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1. Bevezetés

A miérrel végzett rekonstrukciok legrettegettebb szovédménye az alkalmazott érgraft
septicussa valdsa, melynek gydgyitasa a mai napig is az érsebészet legnehezebb, igen magas
morbiditassal és mortalitassal jard feladata. Enyhébb esetben csak feliiletes sebfertdzés alakul
ki a betiltetett érgraft érintettsége nélkiil, azonban a fertézés mélyre terjedése, a rekonstrukcio
teriiletének érintettsége, esetleg a septicus folyamat generalizaltta valasa igen komoly kihivas
elé allitja a gyakorlo érsebészt. Ezen fertézések kialakulhatnak a kozvetlen posztoperativ
idészakban, mint korai fertzés, valamint joval a miitétet kovetden, mint késoi infekcio.

Graft megtartd moddszert is alkalmazhatunk a fert6zott miiér kezelésében, azonban
végtagmentés ¢és a beteg ¢életben maradasa, az esetek tulnyomo tobbségében csak a septicussa
valt graft eltavolitdsaval és cseréjével biztosithato.

Cseregraftként az egyik alternativat a kiilonféle antisepticus anyagokkal, eziisttel vagy
antibiotikummal impregnalt graftok felhaszndldsa jelenti, mig masik lehetdség, mely joval
elénydsebb az infekcid szanalasa szempontjabol, a bioldgiai graft.

Az impregnalt graftok elénye, hogy korldtlan mennyiségben és méretiiket tekintve
széles skaldban allnak rendelkezésre, igy akut beavatkozéas soran konnyen hozzéaférhetdek.
Hatranyuk a magas ar és az a tapasztalat, hogy sokszor maguk az impregnalt graftok is
septicussa valnak.

Az autoldg, biologiai graft — leggyakrabban saphena vagy mélyvéna - minden kétséget
kizaréan a legjobb megoldas, azonban sok esetben nem all megfelelé hosszusagu vagy
mindségl érszakasz rendelkezésre, illetve, ha alkalmazhato, igen nagy miitéti megterhelésnek
teszi ki a beteget, igy felhasznalasa csak valogatott beteganyagon johet szdba.

A cadaver, cryopreservalt allograftok j6 megoldast nyujtanak, azonban magas aruk
mellett jelenleg korlatozott mértékben allnak rendelkezésre, rdadasul eldallitasuk, tarolasuk
specidlis infrastruktarat igényel. Alkalmazasukkor, hosszi tdvon, a kivaltott immunreakcid
kovetkeztében 1étrejovo graftdegeneracidval is szamolni kell.

A biologiai graftok harmadik csoportjat a mas faj egyedeibdl szarmazo, in. xenograftok
adjak. Eldnyiik, hogy megfeleld biomechanikai tulajdonsagokkal birnak, bioldgiai mivoltukbol
adodoan jol ellenallnak a fertdzéseknek, és korlatlan mennyiségben eldallithatok. Hatranyuk
azonban, hogy immunvalaszt valtanak ki. A xenograftok immunogenitasanak csokkentése a
graftok decellularizalasaval lehetséges. Ennek soran minden sejtes elemet eltdvolitunk a

szovetb6l tugy, hogy annak kotdszovetes vazat eredeti szerkezetében megoérizzik. A
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karos immunvalasz kialakulasat

Az 1980-as években biztatd kezdeti eredményeket mutatd kisérletek folytak a
xenograftok humdn felhasznalasaval kapcsolatban, de a graftok késéi degeneralddasabol
kovetkezd gyakori kedvezdtlen kimenetel hosszu idére hattérbe szoritotta a fejlesztésiikkel,
tovabbi felhasznalasukkal kapcsolatos kisérletezéseket, torekvéseket. Azonban az érsebészet és
fegyvertaranak jelen szdzadunkban tapasztalt rohamos fejlédése, illetve a jelentOsen
megnovekedett esetszam miatt aranyosan gyakrabban el6forduld érsebészeti komplikacid
ismételten a bioldgiai érgraftok fejlesztése, az . ,tissue-engineering” iranyaba forditotta a

figyelmet.

2. Célkituzések

Munkénk célja egy olyan bioldgiai graft eldallitasa volt, amely a kiilonb6z6 grafttipusok
elényds tulajdonsagait egyesitve, a septicus €rsebészetben alternativat nyujtd cseregraftként
alkalmazhato lenne.

Az els6é Kisérletsorozatban decellularizacidos modszerek Osszehasonlitd vizsgalatat
végeztiik fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok, valamint mechanikai tesztek alapjan. A
szOvettani vizsgalatok sordn a kezelt aortafalban megmarado sejtes elemek mennyiségére €s
mindségére, valamint a kotdszoveti rostok szerkezetének és lefutdsanak véltozasara voltunk
kivancsiak. A mechanikai tesztek soran a decellularizalt grafttipusok, valamint a kezelt graft és
a nativ aorta kozott készitett éranastomosisok intraluminélis nyomassal szembeni ellenéllasat
vizsgaltuk. Ezek alapjan valasztottuk ki a legideélisabb decellularizacids protokollt, melyet az
allatokon végzett tanulmanyhoz felhasznaltunk.

