv és passziv
biomechanikai tulajdonsdgainak vizsgélata.

Az X-VIVO™ 10 médiumban 1, 2, 3, 4 hétig, 4 °C fokon
sterilen tarolt szegmentumok biomechanikai sajatossagainak
értékelése, és ennek Gsszevetése a nKR-ben tarolt mintakkal.

A vena saphena magna krioprezervacidja és felolvasztasa
soran végbemend biomechanikai valtozasok dsszehasonlitasa a
4 °C fokon tarolt graftok tulajdonsagaival.

Az kiilonbozo tarolasi feltételek esetén fellépd hisztologiai
valtozasok szisztematikus értékelése, tovabba az érfal
makromolekularis permeabilitisdnak vizsgalata a kolloidalis
vas (Ferrlecit™) transmuralis diffaziojanak értékelésével.

A Dbakteridlis celluléz mint lehetséges érpotld anyag és a
leggyakrabban hasznalt vascularis graftok (pro)koagulacios
tulajdonsagainak vizsgalata és Osszehasonlitasa 1j modszer
kifejlesztése révén.



3. MODSZEREK
3.1 A vena saphena magna gyiijtése, és tarolasa

A mérésekhez felhasznalt vénakat a coronaria bypass
mitétre keriild paciensektdl gytijtottiik, a miitét befejeztével a
kimaradé véna szakaszt —amennyiben az legalabb 40mm hosszl
volt— hasznaltuk fel tovabbi vizsgalatainkhoz. Az anyagyjtést,
tarolast és tovabbi biomechanikai, szovettani feldolgozast TUKEB
engedéllyel(123/2006) végeztiik. Osszesen 32 betegtdl szarmazd 72
véna szegmentumot vizsgaltunk. 8 kiillonb6z6 csoportot hataroztunk
meg.

e Friss szegmentumok a kivétel utan kozvetleniil mérésre keriiltek.
[friss, n=14/

e Hiitdtt (0-4°C) nKRoldatban 1 hétig tarolt mintak.
/InKR-1hét, n=10/

e Hiitdtt (0-4°C) nKRoldatban 2 hétig tarolt mintak.
/InKR-2hét, n=8/

e Hiitdtt (0-4°C) X-VIVO™ 10 oldatban 1 hétig tarolt mintak.
/Xvivo-1hét, n=8/

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

e Hitott (0-4°C) X-VIVO™ 10 oldatban 3 hétig tarolt mintak.
/Xvivo-3hét, n=8/

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

e Négy hétig krioprezervalt és felolvasztott mintdk esetében.

/Cryo, n=8/

A normal Krebs-Ringer oldatot a legtobb esetben szallito és
két csoportban tarold6 médiumként hasznaltunk, illetve ez volt a
mechanikai tesztelés soran a szervfiirdé alaposszetevdje is. Ennek
Osszetétele: 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 NaH,PO,, 2.5 CaCl,, 1.2 MgSO,,
24 NaHCO;, 5.5 glukoz és 0.02 EDTA mmol/L-ben kifejezve.
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Szovetkultira médiumként az X-VIVO™ 10 (BioWhittaker,
Walkersville, MD, US, BWO04380Q) hasznaltuk, ami egy
szérummentes, kémiailag meghatarozott médium. Rekombinans
human fehérjéket (albumint, transferrint és inzulint) tovabba fenol
vorost, és antibiotikumként gentamicint tartalmaz. A médiumot
tobbek kozott csontveldi Ossejtek taroldsdra, szaporitdsara is
alkalmazzak.

A mintakat sterilizalt ivegedényekben taroltuk gumidugoval

légmentesen lezarva. Ezutan kiils6 jeges hiitéssel szallitdshoz
elokészitettiik, vagy 1-4 hétig hiitve taroltuk. Az nKR és X-VIVO
csoportokban a tarolas 4°C fokon tortént.
Vérosmajor utcai Sziv és FErsebészet Klinika protokolljanak
megfeleléen végeztik. A mintakat eldszor antibiotikum tartalmua
Ringer-laktat oldatba helyeztiik, krioprtektansként fokozatosan
DMSO-t adtunk hozza, mig el nem értiik a 10%-os koncentraciot.
Kortilbelil 20 perc szobahdmérsékleten végzett equilibratio utan a
mintdkat a programozott mélyfagyasztdé késziilékbe helyeztik és
-40°C eléréséig 1°C/perc hiitési sebességgel, majd ezt kovetden a
-150°C  homérséklet eléréséig 5°C/perc hiitési  sebességgel
fagyasztottuk. Ezutdn a mintakat folyékony nitrogén gdzében
taroltuk (-140/-150°C) négy hétig. A felolvasztasnal a gyors
protokollt hasznaltuk, azaz a mintakat 37°C fokos fiirddbe
meritettiik.

