Szent Istvan Egyetem

Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskola

A bels 6 rectushlivelyb 6l képzett autolog érgraft morfoldgiai

és funkcionalis vizsgalata kutyakban

PhD értekezés

Dr. Csébi Péter

2015



Témavezet 6 és témabizottsagi tagok:

Prof. Dr. Németh Tibor PhD, dip. ECVS
Tanszékvezetd egyetemi tanar

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar, Sebészeti és Szemészeti Tanszék és
Klinika

témavezet6

Dr. Manczur Ferenc PhD
Egyetemi docens

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar, Belgyogyaszati Tanszék és Klinika

Dr. Balogh Lajos PhD
Osztalyvezet6

Orszagos Sugéarbiologiai Intézet
Prof. Dr. Kobori Laszl6 PhD

Egyetemi tanér

Semmelweis Egyetem Transzplantacios Klinika

Készllt 8 példanyban. Ez a ...... szamu példany.

dr. Csébi Péter



TARTALOMJEGYZEK

1. OSSZEFOGLALAS ...ttt ettt e ene e s e e 6

3. CELKIT UZESEK ...ttt ettt ens e 9

4. IRODALMI ATTEKINTES. ....cutuiititeiiieietee sttt eeeaesene e 10
4.1 A belsé rectushiively anatomiai és szovettani felépitése ........ccovveeeeriieeiiiireiecriiecccrreeeens 10
4.2 Az artéridk szovettani fel@Pitése.......ccoreiriieeeiiiieeiiirierecrrreeeerrreeee s rrneee s renn e s eennsseseennnnenes 12
4.3 A vénak szovettani felEpitéSe .....cccriieeiiiiieeiiiiic ittt rne e e e nn e s e e nn e s e e nnnna s 13
4.4 Az artéria-, és vénapotlas IehetGSEgei.....ccuvuuuiiiieeniiiiieccirrecc e e e e s e e nnne e 14
4.4.1 SZINtetikus ErprotziSEK ..ocuuiiiiiiiee et e e sertaeaeeans 15
4.4.2 Autolog és heterolog vénak és artériak érpotlasként torténd felhasznaldsa ...................... 17
4.4.3 A peritoneum, mint autolog alternativ érgraft .........cccceeeieieeiiiie e 18
4.4.4 A bels6 rectushiively, mint alternativ autolog érgraft .........ccceeeveeiiiiieei e, 18
4.5 Alapvet6 érsebészeti teChNiKAK ........cceeeeiiiieeiiiiiccirrc e rr e e e nn e s e e nnnne s 20
4.6 A vénak rekonstrukcids SEDESZEte ........cuuueeererererereieieieieieieieieieieieieee e 22
4.7 Autograftok haszndlata az allatorvosi érsebészeti gyakorlatban ..........c.ccorvveeecirrinnccrinnnnnenns 23
4.8 Az erek izometrids tenzifjanak MErése..........civveeeiiiieeiiiiic e rr e e ennnee e 24
4.9 Az érgraftok immunhisztokémiai vizsgalata ........c.cerrieeiiiiieeiiiirccrrcc e 25

5. SAJAT VIZSGALATOK I.: A bels 6 rectushiivelylsl kialakitott vénas graftok

VIZSGAIALA ... e e e e e e ettt e e e e e e aaaaaaaaaaaa s 27
5.1 ANYAZ 6S MOUSZEN .....ucreeeeeiirireniereranerrenasesrenassesrensssssrenssssssenssssssenssssssenssssssenssssssensssssnnnnnes 27
5.1.1 A bels6 rectushiivelybdl képzett vénas foltgraftok beliltetése........ccccevviviiiciieeeiicieeeenen, 27
5.1.2 A graftok funkcidképességének Doppler-ultrahangos vizsgalata..........cccceeeecieeeicciieecennee, 30
5.1.3 A graftok funkcidképességének CT angiografids vizsgalata .......ccccecveveeecieieccciee e, 30
5.1.4 Szbvettani és immunhisztokémiai VizsgalatoK ........cceeeeeciiiiiciiiiiecce e 31
L =T 0 T= Y] 32
5.2.1 A graftok beliltetésének eredmMeENYei......c..cceevcuiieiiiiiiie e e e 32



5.2.2 Ultrahangos és szines Doppler-ultrahangos vizsgalati eredmények..........ccccocovvveeenreeennnne. 32

5.2.3 CT angiografias eredmMeENYEK .........cocuiiiieiiiie ittt ettt 34
5.2.4 Szbvettani és immunhisztokémiai eredmeények.........cocoecveieeeciiiiiicciee e 36
5.3 IMEBDESZEIES ......coiiiiiieeeniiiiiiiiiieiiecieitreeenasssssesestaessnansssssssseateananssssssssentesnnnsssssssseeesnnnnnes 38

6. SAJAT VIZSGALATOK II.: A bels é rectushiivelybsl kialakitott artérias tubularis

graftok morfolOgiai VIZSQAIATa.............uuuimmm et a e e e e 40
6.1 ANYAE ES MOASZEN ..ccuurrriiiiiiiirennneiiiiieiinetenmssisissitmetsnssssssssssssessnsssssssssssssssnssssssssssssssssnnassssnss 40
6.1.1 A belsé rectushiivelybdl kialakitott tubularis artérias graftok bedlltetése........................... 40
6.1.2 A graftok funkcidképességének pulzus tapintasos és Doppler-ultrahangos vizsgalata........ 43
6.1.3 Szévettani és immunhisztokémiai VizsgalatoK .........ccceeevciiieieiiiii e 43
6.2 ErE@AMENYEK...coiiiiiieieeiiiiiiiiiiieneiiieieiinerenenesiisesiaessnnsssssssssssessnnsssssssssssessnnnsssssssssssssnnnsnsssnss 44
6.2.1 A graftok beliltetésének eredmMENYEi.........cccoocuvieiiiciiiei it 44

6.2.2 A graftok funkcidképességének pulzus tapintasos és Doppler-ultrahangos vizsgalati

LY=o 02T 01V =] AR SR PR E U PP 45
6.2.3 A szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok eredmeényei.........cccceeeecieeieecieeiecciee e, 47
6.2.3.1 A hematoxilin és eozin, azan és orcein festés eredmeényei.........cccceeveeieeeiecieeecccieecenee, 47
6.2.3.4 Azimmunhisztokémia eredmMeENnYei......ccccceecciieiiiiiiie e 53
6.3 MEEDESZEIES ......cceeeerieeeeciieee it rreeee s rreese e s e enn e s e e nns e s e ennsseseennssseennsssseennnsssarnnnnsseennnnns 56

7. SAJAT VIZSGALATOK Ill.: A bels & rectushiivelybsl kialakitott artérias tubularis

graftok miografias VIZSQalata ...............uuuuuuueiiiiiiie e 59
7.1 ANYAE ES MOASZEN ..ceuuuriiiiiiiiiiennneiiiseiinttsnmnssisisssimetsnssssssssssssessssssssssssssssssnnnssssssssssssssnnassssnss 59
7.2 ErE@AMENYEK...ciiiiiiieeeeiiiiiiiiiteneniieieiinetennsessissssaessnssssssssssssessnnsssssssssssessnnnssssssssssssssnnansssnss 63
7.3 MEEDESZEIES ......cceeeeeeeeriiiiiiiiiieieiiicieiirerenanesesesesessnasssssssessseesnnnsssssssssseesnnnsssssssssseeennnanssnnns 65

8. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA .......ocoiiiiieeeeee e

9. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK .....cccoiiiiuiiteimeeteete ettt 69

10. IRODALOMIEGYZEK .....oooevveeieeeeeeeeesamesesees e eeeess s s aes e enseeses s s svaeneasensnsnens 70

11. A DOKTORI KUTATAS EREDMENYEINEK KOZLESEI ...... ooeivveeiieecveeeien, 80

12. KOSZONETNYILVANITAS ....oooiiiiitieceeeeee et e 84



ROVIDITESEK JEGYZEKE

RF Rectus fascia

HE hematoxilin- és eozin-festés

SZIE AOTK Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar
IHC immunhistochemistry / immunhisztokémia
a-SMA alpha smooth muscle actin /alfa simaizom aktin
mtsai munkatéarsai

PBS phosphate-buffered saline / Fosztfattal pufferelt s6oldat
PE phenylephrin

Ach acetil-kolin

CD31 cluster of differentiation 31

CD34 cluster of differentiation 34

CLD-5 Claudin-5

vWif von Willenbrand faktor

CT komputer tomografia

ROI region of interest

Megjegyzés: A dolgozatban az orvosi szakkifejezések helyesirasa soran az

Akadémiai Kiadd Orvosi helyesirasi szotarat vettem alapul.
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1. 0SSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a belsd rectushiivelybdl készitett friss, nem tartédsitott, autolog vénas
foltgraftok és artérids tubularis érgraftok klinikai felhasznalasi lehetéségeit, morfolégiai és

funkcionalis jellemzéit vizsgaltuk kutyakban.

Az els6 kisérletinkben négy kutyaban 6sszesen 15 vénas foltgraftot alakitottunk ki a
belsd rectushlvelybdl. A graftokat elsé Iépésben a v. iliaca communisokba (8 db graft), majd
3 hénappal késébb a v. jugularisokba (7 db graft) Ultettik be. A belltetéseket kdvetben az
érintett vénaszakaszok atjarhatésagat és egyéb morfolégiai jellemzéit Doppler-ultrahangos
mabdszerrel és CT-angiografidval vizsgéltuk. Megallapitottuk, hogy egyik graft esetében sem
alakult ki aneurysma, stenosis, elzar6das vagy kilokédés. Az els6é belltetést kovetéen 6
hénappal tavolitottuk el a graftokat, igy a v. iliaca communis graftokat 6 honapon keresztil, a
v. jugularis grraftokat pedig 3 honapon keresztul kovettik. Szovettani és endothel specifikus
biomarkerek (CD31 és claudin-5) felhasznalasaval immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztink, amelyek eredményei alapjan a foltgraft beépilt a véna faldba és a luminalis
felszinét egyrétegl endothel sejtréteg boritotta be. Kilokédésnek vagy gyulladasnak nem volt
jele a mintakban. Vizsgéalataink eredménye alapjan a belsd rectushiuvelybél képzett foltgraft

alkalmas lehet nagyvénak részleges rekonstrukciojara.