Tanulmanyunk masodik részében decellularizacidos eljarassal  eldkészitett
aortaszakaszokat implantaltunk sertések infrarenalis aortajadba. Az allatkisérletek elsd
szakaszaban decellularizalt sertésaortat, mint allograftot, majd a masodik szakaszban
sejtmentesitett juhaortat, mint xenograftot hasznaltunk fel. A tervezett 6 honapos utankovetés
elteltével a sertések infrarenalis aortaszakaszat az implantaitummal egyiitt resecaltuk, majd a
mintakat makroszkopos, fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatoknak vetettiik ala.

Arra kerestiik a valaszt, vajon in vivo, a beiiltetett mintdk mekkora hanyada marad nyitva,

illetve milyen ardnyban fordul el6 makroszkoposan is észlelhetd degeneracio, mind az allo-,



mind a xenotranszplantacio esetében. A szovettani és elektronmikroszkopos vizsgalatok célja
az eredetileg sejtmentes implantatumokban ¢és a kornyezd aortafalban 1étrejové sejtszintl és
szerkezeti valtozasok kiértékelése, a kdtdszoveti rostszerkezet megtartottsdganak vizsgalata, az
ujonnan megjelend sejtes elemek mindségi €s mennyiségi elemzése volt. Mindezek tiikrében a
decellularizalt bioldgiai graft kés6bbi, potencialis human felhasznalhatosagara kivantunk

kovetkeztetni.

3. Decellularizacios modszerek hatékonysaganak
osszehasonlitasa mechanikai tesztek, valamint fény- és

elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan

3.1. Bevezetés

A szerv- vagy szOvet-transzplanticid az utobbi évtizedekben rohamos fejlodést
mutatott. A novekvo igény, melyet a human forrasok mar nem képesek teljesen kielégiteni,
kovetkeztében egyre nagyobb figyelem forditddott a mesterséges szovet- €s szerv eldallitas, az
un. tissue-engineering iranyaba. Ennek célja olyan decellularizalt bioldgiai anyag eldallitasa,
amely mintegy vazként szolgdl a recipiens sejtek megtelepedésének, novekedésének,
differencidlodasanak és a szovet kialakuldsdnak. A decellularizicios eljarasok soran a szovet
vagy szerv minden celluléris és nucledris komponensét eltavolitjuk tigy, hogy a visszamarad6
extracellularis matrix (ECM) mechanikai integritdsat megdrizziik. Az eredeti szovetbdl igy
nyert sejtmentes ECM, mint ,,bioldgiai vaz”, felhasznalhato rekonstrukcios céllal, mesterséges
szovet-, illetve szervpoétlasra. Mind az allogén, mind a xenotransplantatio legfontosabb limitald
tényezdje a donor sejtek felszini antigénjei altal a recipiensben kivaltott donor-ellenes antitest
termelddés, ami gyulladasos reakcidhoz és immunoldgiai valaszhoz, végiil az implantatum
immun-medidlt rejectidjadhoz vezet. Ezt hivatott az implantatum decellularizalasa kivédeni.

Decellularizalt szovetek és szervekbdl szarmazd bioldgiai vazak (mint pl.: mint pl. inak,
szalagok, idegek, vazizomzat, hugyholyag, maj, szivbillentyiik, erek) sikeres felhaszndlasarol
allatokon végzett tanulmanyok ¢s human klinikai felhasznalasok is beszamolnak. A vonatkoz6
szakirodalmat attekintve szdmos hatékony sejtmentesitd protokollt talaltunk, azonban a

decellularizacid hatékonysagéaban, az eredeti vazszerkezet megkimélésében az egyes eljarasok



kozott jelentds kiilonbség mutatkozik. Célunk a leghatasosabbnak talalt, széles korben elterjedt

kezelési eljarasok 0sszehasonlitasa volt mechanikai tesztek és szovettani vizsgéalatok tiikrében.

3.2. Anyag és modszer

3.2.1. Sebészi elékeszités

A tanulmany soran 22-25 kilogramm kozotti testtomegli, Yorkshire sertéseket
hasznaltunk fel. A sertések anesztéziaja soran 3 mg/ttkg ketamine-hydrochloride és 1-2 mg/ttkg
xylazine-hydrochloride o6rankénti folyamatos intravénas adédsat alkalmaztuk, intratrachealis
tubuson keresztiil, 1 l/perc oxigénnel és 3 I/perc dinitrogén-oxiddal dusitott levegdvel
miitét folyaman. A hastireget total median laparotomidbdl nyitottuk meg. A retroperitoneumban
kiprepraltuk a hasi aorta infrarenalis szakaszat. 2500 Nemzetk6zi Egység Natrium-heparin
intravénas adasat kovetden az aortdt a sziikséges érszakasz eltavolitdsanak idejére

kirekesztettiik. A hasfalat loop segitségével, a bort tovafuté Donati varrattal zartuk.