3.2. Az in vitro biomechanikai tesztelés

A vénakat sztereomikroszkop alatti Ovatos preparaldssal
készitettiik el a mérésre, eltavolitva a koto- és zsirszovetet. Ezutan
37 °C-0s nKR szervfiirdébe helyeztiik, amiben 95% O, és 5% CO,
gazt buborékoltattunk. Az angiométer szervfiirdéjében a szegment
mindkét végét kaniilaltuk, majd a feszitetlen hossz 10%-aval
nyujtottuk, hogy a fizioldgias in vivo axialis hosszt szimulaljuk. Az
intraluminalis nyomast egy infaziés pumpa (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA), és egy rezervoir segitségével allitottuk be az
adott értékekre. A szegmentum ko6zépso részét latotérbe hoztuk egy
videomikroszképpal, ami egy Leica mikroszkopbol, egy Philips
analdog videdkamerabol és Cole-Palmer szaloptikabol épiilt fel.
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A szegmentum képe megjelent a képerny6n, majd az érszakasz kiilsé
¢s belsd atméréje mérhetévé valt egy analog minicomputer
segitségével az egyes mérési pontok kézi beallitasaval.
A kalibraciokat Wild mikrométer segitségével végeztiik.

Az érszakaszok els6 1épésben preinkubacion estek at 30
percen keresztil 10 Hgmm-es intralumindlis nyomdson. Ezt
kovetden a nyomast 1épésrol 1épésre (7,5 Hgmm-ként) emeltiik 0-85
Hgmm ko6z6tt, minden egyes mérési ponton/nyomason 2 percnyi
equilibracio utan olvastuk le a mérési pontok tavolsagat. A mérési
folyamatot megismételtiik 10 uM norepinephrin jelenlétében, majd
ezt kovetden Ca’‘mentes Krebs-Ringer oldatban 150 Hgmm
eléréséig. Végezetiil nyomasprobat hajtottunk végre 300 Hgmm-es
nyomason ¢s regisztraltuk az esetleges szivargast.

3.3 Biomechanikai szamitasok

A bels6 atmérd méréséhez egy specialis szaloptikat
hasznaltunk, de ezt nem regisztraltuk minden egyes mérési pontnal.
Emiatt a belsé atmérd értékére a kiils6 atmérd valtozasaibol
kovetkeztettiink, az érfal isovolumetrias tulajdonsagabol kiindulva.

A tangencialis fesziilést a Frank-Starling egyenldség alapjan
szamitottuk ki:

e ¢ =p*r;i/ hahol p az intramuralis nyomas, az r; a bels6 sugar, a
h pedig az érfal vastagsaga.

Szamoltuk az inkrementalis disztenzibilitast:

o Din=AaV/(V*4p), ahol Dy az inkrementalis disztenzibilitas, V a
kiindulasi térfogat, ami Ap mértékli nyomasvaltozas hatasara,
AV térfogatavaltozast okoz a lumenben.

Az inkrementélis elasztikus modulust a kovetkez6 egyenlet
felhasznalasaval szamoltuk:

e Eine = 2r2 * 1ol(rs> - 1) * (Ap/Ar,) ahol r; és az r,az érfal belsd
¢s a kiilsé sugara, Ar, pedig a kiilsé sugar valtozasa a 4p
nyomasvaltozas hatasara.

A mintakban 1étrejovo kontrakcidot minden egyes nyomas-
értéken a belsé atmérd teljesen relaxalt allapothoz viszonyitott
szazalékos valtozasaként értékeltiik. A statisztikai értékelést egy és
kétvaltozés ANOVA-val végeztiik, illetve egyes esetekben a
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korrelacidos koefficienst is meghataroztunk. A p<0,05 értéket
fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak.

3.4 Szovettani feldolgozas

A biomechanikai  feldolgozds  kiegészitéseként a
Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Orvostani  Tanszékének
segitségével a kiillonb6z6 modszerek szerint tarolt mintak rutin
szovettani feldolgozasara és értékelésére is sor kerdtilt.

A szbvettani mintakat 10%-0s pufferolt formalinban
rogzitettiik, ezt kovetden rutin feldolgozas szerint paraffin beagyazas
utan 4um vastagsagh metszetek késziiltek. A metszetek részletes
morfologiai értékeléséhez az alabbi festési eljarasokat hasznaltuk:

e  Hematoxilin-eosin (HE)

e Orcein festes

o Foszfor-volframsavas hematoxilin
(phosphotungstic acid haematoxylin - PTAH)

o Trikrom (Mallory) festés

A morfologiai értékelésen tal célul thztik ki a kiillonbozo
kortilmények kozott tarolt érgaftok szoveti intaktsdganak vizsgalatat.
Ennek fontos funkcionalis jellemzdje a vascularis permeabilitas, ami
Ferrlecit® natrium-vas (I11)-gliikonat komplex forméjaban forgal-
mazott vaspotld készitmény, stabil makromolekularis komplex,
aminek molekularis tomege 289,000 - 440,000 Dalton kozé esik.