Masodik kisérletiinkben 8 tubularis artérids érgraftot Ultettiink be 4 kutya a. iliaca
externaiba. A mitétet koveté harmadik honap végeén is atjarhato 4 érgraftot eltavolitottuk és
szovettani és immunhisztokémiai modszerekkel vizsgaltuk. A morfolégiai vizsgalat sorén
megallapitottuk, hogy a bels§ rectushiively az artérids érszakaszba torténd bedlltetését
kovetéen jelentésen atalakult. Eredendéen az intakt bels6é rectushively hastreg feléli
feliletét immunhisztokémiailag claudin-5 negativ és pancytoceratin pozitiv mesothel sejtek
boritjak, de az érgraftokban a belsd luminalis sejtréteg claudin-5 pozitivva és pancytoceratin
negativva valt, megegyezéen az intakt endothel sejtek immunhisztokémiai jellemzdivel.
Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy a graft belfelszinén Uj endothel réteg jott létre a
belltetést kovetéen. Az intakt belsd rectushively a-SMA negativitdst mutatott, de az érgraft
faldban a nagymennyiségi kollagénrost mellett lathaté orsé-alaku sejtek, az erek simaizom
sejtieihez  hasonléan, a-SMA pozitivak voltak. Az immunhisztokémiai reakcioban
bekovetkez6 valtozads arra utal, hogy a belsé rectushivelyben |évé fibroblast sejtek

myofibroblast sejtekké alakultak &t. Vizsgalataink alapjan a belsé rectushiively autolog



érgraft egy lehetséges alternativ érpotlé6 anyagnak tiinik, mert jol beépil a befogadd artéria
faldba, kilok6dést nem tapasztaltunk, szerkezete, kulondsen a belfelszinét beboritd
endothelrétegnek kdszonhetéen, a befogadd artériahoz hasonléva vélik, de a fala a

befogad6 artérianal vastagabb és a simaizomsejtréteg hianya miatt rugalmatlanabb.

Harmadik kisérletinkben egy gyogyult belsé rectushivelybdl képzett artérias
tubularis érgraft miografias vizsgélatat végeztik el harom honappal a belltetést kbvetéen. Az
izometrias tenzidban bekdvetkez$ valtozadsok alapjan megéllapitottuk, hogy az érgraftnal
mérheté izometrids tenzié a 124 mM K*, a phenylephrin és az acetil-kolin hatasara azonos
irAnyba valtozott, mint a kontroll artéria esetében, de a thromboxan A, agonista U-46619
kivételével ez a valtozas joval kisebb mértéki volt. Az elvégzett vizsgélat ramutat arra, hogy
az érgraft, a bels6 felszinét borit6 endothelsejt-réteg és a faldban megtalalhato
myofibroblastok miatt nem csak morfolégiailag, hanem a vazoaktiv anyagok hataséara valtozo

izometrids tenzidja alapjan élettanilag is hasonlésagot mutat a kontroll artériaval.



2. BEVEZETES

Az érsebészetben gyakran alkalmaznak kuloénbdzé érpotlo eljarasokat. Elterjedt a sajat erek
és a szintetikus anyagok felhasznéalasa is, de minden szempontbdl idealis érprotézist még
nem sikerilt kifejleszteni. Sajat erek belltetésénél nehézséget okoz, hogy a rendelkezésre
allo periférids erek szama korlatozott, raadasul ilyen érszakaszt csak egy Ujabb, mas
terlleten elvégzett sebészi beavatkozassal lehet nyerni, megvaltoztatva ezzel a fizioldgias
anatémiai viszonyokat. Tovabbi gondot okoznak a szisztémas érbetegségek pl.
atherosclerosis, amely fenndllasa esetén a periférids vénak nem mindig alkalmasak donor
ereknek. A szintetikus graftok nagyobb atmérében j6 alternativat nydjtanak, de a Kkis
atmeérdji artériak esetén gyakran elzardédnak, és a transzplantacios sebészetben a szervek
kilokédésének megakadalyozasara alkalmazott immunszupresszio mellett a szeptikus
szoévédményekre is hajlamosabbak, mint a sajat erek.

A kilonleges kovetelményeket tAmasztd transzplantacidos sebészet szaméra idedlis
ergraft megtalalasanak érdekében kezdte meg Kobori mtsaival a belsé rectushivelybdl
képzett graftok kisérletes, majd klinikai felhasznalaséat artérids érpotlasként (Koébori és mtsai.,
2000, 2003, 2005, 2008). Kedvezé eredmenyek szilettek, mert hasi mitét esetén nem kell
mas teruleten is feltarast végezni és viszonylag rugalmasan lehet kilénbdzd atmérdji és
hosszuséagu graftokat kialakitani ugy, hogy a modszer alkalmazasa miatti kdltségndvekedés
nem szamottevd. Az immunszupresszios kezelés sem befolyasolta az érgraftok mikodéseét.

Jelen dolgozat a belsd rectushiively érgrafttal végzett tovabbi kisérletes vizsgalatokat
mutatja be. A korabban csak artérias érpotlasként kiprobalt belsd rectushively graftot vénas
foltgraftként  dltettik be, hogy vizsgalhassuk a vénas kdrnyezetben térténd
felhasznélhat6sagat, és Ujabb immunhisztokémiai médszereknek koészdonhetéen lehetdség
nyilt az artérias tubularis érgraftok korabbinal részletesebb szévetmorfologiai vizsgalatainak
elvégzésére is. Az izometrias tenzio mérésével az artérids tubularis graft vazoaktiv anyagok

hatadsara adott kontrakcids és relaxacios képességeit tudtuk vizsgalni.



3. CELKITUZESEK

A kutatdbmunka keretében alapvetéen harom hipotézist allitottunk fel.

1.

2.

3.

A korabban mar artérids kérnyezetben kiprébalt belsé rectushiively érgraft alkalmas
vénas kdrnyezetben is érpotlasra.

Az artérias érgraftként felhasznalt belsd rectushiively a belltetést kovetéen
morfoldgiai atalakuldson megy keresztil és beépll az artériaba.

Az artérias érgraftként felhasznalt belsé rectushively morfologiai atalakulasa egyutt
jar azokkal az artériakra jellemzd tulajdonsagok kialakuldsaval is, amelyek a
szervezetben a valtozé igényekhez val6 megfeleld alkalmazkodas érdekében
szikségesek, vagyis képes megfelel§ ingerlés hatasara a kontroll erekhez hasonlé

0sszehlzbddéasra és kitagulasra.

Mindezek megvéalaszolasanak érdekében harom kisérletet végeztiink:

1.

Bels6 rectushlvelybdl kialakitott vénas foltgraftok belltetése, in vivo utokbdvetése és
morfoldgiai (szovettani, immunhisztokémiai) vizsgéalata.

Bels6 rectushlivelybdl Kkialakitott artérias tubularis graftok belltetése, in vivo
utokdvetése és morfoldgiai (szdvettani és immunhisztokémiai) vizsgéalata.

Belsé rectushuvelybél kialakitott artérias tubularis graft miografias funkciondlis

vizsgélata és 6szehasonlitdsa kontroll artériaval.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1 A belsé rectushiively anatémiai és szovettani felépitése

A hasfal izmos vazat négy izom, a musculus obliquus abdominis externus, a musculus
obliquus abdominis internus, a musculus transversus abdominis, a musculus rectus
abdominis és ezek rugalmas izompdélyaja alkotja, amelyekhez belllrél a peritoneum fali
lemeze fekszik. A musculus rectus abdominis a has ventralis falan, a fehérvonal két oldalan
helyez6dd, lapos, orso alaku, erés izom. A szegycsonton és az elsé bordapéaron ered, a két
eminentia iliopubicat a fancsont el6tt 6sszekotd inas kotegen (tendo praepubicus), a
fanfésin és a medence symphysisén tapad meg. A musculus rectus abdominis eredésétél
tapadasaig a kornyez6 izmok inlemezei és a peritoneum éltal hatarolt huvelyszer( képletben
foglal helyet, amelyet az anatémiai nomenklatura rectushiivelynek nevez, amelynek réteges

felépitésében a has kilonb6z6 pontjain mas és mas izmok aponeurosisai vesznek részt.

Az egyenes hasizom cranialis eredését kovetéen a kilsé rectusuvelyt a musculus
obligus abdominis externus inlemeze adja, amely az ellenkezd oldali ugyanazon izom
inlemezével a linea albdban taldlkozik. Ebben a magassagban a musculus obliqus
abdominis internus és transversus inlemeze az egyenes hasizom belsé feluletére tér, mint
belsd rectushuvely. A koldoknél a musculus obliqus abdominis internus két inlemezre valik,
ahogyan az egyenes hasizomhoz ér, igy ebben a magassagban a kilsé rectushivelyt a
kilsé ferde hasizom inlemeze, valamint a belsé ferde hasizom kilsé inlemeze adja, a belsé
rectushively alkotasaban a belsé ferde hasizom belsé inlemeze és a harant hasizom

aponeurosisa vesz részt (1. abra).