3.2.2. Decellularizacios Modszerek

Infrarenalis aorta-szegmentumokat metszettiink ki frissen az altatott sertésekbdl, majd a
kb. 8mm atmérd;jii €s 2 cm hosszu érdarabokat foszfat pufferes sboldatba (PBS) helyeztiik, azzal
a mintdkat mostuk, hogy minden rezidualis vért eltavolitsunk réluk. Minden protokoll szerint 8

mintat vizsgaltunk.

3.2.2.1. I-es Protokoll

A frissen eltavolitott aorta szegmentumokat mélyfagyasztasi eljarassal -80° Celsius-

fokra hitottik.



3.2.2.2. 2-es Protokoll

Az aorta-szegmentek decellularizalasa szobahdmérsékleten, 48 6rdn at tart6 folyamatos
razas mellett, 1%-os natrium-duodecyl-szulfat (SDS), és 0.05%-0s natrium-azid (NaN3), PBS-
ben elkészitett oldataval tortént. Az oldatot 6 éranként cseréltiik. A folyamat végén a mintak 12

oras mosasa kovetkezett PBS-ben, a debris eltavolitasa érdekében.

3.2.2.3. 3-as Protokoll

Az aorta-szegmentek decellularizalasa 0.075%-o0s SDS PBS-ben készitett oldataval,
folyamatos, 15 6ran keresztiil tartd razas mellett, 37° Celsius-fokos homérsékleten tortént. Ezt
a folyamatot, ugyanezen homérsékleten 5, egyenként 15 perces oblitési ciklus kdvette PBS-

ben.

3.2.2.4. 4-es Protokoll

A decellularizélas 0.25%-os Triton X-100 és 0.25%-o0s natrium-deoxycholat PBS-ben
készitett oldataval kezd6dott. A mintdk folyamatos razas melletti, 24 6ras, szobahdmérsékleten
torténd kezelését egy 72 oras mosasi ciklus kovette 4° Celsius-fokon, Earle-féle Medium 199-
ben. Ezt kovetden a mintakat 100 g/mL RNase A-t, 150 IU/mL DNase I-et ¢s 50 mmol MgCl»-
ot tartalmazé PBS-ben kezeltiik 24 6ran at, 37° Celsius-fokos hémérsékleten. Végiil a folyamat

24 6ras mosasi ciklussal Medium 199-ben, 4°C-fokon zarult.

3.2.3. Feénymikroszkopos vizsgalatok

A kezelt aortafal-szegmentek fixalasa 10%-os neutrdlis formalinban tortént, majd a
hossz- ¢és keresztmetszeti szovetblokkokat paraffinba agyaztuk, végiil 2-4 mikrométer
vastagsagu metszeteket készitettiink. Az metszeteket 3 kiilonbozo festésnek vetettiik ald. A
Hematoxylin-eosin (HE) festéssel a decellularizacios effektivitast szemléltettiik. Orcein és

Masson-trichrome  hisztokémiaval a kotOszoveti rostszerkezetet valtozasat, illetve

crer



3.2.4. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatot megel6zden a minték fixalasa
2%-o0s formaldehidbdl és 2.5%-o0s glutaraldehidbdl all6 oldatban tortént. Ezt kovetden 50-60
nanométer vastagsagu szeletek késziiltek, melyek vizsgalata JEOL JEM-1200EX II tipust TEM
hasznalataval, 80kV-on tortént. A kiilonboz6 kezelések hatékonysaga, a sejtek és sejtmagok
jelenlétének vagy hidnyénak, illetve az ECM szerkezetében bekovetkezd valtozasok alapjan

kertlt kielemzésre.

3.2.5. Mechanikai tesztek

A mechanikai tesztekhez 3-4 cm hosszl érszakaszokat hasznaltunk. Az erek disztalis
végét 6/0-as Prolene tovafutd érvarrattal zartuk. Az oldalagakat 2/0-as Polypropylene fonallal
ligaltuk. A proximalis vég kaniildlasa hagyomanyos vénakaniil felhasznéalasaval tortént, majd
ez a vég 2/0-as Polypropylene fonallal keriilt lezarasra és rogzitésre a kaniilhoz. A
nyomastesztekhez ballondilatdciés pumpat hasznaltunk, a tesztekrdl fotodokumentéaciot

készitettiink.

3.2.5.1. Nyomdas-teszt

A nyomas-teszt sordn a kezelt érszakaszokat vizsgaltuk, dsszehasonlitva nativ aorta-
szegmentumokkal. A mintak fentiek szerinti el6készitését és levegdtlenitést kovetden az ereket
a ballonpumpa segitségével és 37°C-fokos PBS hasznalataval lassan feltoltottiik, az
intralumindris nyomast 225 Hgmm-ig emelve. Ezt a procedurat 5 alkalommal, egyenként 5

percig alkalmaztuk minden egyes mintan.