A kiilonbozé csoportokbdl vald festeni kivant specimeneket
szobahdmérsékletli 25%-o0s Ferrlecites fiziologias sooldatba
meritettik és 60 percen keresztiil inkubaltuk, majd fiziologias
sooldattal torténd oblités utan —a kordbban leirtak szerint— 10%-0s
pufferolt formalin oldatban régzitettiik.

o Perls-féle berlini-kék reakcié: amelyet a kolloidalis
vas kimutatasara hasznaltuk.

Hipotézisiink szerint a diffuzio mértéke korreldl a tarolas soran
végbemend szoveti dezintegracio mértékével, és a kdvetkezményes
membrankarosodassal, és igy a berlini-kék reakci6 eltéré mintazatot
mutat a kiillonb6z6 tarolasi koriillmények fliggvényében.
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3.5 Koagulaciés vizsgalataink konvencionalis vascularis
graftokon és a bakterialis cellulézon, a thrombin és az aktivalt
XII. faktor keletkezésének mérése

A nem thrombogén bioanyagok fejlesztése, valamint a
thrombogenitas csokkentésére iranyuld felszini mddositasok jelentik
az egyik legnagyobb kihivast a vascularis graftok esetében. Annak
ellenére, hogy az elmult tobb mint 30 évben intenziv kutatas folyt
eziranyban, tovabbra sincs megbizhaté polymer alapt szintetikus
graft, ami az 5 mm-nél kisebb atmérgjii graftokat illeti. Ma muiérként
leggyakrabban hasznalt anyagok ePTFE és a PET, elzarodasanak
elsédleges oka az intima hyperplasia, ami a merev miierek és a
rugalmas artériak kozotti compliance kiillonbségre vezethetd vissza.
A grafton keresztiili afiziologias véraramlasért a jelenleg hasznalt
merev anyagok ¢€s a felszin thrombogén tulajdonsagai egyiitt tehetok
feleldssé.

A munkank célja az volt, hogy olyan j metodust fejlessziink
ki, amely alkalmas a vascularis graftok (pro)koagulans tulajdon-
sagainak Osszehasonlitdsara, illetve az 10j modszert felhasznalva
Osszevessiik a bakteridlis celluloz és a jelenleg leggyakrabban
hasznalt graftok PET (Dacron®) és ePTFE (GORE-TEX") felszini
tulajdonsagait. Thrombin termel6dési modszert (thrombin generation
assay) modositottuk és adaptaltuk, hogy a felszin-indukalt
koagulaciot mérhessiik, illetve a koagulacio lathatova tételére egy
egyszerUsitett szinkodolt modszert alkalmaztunk.

A valasztott graftokbol 7 mm atmérdji korlapokat vagtunk
ki, amelyeket 96 lyuka lapos alju ELISA talcakba helyeztik a
luminalis felsziniikkel felfelé. Ezt kovetben ezeket egy el6kezelt
szilikon vagy gumigyiiriivel az fenékhez rogzitettik. A thrombin
képz6dési kisérlet a Hemker altal korabban leirt metddus szerint
tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy mi nem alkalmaztunk hozzaadott
szoveti faktort vagy phospholipid aktivatort, hanem a jelen levo
érpétlo anyag egységnyi felszine aktivalta a koagulaciot. Minden
mintdhoz 80 ul vérplazmat (platelet-free plasma, PFP) és
20 ul foszat pufferolt sdoldatot (phosphate buffered saline, PBS)
mértlink. Minden mintdhoz tartozott egy kalibracio is, ami 80 ul PFP
és 20 ul Thrombin Calibrator (Throbinoscope BV, Hollandia)
egyiittesébdl tevodott ossze. Ezeket és a kontrollként hasznalt,
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graftfelszin nélkiili, kezelt gumigytiriit tartalmazd mintdkat is egytitt
futattuk. A thrombin termelédés meginditasahoz Fluo-puffert
(Throbinoscope BV) fluoreszcens szubsztrattal kevertiink Ossze
DMSO-ban, majd ebbdl a keverékbdl 20 ul adtunk minden egyes
mintdhoz. Minden mérésnél hdromszoros mintaszdmmal dolgoztunk.
A fluoreszcenciat spektrofotométerrel ex: 390nm és em: 460nm
mértik 20 masodpercenként. Meghataroztuk a thrombin kelet-
kezéséig eltelt id6t (lag time), az endogén thrombin potencialt (ETP),
amit a kapott gorbe alatti teriilet szamolasaval kaptunk, tovabba a
thrombin keletkezésének maximalis sebességét (peak) és az addig
eltelt idot (time to peak). Az elébbiekben leirt modszerrel mértiik a
graft felszinen keletkez6 aktivalt XII. faktor mennyiségét is, azzal a
kiilonbséggel, hogy itt a fluorescens szubsztrat mas volt. Itt
négyszeres mintaszammal végeztiik a spektrofotometrias mérést.