A postumbilicalis régiéban a musculus rectus abdominis a musculus obliqus
abdominis internus bels6é inlemeze ala kerul, igy a rectushively falanak a hasureghez
kdzelebb fekvd belsd részét a musculus transversus abdominis izom inlemeze fogja alkotni,
amely hasonloképpen az el6z6 izmokhoz a linea albdban talalkozik ellenoldali parjaval. A
kuls6é rectushlively alkotasaban tovabbra is a musculus obliqus abdominis externus és
internus jatszik szerepet. A praepubicus hasfali részen az egyenes hasizom 0jbol atfurja
hivelyének belsé falat ad6 izom inlemezét és becsuszik ala, igy a rectushivelynek a kilsé
részéhez a musculus transversus abdominis inlemeze is hozzjarul. A hively belsé falat a
fascia tranversa abdominis és a peritoneum parietale egyutt alkotja. A belsd rectushlvely

sebészi felhasznaldsa soran a graftok donor terileteit ez a régio adta (2. bra).
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m. erector spinage et m.
transversospinalis

cutis

subcutis
fascia trunci supf.
fascia trunci prof.

m. obl. ext. abdominis

m. obl. int. abdominis

m. transversus abdominis

__fascia transversa

peritonaeum parietale abdominis

spatium vaginae m. recti
abdominis

—— m. rectus abdominis

1. &bra. A rectushively felépitése a praeumbilicalis tegndtFehér, 2004).

_m. erector spinae et m.
transversospinalis

- cutis

subecutis

fascia trunci supf.
—fascia trunci prof.

m. obl. ext. abdominis

fascia transversa abdominis

m. obl. int. abdeminis

peritongeum parietale —g|
v

spatium vaginae m. recti
abdominis

2. abra. A rectushiively felépitése a prepubicus terileteméF, 2004).
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A peritoneum parietale a testlreget béleld savds hartya, tunica serosa, amit egy
adventitia réteg flz a hasfalhoz, amely tomott rostos kotészovetet is tartalmaz, igy a
parietalis lemez erés, rugalmas felfliggesztéssel bir. A savoshéartya amellett, hogy lezarja,
elhatarolja a szerveket, a serosus folyadékkal bevont sikos fellletével lehetévé teszi a
szervek egymés melletti konnyl elmozdulasat. Belsd, hasireg fel6li fellletikén mesothel
sejtek talalhatéak (3. abra). A mesothel sejtek szerepet jatszanak a serosus folyadéknak

mind a filtraciéjaban, mind a reszorpcidjaban (Guzsal, 1981).

3. dbra. Mesothel sejt (Guzsal, 1981).

4.2 Az artériak szovettani felépitése

Az artéridkon belll harom f6 tipust kulonithetlink el: a rugalmas (elasztikus) tipusu artériakat,

az izmos (muscularis) tipusu artériakat és az arteriolakat.

A nagy rugalmas tipusu artériak a szervezet legnagyobb, szivkézeli artériai, mint pl.
az aorta és a carotisok. Leglényegesebb tulajdonsadguk a bennik Iévé rugalmas rostok nagy
szdma. Faluk hdrom rétegbél épll fel: tunica intima, media és externa. Az intiméat
endothelsejtek boritjak, amelyek vékony basalis membranra tamaszkodnak. Ez alatt
kotészoveti alapallomanyba agyazott myoepithelialis sejtek, collagen rostok és hosszanti
irdnyban elrendezett elasztikus rostok talalhatok. A tunica medidban a simaizomsejtek k6zott
nagy mennyiségl elasztikus és collagen rost helyezkedik el. A media kilsé rétegét egy
kondenzalodott elasztikus rosttémeg hatérolja el az adventitiatol, amelyet kilsé elasztikus
lamelldnak neveznek. Az ilyen tipusu erek legktilsé rétege (tunica externa) az adventitia vagy
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a serosa, amelyet laza rostos kotészovet épit fel. ldegvégzédések és vékony vasa

vasorumok talalhaték benne.

Az izmos tipusu artéridkhoz tartoznak a nagyvérkor periférias artéridi, mint pl. a
végtagok, a fej és a zsigerek artéridi. A kdzepesen nagyméretliiek felépitése hasonlit az
elasztikus tipusu artéridkéhoz, de az intimat a mediatdl hulldmos lefutdst membrana elastica
interna valasztja el. A medidban a simaizomsejtek koncentrikusan helyezkednek el, az

adventitiat lamina elastica externa valasztja el a mediatol.

Az arteriolak 2 mm atmérénél kisebbek és a belsé szervekben és szdvetekben
talalhatok. A lamina elastica externa és a lamina elastica interna nem kereshet6 fel, az
adventitia kiszélesedett (Guzsal, 1981; Acsady és Nemes, 2001).

4.3 A vénak szovettani felépitése

A vénadk az artériakkal 6sszehasonlitva tdgabbak és vékonyabb fallak. A vénak falat is
harom rétegre osztjuk: tunica intima, media és externa. Az intima endothel rétege alatt
tobbé-kevésbé kifejezett subendothelialis szbvet helyez6dik, amelyet vékony kotészoveti
rostok (kollagén és elasztikus) és kevés kotdszoveti sejt alkotnak, csak a tagabb vénakban
talalhatok hosszanti iranyulast simaizomkétegek. A media simaizomsejteket és kotészoveti
rostokat (kollagén és elasztikus) tartalmaz, amelyek aréanya a véna tipusatol figgden eltérd.
Az izomsejtkotegek a kulsé és a belsd rétegben féként hosszanti, a kozépsé, témdrebb
rétegben korkords és spiralis elrendezddésliek. A rostok halészerli fonadékot alkotnak
megakadalyozva ezzel a vénafal tldlsagos kitdgulasat. A tunica externa a véna fal
legjelentésebb rétege, amely nem valaszthatd el élesen a mediatdl, sét gyakran a kérnyezé
kotészovettdl sem. Kotdszoveti rostokbdl és sejtekbdl épll fel, a rostok a kornyezé
kotészovet rostjaival allnak kapcsolatban, igy a vénak nagyobb foklu 06sszeesését
akadéalyozzak meg (Guzsal, 1981) (4. abra).
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4. abra.Véna felépitése: 1. Intima, 2. Media, 3. Adventftgaizsal, 1981).

4.4 Az artéria-, és vénapotlas lehetoségei

Az erek potlasa nagy kihivast jelent a gyakorlatban. Az érpotlasra felhasznalt anyagoknak
egyszerre szamos kovetelménynek kell megfelelni (Acsady és Nemes, 2001; Teebken és
Haverich, 2002):

* ne legyenek antigének

* ne legyenek carcinogének

» kornyezetiikbe jol épiljenek be

» szerkezetik legyen stabil, szévetnedvek szamara inert

» kell atmérében és hosszban alljanak rendelkezésre

* legyenek raktarozhatok

» faluk vér szamara ne legyen ateresztd

* bennuk cellularis neointima képzédjék, de ne alakuljon ki neointimalis
hyperplasia

* ne legyenek thrombogének

» faluk nyoméassal szemben legyen tartosan ellenallé

* ne redukaljak a pulzalo keringést
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* legyenek fert6zéssel szemben ellenallok

* legyenek jol kezelhetdk (elasztikusak, flexibilisek, jol varrhatoak)

Jelenleg minden szempontbol és minden korilmények kozott tokéletes érpotld anyag nem
létezik. A nehézségek ellenére az érpdtlas lehetésége mar a 20. szazad elején felkeltette a
sebészek érdeklédését. Els6ként Carrel, Guthrie és Goyannes szamoltak be sikeres autolog
errekonstrukcioérol (Goyannes, 1906). Az 50-es évek utan az erek pétldsat a mesterséges
anyagokkal, elséként pordzus textillel probaltdk meg (Voorhees és mtsai, 1952), majd a 70-
es evekben politetrafluoroetilén-bél (PTFE) készult anyagokban lattak a megoldast (Norton
és Eisemann, 1975).

Jelenleg érpotlasra friss autolog erek, krioprezervalt erek és szintetikus erek és egyéb

autolog szévetek (pl. peritoneum, belsé rectushively) felhasznaladsaval is probalkoznak

4.4.1 Szintetikus érprotézisek

A szintetikus érprotéziseket gyakran alkalmazzak az érsebészetben, mert az autolog graftok
csak korlatozottan érhetéek el. A szintetikus polimerek megfelelé erésséget, ellenallast,
biokompatibilitast biztositanak a hasznélatbol eredd eréhatasokkal szemben. A szintetikus
anyagok egyik legnagyobb elénye, hogy konnyen alakithatok, teljesen sterilek és ennek
kdszonhetéen a belltetéskor a fert6zés esélye szinte elhanyagolhaté (Roll és mtsai, 2008;
Ravi és mtsai, 2009). Felhasznalasuk sordn nehézséget okoz, hogy szintetikus anyagként
negativ immunreakciot valthatnak ki (Lam és Wu, 2012), és a kis atmeérdji erek esetében
gyakran alakul ki intima hyperplasia, ami a graft elzdr6ddsahoz vezethet (Strandness és Eidt,
2000). A transzplantacios sebészetben tovabbi gondot okoz, hogy az elengedhetetlen
immunszupressziés kezelés mellett, a szintetikus graftok esetében a sajat ereknél
gyakoribbak a szeptikus szévédmények és a kdvetkezményes kilok6dés (Demirer és mtsai,
2001; Roll és mtsai, 2008).