3.2.5.2. Varrat-megtartasi teszt

Els6ként anasztomozist készitettiink a kezelt és nativ érszakaszok kozott, 6/0-as
Prolene, tovafuto érvarrattal. Ezt kovetden a disztalis, kezelt véget lezartuk, a proximalis, nativ
szakaszt pedig a kaniilhoz rogzitettiik. A levegétlenitett mintakat, illetve az anasztomozisokat,
37°C-fokos PBS befecskendezésével 225 Hgmm legnagyobb intralumindris nyomasnak tettiik

ki, fenntartva ezt a nyomast 6tszor 1 percig.



3.3. Eredmények

3.3.1. Fénymikroszkopos vizsgalatok kiértékelése

Elséként a mintdk HE festését végeztik el a decellularizacio effektivitadsanak
igazolasara. Eredményeink azt mutattak, hogy az 1-es és 3-as Protokoll nem bizonyult hatékony
eljarasnak, mivel a mintdkban nagy aranyban maradtak vissza sejtmagok. Ezzel szemben a 2-
es és 4-es Protokollal kezelt aortafalban a sejtmagok komplett eltiinését észleltiik.

Elébbiekbdl kdvetkezden a specifikus, Orcein és MT hisztokémiai festéseket mar csak
a 2-es, 4-es Protokoll mintai esetében végeztiik el. A kezelt metszetekben a falvastagsag
csokkenése volt megfigyelhetd. Szadmottevd szoveti destrukcid nem volt megfigyelhetd,
dontden szabalyos szerkezetli és lefutdsu rostokat lattunk, azonban a 4-es Protokoll szerint
kezelt metszetekben, a luminalis felszin kozelében, néhany hullimosabb lefutasu és enyhén

toredezett rost volt felfedezhetd, ami a kotdszovetes vaz enyhe fokl kdrosodasara utal.

3.3.2.  Elektronmikroszkopos vizsgalatok eredménye

A 2-es és 4-es Protokoll szerint kezelt aortafal TEM képein nem volt észrevehetd
kiilonbség, egyértelmiien latszott a sejtes elemek hidnya és a kdtdszoveti rostok szerkezetének
megtartottsiga. Az l-es és 3-as Protokoll szerint késziilt mintdk TEM elemzésétol

eltekintettiink.

3.3.3. Mechanikai tesztek értékelése

A tesztek soran egyetlen esetben sem tapasztaltunk aortafal rupturat, vagy a fal
ateresztését, leakage-et, legyen sz6 barmely Protokoll altal kezelt érszakaszrol. Ezenfeliil,
mindkét lokalizacioju varratsor - akar a kezelt érdarabot a disztalis végén lezard, akar a kezelt
¢és a nativ érszakasz kozotti anasztomozis varratsora -, teljes mértékben ellenallt az alkalmazott

intraluminalis nyomdasnak, minden szivargésra, ateresztésre utalo jel nélkiil.



3.4. Megbeszélés

Sokféle decellularizaciés metodika ismert, melyek jelentds kiilonbségeket mutatnak a
sejtmentesités hatékonysagaban. A decellularizaciés hatékonysag fiigg a szdvet tipusatol,
eredetétdl, valamint attdl, hogy milyen specialis fizikai, kémiai és enzimatikus modszert
alkalmazunk. A legeffektivebb protokollokrdl altalanossagban elmondhato, hogy a kiilonféle
mechanizmust kezelések, igy a fizikai, kémiai és enzimatikus beavatkozasok kombinécioja
vezet a legjobb eredményhez.

A fizikai metédusok, mint a gyakran alkalmazott gyorsfagyasztas hatékony sejtlizald
hatéassal bir, azonban nem elég effektiv a sejtes elemek eliminaladséban, akarcsak a mechanikai
razas, igy csak a tobbi kezelés kiegészitéseként ajanlott.

A kémiai modszerek koziil az ionos detergensek, mint az SDS és Na-azid, vagy a nem-
ionos detergens Triton X-100 effektivek a sejt anyagainak a szovetbdl torténd eltavolitasaban,
¢s az ECM strukturdjat is csak kis mértékben karositjdk. A detergensek kombinalasa noveli a
szovetbdl torténd fehérje-kivonds effektivitdsat, amely hatékonyabb sejtmentesitést
eredményez.

A teljes sejtmentesség elérése csak enzimatikus kezeléssel igen nehéz, rdadasul az
enzimek kérositod hatassal birhatnak a szovetek extracellularis komponenseire, foként hosszas
behatdsi id6 mellett, igy nem Ondlloan, hanem egyéb decellularizaciés technikdk
kiegészitéseként alkalmazandoak, az effektus ndvelése céljabol.