A kiilonb6z6 graftfelszineken indukalt koaguldcid mérésére
¢s 0sszehasonlitdsara a véralvadas lathatova tételével nyilt lehetoség.
Igy a koagulacié iniciativ, illetve propagéacios fazisanak GOssze-
hasonlitasa is megvalosul. Annak érdekében, hogy a 4,5 ml-es
spektrofotometrias (polimetilmetakrilat-PMMA) kiivettaba toltott
vérplazma (PFP) kizardlag a graft luminalis felszinével érint-
kezhessen, a szerzo altal tervezett acélrogzitoket gyartattunk, amiket
0,1% (w/v) poly-L-lysine vizes oldattal (Sigma-Aldrich) kezeltiink,
ezzel elkerilve a koagulacid acélrogzitd altali aktivalasat. A
kiivettakat fehér fényt kibocsatdo LED lapakkal vilagitottuk meg.

Time-lapse felvételeket készitettiink parhuzamosan az 6sszes
vizsgalt mintarol. Majd rovid filmet készitettiink beldle, mint egy
gyorsitott felvételt. A koagulacid detektalasait a videon a
vérplazmaban jelentkezd fényintenzitas er6sodés alapjan végeztiik,
amit az oldhatatlan fibrin halézat kialakulasa valtott ki. Az fény
intenzitds alapjan egy egyszerisitett szinkodolas tortént, igy
lathatova téve a koagulacio térbeli és id6beli eloszlasat.

Az egyes fényképek analizisével szamoltuk a felszini
koagulaciés id6t (iniciativ), majd ezt kovetden a vérplazma
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Belsd sugar (mm)

4. EREDMENYEK

4.1 A véna saphena magna biomechanikai valtozasai

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

Az hideg nKR-ben tortént tarolas tagulast idézett eld az
ellazult (relaxalt) allapotban 1évé érszegmentekben, ugyanakkor a
falvastagsag nem valtozott. A 1. dbra a kiillonboz6 ideig mas-mas
médiumban tarolt friss, illetve krioprezervalt mintak nyomas-atméro
g0rbéit mutatja.

Mind az nKR-ben tarolt atméré novekedés, mind a
krioprezervalt mintdkndl mért kisebb szegmentdtmérd a friss
(kontroll) csoporthoz képest szignifikans (p<0,001) eltérést mutatott.
A kontroll csoport belsé atméréje 1,70+0,12mm volt 10 Hgmm
nyomasértéken és 1,98+0,15mm-re emelkedett a tarolasi iddszak
végére nKR oldatban. (//a. abra) Ugyanakkor a falvastagsag nem
valtozott szamottevOen. (2/a. dbra)
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P b |-e-thetxio —e—shetivo | © |y tE e
i S ) —o0—2 hét Xvivo
24+ 241
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g g 1,64
K] @ 144
21 1,24
10+ T r 0 1,0+ : -
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
Intralumindlis nyomés (Hgmm) Intralumindlis nyomas (Hgmm) Intralumindlis nyomas (Hgmm)

1. dbra
Eltéré modon tarolt VSM szegmentumok geometriai tulajdonsdagainak valtozdsai a
szegmentumok belsé sugadr — intralumindlis nyomas jelleggérbéi alapjan.
a, friss, 1,2 hét nKR tarolt és krioprezervalt mintak; b, friss és kiilonboz6 ideig X-
VIVO™]0 oldatban tarolt mintdk; c, kiilonboz6 oldatokban 1,2 hétig tarolt graftok
jelleggorbéinek dsszehasonlitasa (kétvaltozos ANOVA **p<0,01***p<0,001)
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2. dabra 3. dbra
A falvastagsag és a véna graftok Kiilonbozé moédon tarolt VSM szegmentumok
elasztikus tulajdonsdgainak valtozasai kontrakcios tulajdonsagainak valtozdsa
kiilonbozo tarolasi feltételek esetén. két nyomasszinten

Meérsékelt, de statisztikailag szignifikans csokkenés
mutatkozott az izobarikus disztenzibilitis (8.9+1.3x10° szemben
4.9+1.9x10° 1/Hgmm) tekintetében (2/b. dbra). Ugyanakkor az
elasztikus modulus valtozatlan maradt (2/c. dbra). A maximalis

teljes mértékben megsziint 1 hetes nKR oldatban végzett tarolas utan
a friss szegmentumokhoz viszonyitva (1.6+0.8%-ra csokkent a
kiindulasi 10.1+1.5% értékrdl, p<0.01). Felolvasztas és inkubacid
utdn a krioprezervalt mintak csokkent lumen méretet ¢és
megndvekedett falvastagsagot mutattak (586+£56 pm), szemben a
kontroll csoportban mért értékkel (408+17 pum, p<0.01) relaxalt
szegmentumok esetén, 10 Hgmm intralumindlis nyomason.
Elasztikus tulajdonsagait jorészt megorizte és a kontrakcios
képességét sem vesztette teljesen el (1/a.2/c. 3/a,b. dbra).