Az in vitro kisérletek szerint az endothel sejtek képesek rasarjadni a polimer vazra,
ami azeért lényeges, mert a j0 hemodinamikai tulajdonsdgok biztositdsanak alapja az
alacsony thrombosis hajlam. Az endothel-, neoendothel réteg megjelenése a kilénb6zé
érprotézisekben és human graftokban régéta ismert tulajdonsag. Minél korabban jelenik meg
az endothel réteg a lumenben, annal jobbak az eredmények. Ezért 1978 utan elindultak azon
prébalkozasok, hogy a kulonb6zé érprotéziseket endothel-sejt kultirakkal kezeljenek
(Stanley és mtsai, 1982). A polyethylene (Dacron) és a PTFE (Teflon) graftok lumenét
endothel réteggel vontak be és ez kis atmérd (4mm) esetén is alacsony thrombogenitast

mutatott. A human alkalmazas Herring és Fasol nevéhez kotédik és 1987-ben mar klinikai
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vizsgélat is indult e téren (Herring és mtsai, 1987), de az eredmények nem voltak
meggydzéek. Az endothel sejtek életképessége a graftokban igen valtozé volt és a
protézisek fala is kilonb6z6 mértékben megvastagodott, a lumeni réteggel egylutt (Fasol és
mtsai, 1989). Mindezek mellett az endothel sejtek izolalasa és ,vetése” is igen korilményes
volt. A szigetekben megtapadt endothel sejtek okozhattdak a nem igazan meggy6z6
eredményeket, ezért Ujabb alternativakra volt sziikség. Mivel csak az autolog, j6 min&ségl
endothel sejtekkel lehetne jobb eredményt elérni Clarke és munkatarsainak Uj otlete tamadt.
A peritoneumot, pleurdt, pericardiumot és csepleszt boritd mesothel sejtek hasonlo
felhasznélasaba kezdtek. Mar 1984-ben j6 eredményeket kozdltek kisérleti allatokban,
mesothel sejtekkel bevont Dacron alkalmazéasaval. A megtapadas 90% feletti volt, a
mesothel sejtek ellenalltak az artérias keringésnek (Clarke és mtsai, 1984a). A mesothel sejt
fibrinolitikus hatasu prostacyclint termel. Hasonld tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az
endothel (Coene és mtsai, 1981). Kisérletekben kis atmérdji (4-6mm) protézisekben is jol
funkciondlt és koénnyen elérheté volt (Bear, 1990). Az endothelhez hasonlé az integrin
(adhézids antigén) expresszidja is. Egyéb antigének (CD9, CD10, CD13, CD55, CD63) és az
integrin make-up jelenléte is jellemz6 a mesothel sejtekre, amelyek egy része felelés a
thrombocyta aggregaciééert (Pronk és mtsai, 1988). A kutatasok azt is igazoltédk, hogy a
mesothel sejtek szOveti faktor expresszioja megvaltozott a vizsgalatok alatt, és ez novelte a
procoagulacios indexet és thrombosis hajlamot (Clarke és mtsai, 1984b). Ezen mesothel
funkciovaltozas még nem tisztdzott, de okanak felderitése, esetleges befolydsolasa
vélhetéen meég jobb eredményeket adhatna. Természetesen az is valoszind, hogy a
mesothel sejtek eredeti helylkon masképpen viselkednek. A kulonbdzd sejttenyésztési
technikak és graftokra torténd sejt-ultetés egyarant karositja a sérilékeny mesothel sejteket.
A j6 eredmények elérése céljabol sértetlen endothel/mesothel sejtrétegre volna szikség. A
graft faldban torténé atépulési folyamatok mértéke és minésége szintén a lumeni felszinrél

felszabadul6 faktorok altal indukalt.

4.4.1.1 Szintetikus felszivodo polimerek; az ePTFE és a PET, valamint a
poliuretan

Az ePTFE (expanded polytetrafluoroethylene, Gore-TEX®) és a PET (polyethylene
terephthalate, Dacron®) porézus polimerek, amelyek elektronegativ luminalis felszinnel
rendelkeznek, rostanyaguk 30 mikrométeres és kitinéen mutatjak a fali endothelizaciot.
Legtdbbszér aorta reprodukciora és femoropoplitedris bypass-hoz hasznaljak éket. A Dacron
polimerek hullamos lefutasu szélakbdl épilnek fel, magas a flexibilitasuk, elaszticitasuk és

ellenallbak a hurokképzdédéssel szemben. A poliuretan egy kopolimer, amely harom
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kildonb6z6 tipust monomerbdl épll fel: a kemény Osszetevébél, ami diizocianat, lanc
stabilizatorbdl és lagy 6sszetevébdl, ami a diol. A kemény 6sszetevé felel a graft tartaséért, a
lagy pedig a flexibilitdsért. Ez a fajta felépités hasonlit legjobban az emberi erek felépitésére.
Altalaban carotis-modelleknél hasznéljak és bizonyitott, hogy FGF-2 és heparin adasaval

elésegithetd a jobb endothelizacio (Roll és mtsai, 2008; Ravi és mtsai, 2009).

4.4.1.2 Felszivodo polimerek érfal alapszerkezetként

Erfal alapszerkezetként olyan polimereket alkalmaznak, amelyek elSsegitik az endothel
sarjadzast és megtartjak az érrendszeri graftok rugalmas szerkezetét, valamint hasonlo
szerkezetet mutatnak, mint az extracellularis matrix. Ezeket a graftokat altalaban
poliglikolsav polimeriziciéjdbdl készitik és egyéb biopolimerek felhasznalasaval képesek a
kildnb6z6 tulajdonsagokat befolyasolni. Ezek a graftok korulbelll 6 hét alatt szivédnak fel a
szervezetben és ezutdn mar csak a matrix marad vissza. A felszivédas befolyasolhaté poli-
alfa-tejsavval, poli-hidroxi-kanoéttal, polikaprolakton-kopolitejsavval és polietilén-glikollal. Az
allatkisérletek soran a bedlltetést kdveté egy honap elteltével kimutathatdo volt, hogy a
belltetett érszakasz pozitiv valaszt ad szerotonin, endothelin-1 és prosztaglandin adéséra,

ami a megfelelé reendothelizaciora utal (Roll és mtsai, 2008; Ravi és mtsai, 2009).

4.4.2 Autolog és heterolog vénak és artériak érpotlasként torténo
felhasznalasa

A sajat periférias vénak (v. cephalica, v. saphena, v. jugularis) és artériak érgraftként térténd
felhasznaldsa ma mar rutinszer a huméan orvosi gyakorlatban (Thomas 1988; Alavakkio,
1988; Miyazaki és mtsai, 1995; Takayama és mtsai, 1995; Hanack és mtsai, 1997).
Alkalmazéasuk esetén kilokédésre nem kell szamitani és szeptikus szovédmeényekre sem
hajlamosak, de felhasznalasuk soran gondot okozhat a megfelel6 atmeéréji ér hianya és
fenndllo szisztéméas érbetegség (pl. atherosclerosis). Elérhetéséguk is korlatozott, mert
donor érszakaszt csak egy Ujabb, mas terlleten elvégzett sebészi beavatkozassal lehet
nyerni, megvaltoztatva ezzel a fiziolégias anatomiai viszonyokat (Kébori és mtsai, 2008).
Megfeleld donor bank esetén a cryoprezervalt homograftok alkalmazésa jelentés alternativa.
A cryoprezervalt homograftok megjelenése és human alkalmazasa 1950 utan indult el
(Dubost és mtsai, 1952; DeBakey és mtsai, 1954; Szilagyi és mtsai, 1957). A mai modern
cryoprezervalas mellett a homograft bankok jol mikédnek és a felhasznaldsukra vonatkozo
irodalmi adatok is biztatdéak (Bir6 és mtsai, 2001). Az alkalmazasukkal elért eredmények
majatiltetés utan is elfogadhatéak, de a graftok késdi nekrdzisa, fibrosisa vagy akar teljes
elzarédéasa is ismert (Buell és mtsai, 2002; Vogt és mtsai, 2002). Ezek a szov6édmények

elébb, utdbb retranszplantaciot tesznek szikségessé. A donor erek (friss, cryoprezervalt)
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késdi karosodasanak okéat kereshetjik rejekcibban és prezervacios artalomban egyarant
(Land, 1994).

4.4.3 A peritoneum, mint autolog alternativ érgraft

Egyes esetekben a vénak rekonstrukcibjara (pl. invaziv maj illetve mellékvese tumorok miatti
vena cava inferior resectio utan) is szilkség lehet, és ebbél a célbdl a kisérletes vizsgalatok
alapjan felhasznalhaté a peritoneum. Az egyik modellben az allatok 30-40 kg-os sertések
voltak. A kisérlet soran a v. cava caudalisbdl kimetszett ovalis rést fedték be egy 2,5%x2,5 cm-
es peritoneum darabbal. A graftokat a beultetés el6tt 10 percig 100%-os alkoholban fixaltak.
A bavatkozast kovetéen ellenérz6 vizsgélatokkal kovették a graftok viselkedését és
morfologiai valtozasait. Az 5 6rds mintdk nem mutattdk thrombotizacié jeleit, azonban némi
fibrinkicsapédas megfigyelhetd volt a peritoneum luminalis fellletén. A 8 napos mintak
megfeleld szerkezeti struktirat mutattak a vénaban, de a teljes endothelizaciéra csak a 15.
napra kaptak bizonyitékot. Hat hét alatt a v. cava teljesen meggyoégyult, és fertézés vagy
egyéb szovédmeény egyik esetben sem alakult ki (Akimaru és mtsai, 2000). Késébb hasonlo
vizsgéalatot a v. portaen is végeztek, és lényegében megegyez6 eredményt kaptak (Yoshioka
€s mtsai, 2001).