Ismert tény, hogy a decellularizacios moddszerek egyikével sem lehet tokéletesen
eltlinteni az Osszes sejtes Osszetevot, azonban a legminimalisabbra csokkenteni, a kotdszovetes
vaz szignifikans karosodasa nélkiil, magasabb implantacios sikeraranyt eredményezhet.

Kutatdsunkban eredeti kisérletet tettiink az Osszes lényegesnek itélt, korabban mar
alkalmazott decellularizacios modszer hatékony megitélésére. Lathato, hogy a gyorsfagyasztas
onalldéan vagy a monofazisos SDS ionos detergens haszndlat szerény sejtmentesitd hatassal bir.
Tovabbi két, kombinalt azonban hatékonynak és identikusnak igazolddott, mivel minden
lathatd sejtet és sejtes Osszetevot maradéktalanul eltiintetett. Az enzimatikus reagenst is
tartalmaz6 4-es Protokoll enyhe karosodast idézett el6 az ECM strukturdjaban. A TEM-mel
késziilt képeken a kezelt szovetek sejtmentesnek mutatkoztak, valamint kollagén rostjainak
microarchitektiraja majdnem tokéletesen azonos maradt a nativ, kezeletlen aortajéval.

A 225 Hgmme-es intraluminalis nyomast - mely majdnem kétszer magasabb a fiziologids

systolés nyomasnal - alkalmazé mechanikai tesztek megfelel6 mechanikai stabilitast és varrat-



megtartasi er6t mutattak az Osszes sejtmentesitett aorta-graftnal, mindennemt rupturara vagy
szivargasra utald jel nélkiil. Ezen mechanikai tulajdonsagok alapjan a decellularizalt graftok

alkalmasak lehetnek implantacio céljara.
3.5. Kovetkeztetés

A két hatékony protokoll kozdtt nem mutatkozott szamottevd kiilonbség a
decellularizacio effektivitidsaban, azonban a 4-es protokoll mintdiban megfigyelt minimalis
rostkarosodds miatt a 2-es protokollt talaltuk hatékonyabbnak, illetve kiméletesebbnek. A
mechanikai tesztek sordn nem igazolddott eltérés a két metddus szerint kezelt mintdk
mechanikai viselkedésében. A szdvettani eredmények és a mechanikai tesztek ismeretében,
figyelembe véve a rovidebb inkubécios id6t és koltséghatékonysagot, a 2-es szdmu protokollt

valasztottuk tovabbi kisérleteinkhez, az allatokon végzett tanulmanyokhoz.

4. Decellularizalt biograftok vizsgalata implantaciot

kovetéen, 6 honapos utankovetés tiikkrében

4.1. Bevezetés

Az érbetegségek kezelését forradalmasitotta a milerek megjelenése, azonban egyre
novekvd szamban torténd alkalmazidsuk miatt egyre gyakrabban fordulnak el a
protézisgennyedések, melynek megolddsa napjainkban is komoly feladat el¢é allitja a gyakorlo
érsebészt. A septicus graft kezelésében mindenképp helye van a graftmegtartd6 modszereknek,
azonban az esetek nagy hanyadaban gydgyulés csak a fert6zott miiér eltavolitasaval érhetd el.
Napjainkban az autolog érgraftok jelentik a gold standardot, azonban alkalmazasuk jelentsen
megnoveli a miitéti idot és a perioperativ morbiditast, igy magas kockdzati betegek esetében
mas utat kell valasztani. Széba jon eziisttel vagy antibiotikummal impregnalt graftok
haszndalata, azonban a sikerarany ez esetben igen valtozé a reinfekcié vonatkozéasidban. A
homograftok alkalmazasa ajanlott, mivel kivaloan ellendllnak a fertézéseknek, azonban a
graftdegeneraciobol adodd kovetkezményekkel hosszo tdvon szédmolni kell, valamint

hozzaférhetdségiik is korlatozott. A xenograftok, azaz mas faj egyedeibdl szarmazo graftok,

10



hosszu iddre kiszorultak az érsebészet fegyvertarabol a gyenge hosszutavi eredmények,
graftdegeneraciobol adodo aneurysma kialakulds és magas reocclusios rata miatt, azonban
elérhetdségiik, j6 kezelhetOségiik és a fertézéseknek vald jo ellenallasuk ismételten kinyitotta a
kapukat a septicus érsebészetben torténd felhasznalds iranyéba.

Mind az allo-, mind a xenotraszplantacio esetében szamolnunk kell az immunvalasz
kialakulasaval. A beliltetést megel6zéen, a donor szoveten elvégzett decellularizacio
megeldzheti, vagy legalabbis csokkentheti a graft versus host reakciot, valamint az ebbdl adodo
graftdegeneraciot és annak nem kivant kdvetkezményeit.

Tanulmanyunkban a korabban hatékonynak talalt decellularizaciés modszerrel kezelt
sertés allo-, és juh xenograftok implantaciot kdvetd viselkedését, nyitvamaradasat, szerkezeti

valtozasat kivantuk vizsgélni, 6 hénapos utankdvetés soran.