A szovet kultura médiumban tarolt véna szakaszok
biomechanikai tulajdonsagai szignifikdnsan kiilonboztek az nKR
oldatban tarolt szegmentekétol. A tarolds kezdetén atmérd
csokkenést tapasztaltunk, szemben az nKR oldatban térolt
szegmentumok dilatatiojaval. Az X-VIVO™ 10 tapfolyadékban
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torténd tarolds a lumen méretét a 2-4 hét kozott nem befolyasolta
(1/b. és 1/c. abra).

Figyelemre mélto, hogy a passziv nyomasgorbe 2 hét tarolas
utan is majdnem tokéletes masa volt a friss szegmenteknél mért
gorbének (1/b. dbra). Ezeknél a mintaknal, ellentétben a
mélyfagyasztott szegmentumokkal, a falvastagsag fokozatosan
csokkent a tarolasi id6 eldrehaladtaval (a korrelacios koefficiens
szignifikancia szintje p < 0.01). Az nKR-ben tarolt szegmentumoktol
eltérden, a mélyfagyasztott mintaknal az elaszticitds valtozasa nem
ért el szignifikans szintet.

Megallapithatjuk, hogy az X-VIVO™ 10-ben tarolt
szegmentumok relative jol megdrizték a kontrakcios képességiiket:
ugyan a tarolas soran ez folyamatosan cskkent, de a megfelelé nKR
szegmentekhez viszonyitva szignifikansan jobb kontrakcios
képességet 6riztek meg (p<0,05), mind 10 Hgmm, mind 50 Hgmm
intraluminalis nyomasértéken (3/a. és 3/b. abra).

4.2 Morfometraiai eredmények

Morfologiai analizis tortént friss anyagon 1, illetve 2 héten at
4°C-0s nKR-ben tarolt mintak esetén, és protokoll szerint (folyékony
nitrogén gdzben) cryoprezelvalt és felolvasztott mintdk esetén,
tovabba X-VIVO™ 10 tapfolyadékban 1; 2; 3 és 4 hétig tarolt vena
saphena szegmentumok esetében.

A vizsgalt véndk nagy egyéni kiilonbségeket mutattak, dontd
tobbségiikben az intima kiszélesedése volt megfigyelhetd mar a friss

4. abra
Ugyanazon betegbdl szarmazo friss
vena saphena magna (hosszmetszet)
HE (a), orcein (b), PTAH (c) és
trikrom festéssel (d), 10x —es
nagyitasban.

Az intima kiszélesedett(<>), a lamina
elastica interna egyenetlen (€). A
tunica medidban a simaizomsejtek

kozott kotészovet szaporulat
lathato(€).




mintaknal is. A véna falakban kezdettdl fogva megfigyel-
hetd volt a fibrotikus-kotdszovetes atalakulas is.

Az erek morfologiai analizise kétféle oldatban kivitelezett
tarolas és a fent leirt festés(ek) utan tortént, ahol az idd
fiiggvényében jellegzetes szoveti jelek, elvaltozasok alakultak ki az
érfal kdrosodasat mutatva. Ezen kiviil az id6 fiiggvényében a
rugalmas rostok toredezése, fragmentaldodasa is jol kovethet6 volt.
Az értékeléshez hasznalt festési eljarasokat a 4. dbra mutatja be friss
mintak esetében.

i 3 ; 0 5. dbra
) Ugyanazon betegtdl szarmazo
X-VIVO™ 10-ben
1 hétig (a),2 hétig (b), 3 hétig
(c), 4 hétig (d) tarolt graftok
keresztmetszeti képe HE
festéssel 20x-0S nagyitasban.
- ' A tarolas elérehaladtaval a
i media egynemiisodik, a
sejtmagok szama csékkn.
Az oedema mértéke a teljes
tarolas soran alacsony
200 maradt.

20x < 20x

6. dbra
Berlini-kék pozitivitas az
intimdban és a média felsé
kozépsd rétegében (),
63X-o0s nagyitasban.