4.4.4 A belso6 rectushiively, mint alternativ autolog érgraft

A belsd rectushuvely (rectus fascia, RF) érsebészeti felhasznalasaban az egyik nagy elényt
az jelenti, hogy rendelkezésre all egy eredeti, autolog és életképes mesothel sejtréteg, nem
kell sejtkultarak vetésével foglalkozni. A véraram Aaltal indukalt endothel kialakuladsaig jelen
van egy elfogadhaté minéségi, alacsony thrombogenitasu mesothel sejtréteg és nem kell
tartanunk a prezervacios artalmaktol és a kilokédési reakcioktdl. Kezdetben féleg a
szivsebészetben alkalmaztdk az RF graftot, mert egyes esetekben szikség van a
pericardialis rések zardsara €s az érszakaszok helyettesitésére a sziv illetve az itt kilépd
nagy értorzsek teruletén. Bilfinger mar 1983-ban j0 eredményeket kozolt a gyermekkori
kamrai septum defektus ellatdsa soran alkalmazott rectus izom fasciardl. Azt is leirtak, hogy
aorta poétlas esetén az aortaval, lineéris ndvekedést mutat fiatal allatokban (Bilfinger és
mtsai, 1983). Az RF lemez életképessége és a hemodinamikai jellemzdi Kklinikailag
megfelelének bizonyultak, a koran megjelend neoendothel rétegnek kdszénhetéen
thrombogenitdsa is alacsony volt (Coltharp, 1989). Anagnastopoulos és mtsai is kedvez6
eredményekrél szamoltak be az RF lemez congenitalis szivhabak kezelésében valo
felhasznélasarol (Anagnastopoulos és mtsai, 1995). Az RF korkéros (tubularis) érgraftként
azonban nem Kerilt human alkalmazasra. Allatkisérletekben torténtek csak prébalkozasok.

Cousar és Lam 1952-ben kutyakon alkalmazta az RF lemezt az aorta részleges poétlasara
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(aorta-patch), de tubuléris graftként is alkalmazték kisérleteik soran (Cousar €s mtsai, 1952).
Az aorta poétlds gondolata az érsebészetbdl szarmazik, a fert6zott aorta protézisek
helyettesitésére kerestek Ujabb alternativakat. Ezen kisérletekben azonban az RF
alkalmazéasa altaldban izomkdpennyel egyltt tortént (Kehne és mtsai, 1956). Pacholewicz és
mtsai egy kisérlet soran 12 keverék kutyan rectushivelybél készitett foltgraftokat hasznaltak
fel a mesterségesen létrehozott elvaltozasok zarasahoz. Az elsé 6 kutya esetében a
pulmonalis artérian nyitottak ablakot és ezt egy varratokkal rogzitett foltgrafttal zartak el. A
masik 6 kutyan atrialis defektust generdltak a septum megnyitdsaval, amelyet egy rectus
grafttal bevont cardiopulmonalis bypass-sal zartak. Néhany allatnal a pericardium zarasdhoz
is felhasznaltak a graftokat. A mintavétel 90 nappal késdbb tortént és nem mutatott
semmiféle kéros intracardialis adhesiot, csak enyhe epicardialis elvaltozasokat. A foltgraftok
szOvettani vizsgalata intakt morfologiat mutatott aktiv fibroblast és simaizom sejtekkel. A
Proline C14 abszorpciés proba és az autoradiographia életképes sejeteket mutatott ki a
mintakban. A vizsgalatok alapjan az RF graftok alkalmasnak bizonyultak bioldgiai
membranok és a pericardium helyettesitésére (Pacholewicz és mtsai, 1998).

Majatlltetéskor az artérias erek trombozisa jelenti a legfébb probléméat. Hiaba az
azonos paraméterekkel rendelkez6 donorok hasznalata, igy is a sz6védmények legnagyobb
hanyadat a nekrozisok és a trombodzisok okozzak. Gyakoriak a reperfuziés komplikaciok,
tovabba a hypoxia is hatraltatja az eredményes gyogyulast (Kobori és mtsai, 2003, 2008).
Rendszeres limitalé tényezd még az ilyen mitétek soran, hogy a donor maj erei nem elég
hosszuak, igy mesterséges anyagokkal kell az anasztomézisokat megoldani. Ez Gjabb
problémakat vet fel, mert a mesterséges erek felhasznaldsa soran gyakran alakulnak ki
szeptikus szovédmeények, illetve a szervezet nem mindig fogadja be az erek poétlasara
alkalmazott szintetikus anyagokat (Németh és mtsai, 2005.; Kobori és mtsai, 2003, 2008).

A transzplantacios sebészet szamara idedlis érgraft megtalaldsnak érdekében a
mesothel sejtekkel bélelt, és igy differencidlodasra képes belsé rectushivelybdl képzett
érgraftok kisérletes vizsgalatai a 2000-es évek elején kezdédtek. Kébori és mtsainak elsd
kisérlete soran 7 kutyaba lltettek be artérids tubularis érgraftokat. Az utokdvetés egy
hénapig tartott, és a 7 graftbdl 5 atjarhaté maradt. Az egyik graft elzarédasanak hatterében
technikai hibat, a méasiknal pedig szeptikus szovédményt allapitottak meg (Kdébori és mtsai,
2000). Masodik kisérletik soran 8 érgraftot Ultettek be és 6 esetben 6 honapig, két esetben
pedig 12 hénapig hagytdk bent 6ket. A kutydkat az immunszupressziv cyclosporin-A-val
kezelték, hogy minél inkdbb hasonlitsanak a kisérleti kérilmények a majtranszplantacios
sebészeti esetekhez. Mindegyik graft atjarhaté maradt, de két esetben stenosis alakult ki. HE
festéses szovettani, és a CD34-et valamint a von Willenbrand faktort (VWf) felhasznalva

immunhisztokémiai vizsgalatot végeztek. Megéllapitottdk, hogy az érgraft belsé felszinén
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endothel sejtek jelentek meg. Elektronmikroszképos vizsgélataik alapjan simaizom
filamentumokat és elasztikus rostokat is lattak. A cyclosporin nem okozott degenerativ
elvéltozasokat (Koébori és mtsai, 2003). A harmadik kisérletikben 41 graftot Ultettek be 6
hénapra. Az esetek felében immunszupressziét is alkalmaztak és dsszességében 37 érgraft
maradt atjarhatd. Két esetben trombozis, két esetben pedig stenosis okozott elzarodast.
Aneurysma egyik esetben sem alakult ki. Az érgraftokat ismét szdvettani, immunhisztokémiai
(CD34 és vWHI) és elektronmikroszkoépos vizsgalatoknak vetették ala. Megallapitottak, hogy a
belsé rectushiively graftok az érszer( atalakulas jeleit mutatjak, endothel réteggel, elasztikus
rostokkal és simaizomsejtek megjelenésével. Az elektronmikroszkdpos vizsgalataik alapjan
hypoxia nem |épett fel az érgraftban, mert a mitochondriumok épek voltak. Osszességében
megallapitottdk, hogy az autolog belsd rectushively graftok elfogadhatéan nagy aranyban

hosszl tavon is megérizték atjarhatéosagukat (Kébori és mtsai, 2008).

4.5 Alapveto érsebészeti technikak

Az érsebészet orvosi jelentésége kiemelkedd és jol kidolgozott modszertana van (Acsady és
Nemes, 2001). Ersebészeti beavatkozasra szilkség lehet érelzarédas, érsériilés, aneurysma
képzédés, és szervtranszplantacidé soran is. Nagy jelentésége van a megfelel

varrattechnikanak és az alkalmazott varréanyagok mindségi jellemzdinek.

A j6 érvarrattal szemben alapvet6 kévetelmény, hogy ne roncsolja az eret, j0l zarjon,
ne szlkitsen, ne okozzon turbulenciat. Ennek érdekében az érfalat kiméletesen kell dlteni. A
tit nem tolni, hanem gorditeni kell. A varratot Ugy kell behelyezni, hogy az intima az

intimahoz fekudjon és igy minél kevesebb fonal keriljon a lumenbe.

A mitétek soran kilénféle varrattipusokat alkalmaznak. Az egyszer( tovafuté varrat a
leggyakrabban hasznalt varratforma. Gyorsan elkészithetd és j6 tomitést ad, ezért
legtbbbszor anasztomézisok és foltplasztikdk rdgzitésénél hasznéaljdk. Ennél tokéletesebb
tomitést csak a tovafutdé matracvarrat ad, amelyet leggyakrabban kis kaliberl erek
anasztomozisahoz vesznek igénybe, de figyelni kell arra, hogy a csomézasnal, ha erésen
meghlzzak a fonalat, csokorba rancolja és szikiti az eret. Hasznélhatok a fent emlitett
varratok szimpla formai is. Az egyes csomds varrat indikécios terllete szlk, altalaban
novekedésben 1évé péaciens érmitéténél alkalmazzak pl.: vég-a-véghez anasztomdézishoz.
Legnagyobb hatranya, hogy ez adja a legkevesebb tomitést. Az egyes matracvarrat elénye
az elézével szemben, hogy az érszéleket jobban Osszefekteti és kiforditja. Ezaltal jobb a

tomités és a sebszélek is jobban illeszkednek egymashoz, illetve helyes varrattechnikaval
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fonalrészlet alig marad a lumenben. Gépi varratok hasznalatara is van lehetéség. Az igy
kialakitott varratsor egyes matracoltések soranak felel meg azzal az elénnyel, hogy a merev

kapocssor mintegy ,kipanyvéazza” az ér lumenét és az kevésbé tud beszikuini.

A varrdshoz felhasznalt fonalak csak atraumatikus varréanyagok lehetnek, hengeres
atméréji tivel. igy érhetjiik el a legjobb tomitést, mert nem alakul ki szdrcsatorna. A
felhaszndlt fonalak készilhetnek selyembdl és miszalbdl, lehetnek sodrottak, fonottak illetve

monofilamentek.

Alternativ megoldas lehet az érragasztas, de a gyakorlatban kevéssé terjedt el, mivel
a metodika korulményes, illetve alig alkalmazhaté megbizhatéan anasztomézisok,
foltplasztikdk készitésére. Tovabbi hatranya, hogy csak széraz terileten ad j6 zarast. Vékony

rétegben kell felvinni az ér felszinére, mivel a lumenbe jutva szévédményeket okozhat.