4.2. Anyag és modszer

4.2.1. Sebészi elokészites

Az allatok elaltatasat kovetden total median laparotomiabdl nyitottuk meg a hasiireget.
A véralvadds megel6zésére 2500 NE Natrium-heparin intravénds adasat alkalmaztuk.

Antibiotikus profilaxisként 0.5mg Cefazoline intravénas addsaban részesitettiik az allatokat.

4.2.2. Graftok decellularizdlasa

Az aorta-szegmentek decellularizalasa szobahdmérsékleten, 48 6rdn at tart6 folyamatos
razas mellett, 1%-os natrium-duodecyl-szulfat (SDS), és 0.05%-0s natrium-azid (NaN3), PBS-
ben elkészitett oldataval tortént. Az oldatot 6 éranként cseréltiik. A folyamat végén a mintak 12

oras mosasa kovetkezett PBS-ben, a debris eltavolitasa érdekében.

4.2.3. Allatkisérletek

Kisérleteink elsd szakaszaban, a beiiltetendd aorta-graftokat sertésbdl, mig masodik

szakaszdban juhbol allitottuk eld, fenti decellularizacids modszerrel. Az elsé szakaszban 10
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crer

crer

Total median laparotomiat kovetéen a hasi aorta infrarenalis szakaszabol az aorta
mintegy 1,5-2cm hosszu szakaszat resecaltuk, majd a megfelelé méretli decellularizalt biologiai
allo-, illetve xenografttal end-to-end interpostiot végeztiink, majd vérzéscsillapitas utan a
hasfalat és a bort zartuk. Miitét végén a femoralis pulzusokat kontrollaltuk, majd az operalt
allatokat néhany napos megfigyelés utan visszaszallitottuk eredeti kornyezetiikbe. 6 honapos
utankovetés lejartaval a sertések hasi aortdjanak infrarenalis szakaszat eltdvolitottuk. Az
explantalt szegmentumok, melyek az eredeti, sajat aortafalat, az implantalt szakaszt és az
anasztomozisokat is magukba foglaltak, fény-, és elektronmikroszkopos vizsgalatoknak

vetettiik ala.
4.2.4. Feénymikroszkopos vizsgalatok

Tanulmanyunk mindkét fazisaban az alabbi metodust alkalmaztuk.

A beiiltetett, és a nativ szegmentumokat is tartalmazd explantalt aortabol készitett
hosszanti ¢és harant metszeteket 4 kiilonboz6 festési eljarasnak vetettiik ald. Rutin HE festéssel
az Ujonnan megjelend sejtek jelenlétét, valamint az implantalt graftszakasz felszinén
ujdonképzddott endothel-réteget igazoltuk. Orcein festéssel az elasztikus rostokat, mig Masson-
trichrome festéssel a kollagén-rostokat vizualizaltuk. A myofibroblastok és simaizom sejtek
rekolonizédcidjanak alatdmasztasara simaizom-sejt actin immunfestési eljarast alkalmaztunk.

4.2.5. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Kisérletiink mindkét szakaszdban azonos moddon jartunk el azzal a céllal, hogy az

implantdtum ECM-aban, az ujonnan megjelend sejteket kimutassuk.

4.3. Eredmények

4.3.1. I kisérlet: Az implantalt, decellularizalt sertés aorta-allograft vizsgdlata

A sertés aortabol szarmazd, decellularizalt graftok mindegyike sebészileg konnyen

kezelheté volt. Az implantacidé soran behelyezett varratok jol tartottak, az érfal nem volt
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szakadékony, vérzéses szovodményt, illetve graft-reocclusiot a perioperativ szakban nem
figyeltiink meg. A 10 sertésbdl 9 tulélte a 6 hdnapos utdnkdvetési iddszakot. 1 sertés ileusban
exitalt.

A masodik miitét soran, a graftok kivételekor, jol inkorporalt, pulzal6é implantatumokat
tapasztaltunk. Graft degeneracio, perigraft reakcié makroszkoposan nem volt megfigyelhetd.
Minden beiiltetett graft a kornyezd, sajat aortafalhoz aranyos ndvekedést mutatott hosszban és

atméroben is.

4.3.1.1. Féenymikroszkopos vizsgalatok kiértékelése

Harant- és hosszmetszetek késziiltek a kivett graftbol, és a sajat érfalbol uigy, hogy az
atmeneti zona jol kivehetd legyen a sajat, ¢s az implantalt szegmentum kozott. HE festéssel
lathat6 a nagy mennyiségii, ijonnan megjelend sejt az implantatumban, valamint a folyamatos,
szabalyos, egysejtsoros, a teljes luminalis felszint boritdé endothel réteg. SMA festéssel a
simaizom sejteket tettiik lathatova a kordbban sejtmentes, beiiltetett graftban. Az Orcein és MT

festések segitségével a megdrzott struktiraju elasztikus €s kollagén rosthalozatot szemléltettiik.