9,

3 1 3
¢ . ¥ &\
2 O
3 bl AL )
-p b = ! Rt e

A morfologiai vizsgalatakor értékeltik az endothel
belfelszint (tunica intima), a lamina elastica internat, a simaizom
réteget (tunica media), illteve az intramuralis oedema fokat.

A friss mintaknal altalanossagban elmondhat6, hogy az
intima gocosan enyhén kiszélesedett, a lamina elastica interna
egyrétegli, hullamos morfologiaju, az izomréteg megtartott.
Helyenként az elasztikus rostok szdma megnovekedett, az oedema
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mértéke enyhe volt. Ertékelheté berlini-kék reakciot csak egyes
esetekben tapasztaltunk.

A nKR oldatban 1 és 2 hétig hiitve tarolt mintak esetén az
intima gocosan enyhén vagy mérsékelten kiszélesedett. A rugalmas
lemez 1 hét utan egy rétegii hullimos morfologidt, mig 2 hét tarolas
idé utan, tobb helyen toredezettséget mutatott. A tunica media
szerkezete fellazult és megnyult, az oedema mértéke enyhe vagy
mérsékelt volt. A mélyfagyasztott és felolvasztott vena specimenek
esetében az intima korkordsen, egyenetleniil kiszélesedett, benne
helyenként fibrotikus plakkokkal. A rugalmas lemez helyenként
toredezett. A tunica mediaban vizeny6sen fellazult szerkezetet és az
izomsejtek kozott enyhe fibrosist talaltunk.

Az X-VIVO™ 10 tapkultaraban hiitve tarolt szegmentumok
esetén az intima valtozatlan, gocos enyhe kiszélesedést mutatott 1, 2,
3, 4 hét elteltével is. A lamina elastica interna mar 1, illetve 2 hetes
tarolas utan hulldmos, helyenként téredezett morfoldgiat mutatott,
ami 3, illetve 4 hét utan egyre halvanyabban festddik és nehezen
elkiilonithetd. A tunica média egyenemiisodo szerkezetet és halvany
festodést mutatott mind 1, 2, 3 és 4 hetes tarolas utan is, az oedema
mértéke mérsékelt volt (5. dbra).

A 8 vizsgalt csoportban elvégzett szovettani értékelés
alapjan elmondhat6, hogy a mintdk szerkezetiiket tekintve nagy
egyéni kiillonbségeket mutatnak, pathologias elvaltozasok gyakorta
megfigyelhetdk mind a tunica intimaban, mind a tunica mediaban.
Az nKR-ben és a tapfolyadékban végzett tarolas hasonld szoveti
karosodast eredményezett. Azonban az nKR-ben tarolt mintak esetén
a tunica media, oedemassa valt, mig X-VIVO tarolas esetén, akar 4
hét multan is az oedema meréke enyhe maradt.

A vas kolloid diffuzios vizsgalat egyes friss mintakban is
adott pozitiv reakciot. Ez azt jelzi, hogy a wvascularis,
makromolekularis permeabilitas tekintetében egyes graftok mar a
tarolas megkezdésekor elvesztették barrier-funkciojukat, 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 értékeltink. Ez tendenciaként
megallapithat6, ugyanakkor a mintak kiilonbozdsége és a vizsgalt
esetszam nem tette lehet6vé a kvantitativ analizis végzését (6. dbra).
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A tobbi vizsgalt csoportban (reprodukalhaté) konkluziv
pozitiv berlini-kék reakciét, illetve annak idébeli elorehaladtdt nem
tudtuk kimutatni.

4.4 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 id6 szemben a PET mintakkal. A
csucskoncentracid eléréséig eltelt i1d6 vizsgalatakor ugyanez
mutatkozott, tovabba a BC mintdk esetén tapasztaltuk a
legalacsonyabb thrombin csticskoncentraciot (Peak). Kismértéki, de
szignifikans (p<0,05) kiillonbséget talaltunk a PET és az ePTFE
kozott, ahol az ePTFE mutatta a magasabb csticskoncentraciot a
thrombin keletkezés tekintetében (Peak). Az 0Osszes keletkezett
thrombin mennyiség (ETP) tekintetében szignifikans (p<0,05)
kiilonbséget csak a BC és a PET mintdk kozott talaltunk.
Megjegyzendd azonban, hogy donorfiiggd variaciok el6fordultak a
Peak és az ETP tekintetében (7.-8. dbra).
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300 e peT 30 1 L 300 1 s 3500 —PTFE
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25 BC 25 250 ¥ 3000
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= £ 2500
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% & £ + 1500
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i

51 51 50 500
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7. abra 8.dbra

A keletkezett thrombin csiicskoncentrdacioja
és az endogén thromin potencial (ETP) *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, n=13.