Az elzérbdott, vagy helyreallithatatlan hibdkat tartalmaz6 érszakaszokat athidald
anasztomozisokkal lehet kezelni. Leggyakrabban vég-a-véghez anasztomodzist hasznalnak,
amely sordn a rendellenes érszakaszt eltavolitidk és egyesitik a két szabad véget. A
nagyobb kaliberli, 8 mm-es vagy nagyobb &atméréji ereknél az érvégeket, ha azok
harantmetszetliek, kuldonésebb szikulet nélkdl lehet egyesiteni tovafutd varrattal. Kisebb
atmérdji ereknél az ér végeket célszeri ferdére vagni, és az igy készitett ovalis érvégeket
egyesiteni. Gyakran alkalmaznak vég az oldalhoz tipust anasztomozisokat is. llyenkor az ér

reszekcidja helyett bypass technikaval hidaljak &t a tokéletlen szakaszt.

Az arteriotomia szlkiletmentes zarasara alkalmazzuk a foltplasztikat, amelynek
anyaga leggyakrabban véna vagy alloplasztikus protézisdarab. A foltot ugy kell méretre
szabni, hogy ne okozzon hemodinamikai zavart. A tdl széles folt altal keletkezett tagulat
turbulenciat, megnovekedett oldalnyomast és a véraram lelassulasat eredményezi. Mindez

kedvez a tovabbi lokalis tAguldsnak és a thrombusképz&désnek.

Az elzarodott vagy sérilt érszakaszok interpositumbedltetéssel is poétolhatok, ha az
anasztomoOzis nem lehetséges. Interpositumként kaliberében megfeleld anyagot
hasznalhatunk. Minél kisebb atmérdjii artéria helyreallitasa szikséges, annal inkabb kell

torekedniink autolog graft alkalmazasara.
A rekonstruktiv érm{tétek soran altalanosan alkalmazott eljarasok a kdvetkezdek:
- szisztémas heparinizalas az érkirekesztés el6tt és neutralizalas az érfelengedés mogott,

- megfelelb be- és kiaramlas megteremtése,
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- az érlumen megnyitasa utan zaraskor vagy a bypass elkésziiltekor az utolsé oOltések
behelyezése és a keringés meginditasa el6tt alulrdl és felulrél gyors és mértékletes
véreztetés az esetleges fragmentumok Kilritésére és a légtelenités elvégzésére,

valamint

- maradéktalan vérzéscsillapitas.

4.6 A vénak rekonstrukcios sebészete

Az arteriak rekonstrukcidja mellett egyes esetekben bizonyos nagyvénak
helyreallitAsa is szikséges. A v. cava inferior rekonstrukcidjara majtumorok
eltavolitasa (Huguet és mtsai, 1995; Miyazaki és mtsai, 1995), leiomyosarcomak
(Smith és mtsai, 1984; lwatsuki és mtsai, 1988; Huguet és mtsai, 1995), vese
carcinomak (Okada és mtsai, 1989; Marshall és Reitz, 1985; Sakaguchi és Nakamura,
1993; Huguet és mtsai, 1995) és mellékvese carcinomak esetén (Smith és mtsai,
1984; Bodie és mtsai, 1989; Decker és Kuhner, 1991; Miller és mtsai, 1991; Huguet és
mtsai, 1995) kerul sor. A v. portae (McKinnon és mtsai, 1981; Sakaguchi és
Nakamura, 1993; Myazaki és mtsai, 1995; Takayama és mtsai, 1995), a v. hepatica
(Sakaguchi és Nakamura, 1993; Wakabayashi és mtsai, 1998) és a v. iliaca (Plate és

mtsai, 1985) rekonstrukcioja is leirasra kerdilt.

A rekonstrukciéhoz felhasznaltak mind autolog vénékat, mind érprotéziseket. A
v. femoralis superficialist a v. cava inferiornal (Decker és Kuhner, 1991), a v. saphena
(McKinnon és mtsai, 1981; Urayama és mtsai, 1993), a v. renalis sinister (Myazaki és
mtsai, 1995) és a v. jugularis (Wakabayashi és mtsai, 1998) a v. portae esetében, mig
a v. iliaca a v. hepatica rekonstrukciéjaban kerilt felhasznalasra (Wakabayashi és
mtsai, 1998).

A periférids vénak mellett sertéseken végzett kisérletekben, alkoholban fixalt
peritoneumot is alkalmaztak vénas foltgraftként (Akimaru és mtsai, 2000; Yoshioka és
mtsai, 2001). Egy esetleirds szerint a belsé rectushivelyt is felhasznaltak
majtranszplantacié soran jelentkezé v. cava inferior defektus helyredllitdséara (Kobori
€s mtsai, 2005).
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4.7 Autograftok hasznalata az allatorvosi érsebészeti gyakorlatban

Az allatorvosi gyakorlatban érsebészeti beavatkozdsokat ritkabban végeznek, de nem
példa nélkuliek. Egyes onkolégia elvaltozdsok, pl. invaziv mellékvese vagy
vesedaganatok, tymomak, pajzsmirigy carcinomak sulyosan kérosithatjak a helyi
vérkeringést azzal, hogy infiltralnak, esetleg komprimalnak nagy ereket. A vérkeringés
helyreallitdsa csak a tumor eltavolitdsaval és az erek rekonstrukciojaval lehetséges
(Tobias 2012).

Holsworth és mtsai a v. jugularisbdl képzett autolog tubularis grafttal
rekonstrualtak a v. cava cranialist egy tymoma eltavolitasat kovetéen. Az autograft
hasznélata lehetévé tette, hogy a tumort teljes egészében eltavolitsak (Holsworth és
mtsai, 2004).

Egyes sulyos traumas esetekben vagy velesziletett rendellenességeknél is
szikséges lehet érsebészeti beavatkozasra és érpotlas haszndlatara. Egy
esetleirdsban a v. jugularist hasznaltak fel Fallot-tetralégias kutyaban a szisztémas
keringési-pulmonalis keringési sont kialakitdsara a moédositott Blalock-Taussig eljaras

soran (Pelosi és mtsai, 2006).

Az intrahepaticus porto-cavalis sontok sebészi ellatasa soran sulyos
szovédmény jelentkezhet a sont lezarasakor, mert ez a splanchnicus teruleten fatalis
vérnyomasemelkedést okozhat. Ennek megel6zésére egy lehetéség, hogy a sont
elzarésa elétt elsé lépésként a v. jugularis felhasznaldsaval egy extrahepaticus sontét
alakitanak ki, amit egyaltalan nem, vagy csak fokozatosan szlikitenek be, és igy
megel6zhet6 a vérkeringés 6sszeomlasa (White és mtsai, 1996; Kyles és mtsai, 2001,

Gellasch és mtsai, 2003; Kyles és mtsai, 2004).
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4.8 Az erek izometrias tenzidjanak mérése

Elettani kérilmények kozott az erek nem egyszerii cséként funkcionalnak, hanem megfelel6
hatdsokra ©sszehlzodassal vagy elernyedéssel képesek reagalni, alkalmazkodva a
szervezet valtozd igényeihez. Ennek a viselkedésnek a kisérletes vizsgélatara az egyik
lehetséges modszer az izometrias tenzid, vagyis az alland6 rosthossz melleti fesziilés
méreése.

A vizsgélat soran az erémérd acéltlire rogzitett érgylrl feszulésében a kulonbdzd
vazoaktiv anyagok hataséara bekovetkezé véaltozast mérik (Halpern és mtsai, 1978). A tenzid
mérd kifejlesztése Mulvany és Halpern nevéhez flizédik (Mulvany és mtsai, 1976). A miogréaf
készulék 2 rozsdamentes L alaki acéltiibél all, amelyek egymassal szemben helyezkednek
el. Az egyik ti egy eréméréhtz van csatlakoztatva, amelynek segitségével az izometrias
tenzidban bekovetkezé valtozasokat poligrafon regisztraljak. Az ér az értartokra keril, ami
egy 8 ml térfogatu kaddba meril. Az optimalis, élettani viszonyoknak leginkabb megfeleld
feszlilés meghatarozott matematikai képletek segitségével megadhat6, de A&ltalaban
tapasztalati értékek alapjan allitjak be a miszereket.

Az izometrias tenzié mérésére Hogestatt és mtsai, illetve Hardebo és mtsai dolgoztak
ki megfeleld modszert. A mérést megelé6zéen a szerveket standard Krebs-oldatban tartjak,
és oxigén-széndioxid gazzal buborékoltatjak at. A mérési mddszer Iényege, hogy elészor
meghatarozzak az idedlis passziv tenzidt, majd 60 perc inkub&cié kdvetkezik. Kézben az
oldatot haromszor lecserélik és felmelegitik a szervfurdét 37 °C-ra szobahémérsékletrél.
Ezutan meghatarozzak a maximalis kontrakcios valaszt, K*-os Krebs oldattal. A kovetkez6
lépésekben mar a kisérletet végz6 dontésétél figg, hogy milyen vazoaktiv anyagokat fog
alkalmazni. Altalaban noradrenalin, idazoxan, nitroglicerin, szintetikus alfa-adrenoceptorokon
hat6: U46619, UK14304 és acetil-kolin a felhasznalt hatéanyag (Halpern és mtsai, 1978;
Hogestatt és mtsai, 1983; Hardebo és mtsai, 1986).