4.3.1.2. Elektronmikroszkopos vizsgalatok eredménye

A beiiltetett sertés biograftrol, kivételt kovetéen, TEM-mel készitett képeken, a nativ
artériara  jellemzO, annak faldban normalisan jelenlévd sejttipusok  (fibroblastok,
myofibroblastok, simaizom sejtek) ismételt megjelenését igazoltuk, a szabélyos szerkezetet

mutato kotdszoveti rostok kozott.

4.3.2. IL. kisérlet: Az implantalt, decellularizalt juh aorta-xenograft vizsgadlata

A sejtmentesitett juh-aortagraftok kb. 2cm-es szakaszat implantdltuk a sertések
infrarenalis aortajaba. Az alkalmazott graftok jol varrhatoak voltak, a perioperativ szakban
vérzéses szOvodménylink, hasfali sebgyogyulasi zavarunk, bélparalysis nem fordult eld. 1
esetben a kozvetlen posztoperativ szakban graftreocclusio miatti also testfél ischaemia
kovetkeztében az allat exitalt. A 3 taléld sertés masodik miitéte soran tokéletesen beépiilt, jol
vezetd, patologids elvaltozasoktol mentes graftokat talaltunk. A xenograftok atmérdje és hossza

is proporcionalis ndvekedést az eredeti aortafallal.
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4.3.2.1.Hisztologiai analizis

Az eltavolitott xenograftokbol és a kdrnyezd aortafalbol hosszanti- és keresztmetszeti
szovetblokkokat készitettiink. HE festéssel késziilt metszeteken az eredetileg sejtmentes
implantatum teriiletén, kéken festddo sejtmagok nagy szama igazolja a betiltetett graftba torténd
specifikus kimutatdsdra alkalmazott SMA immunhisztokémiai eljards szintén nagyszam,
normal megjelenésii simaizom sejtcsoportokat mutat a graftban. Az ECM kollagén és elasztikus
rosthalézatanak szabalyos megjelenését lathatjuk az alkalmazott MT és Orcein festéssel késziilt

metszetekben.

4.3.2.2.TEM vizsgalat értékelése

Az explantélt xenograftot transzmisszios elektronmikroszkdppal vizsgélva, az eredetileg
decellularizalt érfalban normal megjelenésii, fibroblast és simaizom sejteket lattunk, melyek a

crer

megtartott.

4.4. Megbeszélés

A vascularis graftkutatas kezdete az el6z6 évszazad els6 felére tehetd. Az elso kisérletek
homograftok felhaszndlasaval torténtek, majd a 80-as években xenografttal is torténtek
kisérletek, azonban a pozitiv korai eredményeket a késdi graftdegeneraciobol (aneurysmaticus
degeneracio, graftthrombosis) adodo szerény hosszitavi eredmények kovették. Az idokozben
megjelend alloplasticus érgraftok egyre népszeriibbé ¢&s elterjedtebbé valtak konnyl
kezelhetdségiik és a korlatlan mennyiségi és méretbeli rendelkezésre allasuk kovetkeztében.
Mindazonaltal, az autolog graft maradt a gold standard a cardiovascularis sebészetben, nemcsak
a primér, hanem a redo és septicus ellatasban is.

Az esetek kb. 20-40%-aban, azonban nincs rendelkezésre allo, vagy alkalmas autolog
graft, a szintetikus graftok alkalmazasa pedig distalis bypass miitétek soran szerény
nyitvamaradéassal kecsegtet, valamint ezek septicus teriileten hasznalt impregnalt valtozatai

gyakran Gjrafert6z0dnek, igy a figyelem ismét a bioldgiai graftok fejlesztése iranyaba fordult.
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Napjainkban az allograftok (vagy homograftok) fontos szerepet jatszanak a septicus
érsebészeti komplikéciok ellatdsaban, dontéen, amennyiben autoldg megoldas nem lehetséges,
illetve a xenograftok is bekertiltek a rutin cardiovascularis sebészeti felhasznalasba.

A xenograftok elényei a szintetikusakkal szemben: jobb kezelhetdség, magas
rezisztencia a fertdzésekkel és ujrafertézddésekkel szemben, minimalis vérzési tendencia a
varratvonalban, valamint a korlatlan elérhetdség. A jelenleg kereskedelmi forgalomban elérhetd
foltok glutaraldehiddel decellularizalt borju pericardiumbdl szarmaznak.

Szamos publikdci6 taldlhatd a pericardium xenograftok sikeres felhasznalasarol a
septicus érsebészetben, azonban az aorta infrarenalis szakaszanak poétlasaval kapcsolatos
tapasztalatok ezen graftok vonatkozasaban elég korlatozottak. Ezen publikaciok a borju
pericardiumbodl szarmazé foltokkal, illetve ugyanebbdl sajat kézzel készitett graft
felhasznalasaval kapcsolatos pozitiv tapasztalatokat mutatjak be.