A thrombin keletkezési paraméterek az
egységnyi PET, ePTFE és BC felszineken
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, n=13.
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A heparinnal kezelt gumigytirivel rogzitett mintaknal a
fluoreszcencia atlagos emelkedési iitemét szamoltuk 60 perces
idészak alatt. 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.

Az aktivalt XII. faktor az intrinsic véralvadasi ut kezdd
enzimének keletkezését is mértiik kiilonbozd graftmintak felszinén
az el6zoekkel megegyezd modon.

A harom tesztelt anyag kozil 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 (9. dbra).

z
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5 9. dbra
A thrombin (a)
4 és az aktivalt
Xll.faktor (b)
keletkezésének
titeme (60
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gumigytiriis
rogzités)
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A vérplazmaban az “idegen” graftfelszin hatasara beinduld
véralvadasi folyamatok vizsgalatat és Osszehasonlitasat, optikai
képrogzitéssel, és szamitogépes kiértékeléssel végeztiik.

A 10. abrardl egyértelmiien leolvashatd hogy a harom
vizsgalt felszin koziil a PET esetében indult meg leghamarabb a
véralvadas. Mig az ePTFE esetén a koagulacid aktivacioja
lassabbnak bizonyult a BC-hez képest, addig a propagacios fazis
tekintetében ennek ellenkezdje figyelheté meg, ami nagyon gyorsan
ment végbe a plazmatérfogat egészében.
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Az is lathato, hogy a BC esetében szemben a masik két vizsgalt
felszinnel a 160 perces vizsgalati id6 alatt is maradt a kiivettaban egy
rész(térfogat) amelyben a véralvadas nem mutatkozott.

A graftfelszinen meginduldé véralvadas (iniciativ fazis)
mérési eredményei, illetve a kalkulalt felszini koagulacios idd
eredményeit a 11. dabra mutatja (n=6). Az egyes poétloanyagokra
vonatkozo értékek, novekvé sorrendben (atlagSD) a kovetkezok:
PET (2748 perc) <BC (46+9 perc) <ePTFE (61421 perc).

A véralvadas  elérehaladasat  (propagacios  fazis)
hasonloképpen értékeltiik, ahol a fibrin megjelenésének sebességét
Osszesen négy, a behelyezett grafttol szamitott 0,5 mm-es szakaszon
at mértiikk az osszes vizsgalt felszin esetén (n=6). Az eredmények a
propagaciés fazis dramai gyorsasagat mutattak ePTFE esetén,
szemben a PET és a BC felszinekkel. (11/b.dbra)

A koagulaciés vizsgalatokban mind a thrombin, mind az
aktivalt XII faktor keletkezése, valamit a koagulacid vizualizacidja
soran kapott eredmények tekintetében is reprodukalhato adatokat
kaptunk, ami a modszerek hatékonysagat bizonyitja. A BC mint
bioanyag koagulacié szempontjabdl az ePTFE-hez hasonlo profilt
mutatott, ami igéretessé teszi a BC mint leendo érpdtloanyag tovabbi
vizsgalatait.
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11. dabra

(a) Felszini alvadasi idé PET, ePTFE és BC esetén.
(b) Véralvadas eldremenetelének mértéke (propagdcios rata)
0,5 mm-es intervallumokban PET, ePTFE and BC graft esetén.
Az értékek abrazolasa atlag + SD szerint lathato.

A legtobb koagulacioés folyamatot vizsgald metodus, a
véralvadast mértékét térfogatra vonatkoztatva vizsgalja, figyelmen
kiviil hagyva, hogy hol kezdddott az aktivacio, illetve hogy abbol a
pontbdl milyen kinetikéval tortént a véralvadas propagacidja. A fent
leirt mddszerrel ezek jol meghatarozhatok, és fontos informacidval
szolgalhatnak a tovabbiakban a vér és az idegen felszinek
interakcidjanak vizsgalataiban.

5 KOVETKEZTETESEK

Munkankban az ér- és szivsebészet egyik legfontosabb
bioldgiai po6tld anyagat a human saphena magnat vettilk gorcso ala,
annak is biomechanikai valtozasait, eltéréseit vizsgaltuk kiillonb6zo
tarolasi feltételek és idotartam utan.