Belsé rectushuvelybél képzett érprotézisen még izometrids tenzié meghatarozast

nem végeztek.
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4.9 Az érgraftok immunhisztokémiai vizsgalata

Az immunhisztokémiai vizsgélatot a patoldégiaban az 50-es években vezették be, és
mostanra nélkilozhetetlen diagnosztikai eljarassa valt (Krutsay 1999; Mason és Gatter,
1987). Alkalmazasa a rutinszerien hasznalt formaldehid-oldatban konzervalt és paraffinba,
vagy migyantaba agyazott preparatumon térténik. Az immunoldgiai eljaras specificitasa
kezdetben még korlatozott volt, de késébb az ellenanyagok (antitestek) eléallithsanak és a
tisztitasi modszerek finomodasanak készonhetéen a 80-as években az immunhisztokémia
az egyik leggyakrabban haszndlt patologiai, tumor-diagnosztikai eszktzzé valt (Jakab és
mtsai, 2009a). A mddszer az immunologiabdl jol ismert antigén-antitest reakcién alapszik
(Krutsay 1999). Az immunhisztokémia soran nagy molekulasulya vegyiileteket: fehérjéket,
glikoproteineket, poliszacharidok vagy lipideket mutatunk ki a sejtekben, vagy az
extracellularis térben (Krutsay 1999; Mason és Gatter, 1987). Az immunhisztokémia
segitségével kimutathatok hormonok, lektinek, enzimek, immunglobulin kénnyl- és
nehézlancok, haemoglobin, myoglobin, fehérvérsejttipusok, protozoonok, baktériumok,
virusok stb., tehat mindazok, amelyek ellen kisérleti allatokban ellenanyag termelheté
(Krutsay 1999; Merz és mtsai, 1993). Az antigén-antitest kapcsolodas helye kdzvetlenil nem
lathatd, azt valamilyen technikéaval lathatova kell tenni. Ennek érdekében az alkalmazott
immunsavokat jeldlni kell. Az antitesthez enzim, fluoreszkalé szinezék vagy kolloid arany

kapcsolhaté. Jelolt immunsavék a kereskedelemben gyari készitményként beszerezhetdk.

Az immunhisztokémiai eljarasokat direkt és indirekt modszerekre lehet felosztani. A
direkt mddszer soran jeldlt elsédleges antitesteket hasznalnak fel. Az eljaras gyors, olcso, de
érzékenysége alacsony. Az indirekt mddszerek lényege az, hogy nem kozvetlenil az
antigénhez kapcsolodott primer antitestet, hanem az ellene termelt, hozza kapcsolodott
secunder antitestet mutatjuk ki kdzvetetten, valamilyen specialis technikaval (Krutsay 1999;
Nagy és mtsai, 2002; Stoica €s mtsai, 2001). Az indirekt modszerek kdzé tartoznak: az
enzim-immunkomplex médszer (PAP), az avidin-biotin-enzimkomplex maddszer (ABC), a
streptavidin-biotin-enzimkomplex modszer, az enzimmel jeldlt avidin-biotin-enzimkomplex
modszer (LAB), az enzimmel jel6lt streptavidin-biotin-enzimkomplex modszer (LSAB)
(Guesdon és mtsai, 1979; Hau és mtsai, 1981; Krutsay 1999).

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran claudin-5, CD31, desmin, a-sma é€s

pancytoceratin biomarkereket hasznaltunk fel.
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A claudin-5 (CLD-5) molekula egy endothel specifikus ,tight junction” fehérje (Tsukita
és mtsai, 2001). Korabbi allatorvosi onkolégiai kutatdsok bizonyitottak, hogy a humanizalt
anti-claudin-5 antitest intenziv keresztreakciot ad a kutya endothel sejtekkel. A CLD-5
alkalmasnak bizonyult a vérerek és nyirokerek endothel sejtieinek megjelenitésére
kilonb6z6 kutya szovetekben (Jakab és mtsai, 2008a) és primer tumorokban lévé
neoangiogenetikus mikroerek kimutatasara (Jakab és mtsai, 2008b). Mindemellett a CLD-5
antitest nagyban el6segiti kutyakban a benignus és malignus endothelialis eredet(i tumorok
kimutatasat (Jakab és mtsai, 2009b).

A CD31 transzmembran fehérje az endothel sejtek sejtkozotti kapcsolatainak
kialakitdsdban vesz részt és fontos szerepet jatszik a thrombocyta adhesios folyamatokban
is. Immunhisztokémiai vizsgélatok soran elsésorban az endothelsejtek kimutatdséara
haszndljdk (Ganjei-Azar 2007). Kutya hemangiosarcomékon végzett vizsgalatok alapjan a
CD31 alkalmas volt az endothelsejtek kimutatasara, de a CLD-5 erésebb membran

pozitivithst mutatott (Jakab és mtsai, 2009a).

A desmin egy nem specifikus izomfehérje, ami simaizomban, harantcsikos izomban
és szivizomban is megtaléalhaté (Li 1997). Szenztitiv és specifikus izom markernek szamit
(Ragdaeng és mtasi, 1991). Az a-sma ezzel szemben csak a simaizomsejtekben fordul eld,
s6t nagyrészt csak a vascularis simaizomsejtekben, és gyakran alkalmazzak a

myofibroblastok kimutatasara (Nagamoto és mtsai, 2000).

A cytoceratinok fehérjék, amelyek a cytoplasmaban megtaldlhaté komplex keratin
filamentum halézatot alkotjdk és szamos tipusuk szerv vagy szdvetspecifikusan jelenik meg.
A pancytokeratin mint biomarker egy antitest-koktél, amellyel tébbféle cytoceratint is ki lehet
mutatni. Segitségével megjelenithetéek a mesothel sejtek (Terada 2011). A patoldgiai
diagnosztikaban széles korben elterjedt a hasznalata a pleuralis folyadékgyllemek
mesothelialis sejtjeinek a kimutatasban (de Brot 2013; Conner 2014; Przezdziecki 2014,) és
a tumorok tipizadlasaban mind a human (Ko 2014,), mind az allatorvosi vonalon (Kim 2002;
Geninet 2003; Kang 2004; Regetti 2005; Sato 2005; Morini 2006; Seo 2007, Vural 2007,
Vascellari 2011).
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5. SAJAT VIZSGALATOK I.: A belsé rectushiivelybél kialakitott vénas
graftok vizsgalata

5.1 Anyag és modszer

5.1.1 A belsé rectushiivelybdl képzett vénas foltgraftok beiiltetése
A Kkisérlet soran négy kutyaban oOsszesen 15 vénas foltgraftot alakitottunk ki a belsé
rectushivelybdl. A graftokat elsé 1épésben a v. iliaca communisokba (8 db graft), majd 3

hénappal késdbb a v. jugularisokba (7 db graft) Ultettik be.

Az elsé belltetést kdvetéen 6 honappal tavolitottuk el a graftokat, igy a v. iliaca
communis graftokat 6 honapon keresztil, a v. jugularis grraftokat pedig 3 hénapon keresztll

kovettuk.

A mitéteket a SZIE AOTK Sebészeti és Szemészeti Tanszékén végeztilk. Minden
muUtétet Prof. Dr. Németh Tibor Dip. ECVS és Dr. Csébi Péter végzett. A kisérletet az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs javaslata alapjan az illetékes hatdésag engedélyezte.
Engedély szama: 73/2008.

A mutétek altalanos sebészeti narkézisban végeztik. Premedikéciora 0,5 mg/ttkg i.v.
diazepamot (Seduxen 5 mg/ml inj., Richter Gedeon) és 0,01 mg/ttkg i.v. fentanylt (Fentanyl
inj., Richter Gedeon) hasznaltunk, az indukciét 3 mg/ttkg i.v. propofollal (Diprivan 1% inj.
AstraZeneca Pharmaceuticals) végeztik, fenntartasra pedig 2 (v/v)% sevoflurant (Sevoran)
alkalmaztunk 2 L/perc oxigénaramlas mellett. Perioperativ fajdalomcsillapitdsra a muditét
soran folyamatosan infuziés pumpdébdl biztositott fentanylt hasznéltunk 0,02 mg/ttkg/éra
dézisban. Emellett Ringer-laktat infaziét adtunk 10 ml/ttkg/éra fenntartd adagban.
Kdzvetlenll a m(téti beavatkozas elétt a trombozis megel6zésére 200 NE/ttkg iv. heparint

(Heparin inj., Richter Gedeon) adtunk.

A mutét sordn a hatfekvésben rogzitett kutyaknal als6 median laparotomia soran
feltartuk a v. iliaca communisokat. A belsé rectushively postumbilicalis tertletérdl 2x3 cm-es
téglalap alaki darabot metszettink ki, majd ebbél 1cm hossz( és 0,5 cm széles foltot
képeztink, amelyet a beUltetésig (10-20 perc) fizioldgias sooldatban tartottunk (5. &bra).
Miutan kimetszettik a megfelelé méretii foltgraftot, a kisérleti ereket izolaltuk a beultetéshez.
Az erek szabadda tétele utan a keringést érkirekesztével blokkoltuk, majd szikével korilbeldl

lcm-es vagast ejtettlink az ér fellletén Ugy, hogy a teljes érfalat atvagtuk és igy megnyilt az
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ér lumene. Az el6z6leg kimetszett és el6készitett rectushlively graftot raillesztettik az éren
kialakitott anyaghidnyra ugy, hogy azt teljesen befedje, de ne légjon tal a bemetszés széli
részén, hanem lehetdleg teljesen illeszkedjen ahhoz. A foltot Ugy pozicionaltuk, hogy a
mesothellel fedett peritonedlis felszine nézzen az ér lumene felé. Kdvetkezé lIépésként 6/0
USP méreti polipropilén (Prolene, Ethicon) varréanyaggal, futovarratokkal rogzitettik a foltot
az ér fellletén (6-8. abra). Miutan megbizonyosodtunk, hogy a folt szivargasmentesen fedi a
mesterséges anyaghianyt, a hasi sebet 4 rétegben zartuk futd varratokkal. A v. jugularisokon
harom hoénappal késébb végeztik el a beavatkozast a hasi mitétnél leirt altatasi és
érsebészeti médszer alkalmazasaval (9-10. dbra). A posztoperativ idészakban a kutyak 0,2
mg/ttkg meloxicam (sc.) injekciét kaptak 5 napon keresztll, valamint antikoagulacios
terapiaként 200 NE/ttkg heparint, amit subcutan adtunk naponta kétszer. A heparint a

mtétet kovetd két héten keresztil alkalmaztuk.
Kisérlet vazlata:

1. v.iliaca communis graftok belltetése (8 db)

!