Sajat anyagunkban decellularizalt biologiai aortagraftokat alkalmaztunk implantacio

crer

crer

aortajaba, kivalo kozéptava eredménnyel. A graftok sebészileg konnyen kezelhetdek,
mechanikailag megfeleldek és varrhatéak voltak, az 6ltések jol tartottak, a varratvonalakban
szignifikans vérzés nem lépett fel. A perioperativ idészakban sz6védménylink csak egy esetben
Iépett fel, az allat posztoperativ ileusban exitalt. A 6 hoénapos utankdvetés soran egy
szovédménylink alakult ki reocclusio miatt (juh-sertés implantalt 4llatban), melynek hatterében
sebésztechnikai hiba igazolodott. A masodik miitéteket kovetéen mind a sertés-, mind a juhgraft
esetében jol inkorporalt, jol pulzald graftokat talaltunk, infekciora, aneurysmatikus
degeneréciora utalo jelek nélkiil. A szovettani képeken a két allatcsoportban szintén azonos
eredményeket kaptunk: a beliiltett graftszakaszokban az identikus sejtek ismételt megjelenését
lattuk, valamint folyamatos, szabalyos, egyrétegli endothelium volt megfigyelhet6 a sajat és a
beiiltett ér luminalis felszinén is, intima hyperplasia nem alakult ki, ezenfeliil gyulladasos sejtek
megjelend, mitotikusan aktiv sejteket mutatott.

Leszogezhetjiik, hogy az utankdvetésiink fél évet olelt at, hosszabb tava alkalmazassal
eddig nincs tapasztalatunk. Humén felhasznélds esetén a kés6i kimenetele a decellularizalt
biologiai xenograftok alkalmazasanak valdszinlileg hasonld lenne, mint a korabbi
probalkozasok kapcsan, értem ezalatt a graftdegeneraciobol adodd kovetkezményeket.
Azonban, a septicus érsebészetben vald alkalmazas célja, hogy kihasznalva a bioldgiai anyagok

fertézésekkel szembeni jo ellenallasat, megsziintetve a fertézd goécot (a septicus graftot
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eltavolitva), biztositsuk a végtagmentést, illetve javitsuk a beteg tulélési esélyét, amikor mar
egyéb lehetdség nincs a keziinkben. A fert6zés sikeres eradicatiojat és teljes gyogyulast
kovetden, amennyiben barmilyen komplikacié lépne fel, a xenograft, akar elektiv ellatas

keretein beliil, helyettesithetd és cserélhetd egy masik graftra.

4.5. Kovetkeztetés

Mindkét kisérleti fazisban, hisztoldgiaval is alatdmasztva, kivalo eredményt tudtunk
felmutatni. Az allo-, illetve a xenotranszplantacio esetén sem alakult ki graft versus host reakci6
altal kivaltott implantatum degeneracid, és annak valamely nemkivant kovetkezménye.
Mindezek alapjan azt mondhatjuk, ismerve a biologiai graftok alkalmazdsdnak késoi
kovetkezményeit, azonban figyelembe véve rezisztenciajukat az infekciokkal és reinfekcidkkal
szemben, hogy a decellularizalt xenograftok, mint ,,ultimum refugium” szolgalhatnak a septicus
érsebészetben, a miiérgennyedéssel kezelt betegek ellatdsdban, amennyiben megfeleld autolog

graft vagy alkalmas homograft nem elérheto.
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5. Az értekezés eredményei

1. Igazoltuk, hogy a monofazisos decellularizacidos moddszerek nem elegenddek a teljes
sejtmentesség eléréséhez a kezelt szovetekben, a komplett decellularizacidohoz a kiilonb6zd

mechanizmusu kezelések kombinacidja sziikséges.

2. Alatamasztottuk azon ismert allitast, hogy az enzimatikus sejtmentesitd eljarasok karosan

befolyasolhatjak az ECM rostszerkezetének integritasat.

3. Demonstraltuk, hogy a kiilonb6zd sejtmentesitési eljarasok nem befolyasoljak jelentdsen a

kezelt érgraftok mechanikai paramétereit.

4. Az altalunk legjobbnak bizonyult sejtmentesitési eljarassal kezelt graftok megfelelnek a
célkitlizésekben elvart sajatsagoknak, igy az e modszerrel decellularizalt érgraftok alkalmasak

lehetnek in vivo felhasznalasra.

5. Els6ként végeztiik el a korabbiakban effektivnek talalt metddussal decellularizalt sertés allo-

crer

utankdvetéssel.
6. Az allatkisérletes modellel, illetve az explantaciot kovetd vizsgéalatokkal kapott igen kedvezd

eredmények megadjak az alapot, természetesen tovabbi fejlesztések, vizsgalatok és szoros

utankdvetés mellett, a biologiai érgraft késobbi human kiprobalasara.
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