A Kkisérletekhez 0Osszesen 32 betegt6él szarmazd 72 véna
szegmentumot hasznaltunk fel, amit a tarolas alapjan 8 csoportra
osztottunk: (1) friss, (2) 4°C nKR-1hetes, (3) 4°C nKR-2hetes, (4)
4°C X-VIVO-lhetes, (5) 4°C X-VIVO-2hetes, (6) 4°C X-VIVO-
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3hetes, (7) 4°C X-VIVO-dhetes, (8) mélyfagyasztott tarolasi
csoportra. A nKR oldatban tarolt mintdk egy hét utidn elveszitették
aktiv és passziv rugalmassagukat. A tapfolyadékban tarolt mintak
egy hét elteltével is megorizték kontrakcios képességiiket, és ez a
tovabbi tarolas (2,3,4 hét) soran is csak lassan csokkent. Ezen mintak
a tarolas alatt meglrizték geometriai tulajdonsagokat, és a friss
vénakéhoz hasonld elasztikus tulajdonsagokat mutattak. A
mélyfagyasztott-felolvasztott mintak falvastagsaga megnovekedett és
rugalmassaguk részben megmaradt. Biomechanikai profil alapjén az
X-VIVO™ 10 tapfolyadékban hiitve tarolt véna homograftok,
potencialis alternativat jelenthetnek az érpotlasban, amennyiben nem
all rendelkezésre megfeleld mennyiségli vagy mindségli autolog
véna. Hosszutav klinikai vizsgalatok sziikségesek ezen tarolasi
modszer széles korh felhasznalhatosaganak tovabbi igazolasara.

A felszin-indukdlt koaguldci6 mérésére a Hemker-féle
thrombin keletkezési modszert adaptaltuk, amely igy alkalmas a
vascularis graftok (pro)koagulans tulajdonsagainak vizsgalatara, a
bakteridlis celluloz és a leggyakrabban hasznalt graftok PET
(Dacron®) és ePTFE (GORE-TEX®) felszini tulajdonsigainak
Osszevetésére. Ezen kiviil egy vizualizacidos metddussal, a vizsgalt
felszinen meginduld koagulacios folyamatok lathatova tételére egy
egyszerusitett szinkodolt modszert alkalmaztunk. A thombin
keletkezési liteme dramai kiilonbségeket mutatott a vizsgalt felszinek
tekintetében: Az ePTFE és a BC felszinen lassabban indult be (lag
time) €és késobb tet6zott (time to peak), mint a PET felszinen. A BC
esetén tapasztaltuk a legalacsonyabb csucsértéket (peak), tehat az
indukalt alvadas sebessége itt a legkisebb. Az aktivalt XII faktor és a
felszini koagulacios id6 (PMMA-vizualizacid) vizsgalatakor is
hasonl6 eredményt kaptunk (atlag + SD): PET (27 = 8 min) < BC (46
+ 9 min) < ePTFE (61 = 21 min). A koagulaciés vizsgalatokban
mind a thrombin, mind az aktivalt XII faktor keletkezése, valamit a
koagulacio vizualizacioja soran kapott eredmények tekintetében is
reprodukalhatd adatokat kaptunk, ami a modszerek hatékonysagat
bizonyitja. A BC mint bioanyag koagulacié szempontjabdl az
ePTFE-hez hasonl6 profilt mutatott, ami igéretessé teszi a BC-mint
leendd érpotloanyag tovabbi vizsgalatait. Ezek az eljarasok
tavlatokat nyithatnak a vérrel érintkezd bioanyagok, vascularis
graftok in vitro koagulacios vizsgalataira.
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6. AZ ERTEKEZES UJ MEGALLAPITASAI

Az irodalmi adatokkal &sszhangban jelent6s egyéni
kiilonbségeket tapasztaltunk a frissen explantalt vena
saphena magna szakaszok biomechanikai ¢és szdvettani
vonatkozasaban.

A tapkultara médiumban (X-VIVO™ 10) 4 C°-on tarolt VSM
szegmentumok  meglOrzik  geometriai  és  elasztikus
tulajdonsagaikat akar 4 hetes tarolds utan is, szemben a
fiziologids sooldatban (normdl Krebs-Ringer) tarolt
mintakkal, amelyeknél mar 2 hetes tarolds utdn geometriai
elvaltozasok és az aktiv rugalmas tulajdonsagok teljes hianya
alakult ki.

Biomechanikai profil tekintetében a 4 hétig hiitve tarolt,
illetve a krioprezervalt és felolvasztott VSM szegmentumok
nem mutatnak szignifikans eltérést, vagyis egymassal adott
esetben helyettesithetok.

Fénymikroszkopos morfologiai értékelésiink az érszovetek
lassi  dezintegracidjat és az  extracellularis elemek
karosodasat mutatta, amit elsésorban a tarolas ideje

befolyasolt, nem a tarold6 médium.

A sebészetben felhasznalt idegen anyagok (esetiinkben
vascularis potléanyagok) felszini koagulacios tulajdon-
sdgainak vizsgalatira mind az ELISA talcara adaptalt
spektrofotometrias eljaras, mind a PMMA kiivettakban
kivitelezett ~ vizualizacids  metédus egy  érzékeny,
reprodukalhat6, gyors eljarasnak bizonyult, ami 0j tavlatokat
nyithat a vascularis graftok in vitro koagulacios
vizsgalataira.
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