2. A funkcidképesség Doppler-Ultrahangos ellen  6rzése a miitét

masnapjan, majd hetente 1 x az elsé honapban, majd havonta 1 x.

ﬂ 3 hénappal késébb

3. V. jugularis graftok belltetése (7 db)

!

4. A funkcidképesség Doppler-Ultrahangos ellen 6rzése a miitét

masnapjan, majd hetente 1 x az elsd honapban, majd havonta 1 x.

ﬂ 1 hénappal késébb

5. CT angiogréfia

ﬂ 2 hénappal késébb

6. Graftok eltavolitasa, szévettani és immunhisztokémi ai vizsgalat
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5. abra. A bels rectushiively graft
kimetszése.

7. bra. A v. iliaca communis graft futd
varrattal tortéti rogzitése.

9. dbra. A v. jugularis ntitéti tertiletének
részleges kirekesztése Satinsky érfogoval
€s a v. jugularis érfalanak megnyitasa.
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6. abra. A v. iliaca communis lumenének
megnyitasa.

8. abra. Az elkészilt v. iliaca communis
graft

10. &bra.A belltetett graft a v. jugularis
fellletén



5.1.2 A graftok funkcioképességének Doppler-ultrahangos vizsgalata

A graftot tartalmazd érszakaszok morfologiajat, atjarhatésagat Doppler-ultrahangos
vizsgalattal ellendriztiik a SZIE AOTK Belgydgyaszati Tanszékén egy ESAOTE MEGAS
GPX tipusu ultrahang-készulékkel. A belltetést kovet elsé vizsgalatra a mitétet kovetd
napon kerult sor, majd az elsé hdénapban hetente, a masodik honaptdl kezdve havonta

végeztink kontrollokat.

5.1.3 A graftok funkcioképességének CT angiografias vizsgalata

Az ultrahangos vizsgalatok mellett, a v. iliaca communis graft belltetését kovetd 4.
hénapban, CT-angiografiat is végeztink a Kaposvari Egyetem Diagnosztikai és
Onkoradioldgiai Intézetében, egy Siemens Sensation Cardiac Multislice 16 CT készulékkel.
Az allatokat altalanos anesztézidban vizsgaltuk. Premedikéciora diazepamot (0,5 mg/tt, iv.),
indukciora propofolt (6 mg/ttkg iv.), fenntartasra 2,0 (v/v)% isoflurant hasznaltunk 2 L/perc
oxigénaramlas mellett. A CT angiogréfia soran intravénasan nagy sebességgel (2-3 ml/sec
flow) nem ionizalt jodot tartalmazé rontgen kontrasztanyagot (30 ml Omnipaque 350 mgl/ml)
fecskendeztiink be bolusban, amely jelentds denzitas-ndvekedést okozott az érrendszerben.
Az injektalas utan a helikalis CT mérések inditdsakor bolus tracking technikét alkalmaztunk,
amelynek megfeleléen a ROI (region of interest) karikat a vizsgalni kivant érszakasz ,elé”
tettlk, és amikor a kontrasztanyag kellé koncentraciéban odaért, akkor indult a szkennelés.
A vizsgélatot az elsé, artérids fazisban végeztik, amikor maximalis volt a kontrasztanyag
koncentracio. A vizsgéalat helikalis Gzemmaodban (120 kV, 140 mAs, 512x512 képmatrix)
tortént, a szeletvastagsag 1,5 mm, az asztalléptetés 1,5 mm volt. A rekonstrukcids increment
1,5 mm volt, &tfedd szeleteket, valamint lagyszoveti algoritmust hasznalva. A

képrekonstrukcié soran MPR (Multi Planar Reconstruction) technikat alkalmaztunk.
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5.1.4 Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A harom ill. 6 honapos utokovetés leteltével a kisérleti kutyakon Gjabb mutéti beavatkozast
végeztink, amely soran a bedultetett foltgraftokat kivettik Ugy, hogy a minta tartalmazza a
belltetett graftokat és az azt befogado érszakaszt is. Az igy kinyert mintdkat szévettanilag és
immunhisztokémiailag vizsgaltuk, hogy képet kapjunk a graftok morfoldgiai jellemzéirél. Az
érgraft sebészi mintakat 8%-os pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehidoldatban konzervaltuk és a
vizsgélatokat a SZIE AOTK Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékén végeztik.
A fixadlas utan elkészllt paraffinos blokkokbdl, Reichert tipusi mikrotommal, 3-4 um
vastagsagu haradntmetszeteket készitettiink, amelyeket hematoxilin €s eozinnal festettiink
meg Shandon Varistain 24-4 automata segitségével. A metszetek kiértékelése Nikon
Optiphot-2 tipusu fénymikroszkdp segitségével tortént. A kérszovettani felvételeinket Nikon
Coolpix 4500 digitalis kameraval készitettik. A tovabbiakban a mintdk immunhisztokémiai
vizsgalataihoz a metszeteket kétszer valtott xylolban (2x10 percen keresztil), majd
haromszor valtott alkoholban (3x5 percen at 100 %-o0s, 70 %-0s és 50-os alkohol)
deparaffinaltuk, majd 1x-es PBS-sel valé mosas utan antigénfeltardst végeztink. Az
antigének feltirasa magas hémérsékleten, mikrohullammal (30 perc, 800 W) tdrtént,
kiegészitve Target Retrieval Solution feltaré oldattal (DAKO, Glostrup, Dania, pH 6). Az
endogén-peroxidaz aktivitasat 0,3%-os H,O,-dal, metanolban blokkoltuk 5 percen keresztil.
Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran: anti-claudin-5 (1:100 higitds, egér monoclonalis
ellenanyag, Zymed Inc.) és anti-CD31 (1:80 higitas, egér monoclonalis ellenanyag, DAKO)
antitesteket alkalmaztunk. Kulsé pozitiv kontrollként alkalmaztuk a kutyak emlérakjaban
kialakult mikroerek endothelsejtjeit CLD-5 esetében (Jakab et al., 2008b), és a kutyabdl
szarmazO6 haemangiosarcomat CD31 esetében (Jakab et al., 2009a). Mindkét antitestnél a
membranreakcio erésségét egy harom keresztes rendszerben jelenitettik meg. A (+++) erds
intezitdsnak, a (++) kodzepes intenzitasnak, mig a (+) gyenge intezitdsnak felelt meg. Az

intezitds mértékét a kilsé pozitiv kontrollhoz viszonyitottuk.
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5.2 Eredmények

5.2.1 A graftok beiiltetésének eredményei

Osszesen 4 kutyan végeztik el a foltgraftok beiltetését: a mindkét oldali v. iliaca
communisukat és egy kivétellel (az egyik kutyanal a jobb oldali v. jugularis el volt zarodva)
mindkét oldali v. jugularisukat is felhasznaltuk, igy 6sszesen 8 iliaca graftot és 7 jugularis
graftot alakitottunk ki. Az érgraftok kialakitasa és beultetése sordn mitéttechnikai akadaly
nem lépett fel, és a recirkuldcié meginduldsa utan az operalt érszakaszokon a vérataramlas
zavartalan volt. Akut posztoperativ szovédmények (pl. ér varrat-dehiscentia, szeptikus
komplikacio, infekcié vagy nekrézis) jelei nem voltak lathatok. Adhéziok kialakulasara
bizonyitékot nem talaltunk és egyéb morfolégiai karosodas jelei sem voltak lathatok. A
graftokban elzarédas nem tortént, mindegyik m(tott érszakasz atjarhat6 maradt. A
mintavételi mitétek soran szintén nem talaltunk szévédményekre utald jeleket (11. 4bra). Az

azonos allatokba bedltetett graftok azonos eredményt hoztak.

11. &bra. A v. iliaca foltgraft az eltavolitaskor.

5.2.2 Ultrahangos és szines Doppler-ultrahangos vizsgalati eredmények
A v. jugularisok jol abrazolhatéak voltak, de felkeresésiikkor némi nehézséget okozott a
kozvetlenil bér alatti helyez6désiik. Nem megfeleléen rahelyezve a vizsgalofejet, kbnnyen

elnyomhatdak voltak. A v. iliaca communisok felkeresését és beazonositasat nehezitette,
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hogy szdamos nagyobb értdrzs is talalhaté a terlleten, de a v. cava caudalistdl indulva a
lagyéktajékon szétagazé véndkat lehetett kovetni. Az ultrahangos vizsgalattal ellenérizni
tudtuk az erek morfologiajat és funkcioképességét a belltetés tertletén. A kontroll
vizsgélatok soran elvaltozasokat (falvastagodast, stenosist, elzarédast, aneurysméat) nem
lattunk egyik érben sem. A szines Doppler vizsgalatok alapjan a kisérleti tertiletek minden

esetben &tjarhatdak voltak (12-13. abra).

€Clinic Int Med Yeterimary Fac Budapest
196285
+8. 11
5.8 W
 4cm
CFN ¥2
PRE 1.4

12. abra.Doppler-ultrahangos aramlasvizsgalat a v. jugutaltigfelll v. jugularis, alul a.
carotis). A szines Doppler-vizsgalat mutatja adtéen a vér ellentétes iranya aramlasat.

Clinic Int Ved Yelerinary Fac Budapest 12+ 3an/P050 B2:42
196383

13. abra.Fiziologias aramlasi viszonyokat mutatdé Doppleraliangos vizsgalat a v. iliaca
communisnal.
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5.2.3 CT angiografias eredmények

A CT angiogréfiaval a vizsgalt erek morfologiai és aramlasi jellemzgit egyarant hatékonyan
fel lehetett mérni. A képelemzés a transversalis szeletek szisztematikus elemzésével tortént.
A kontrasztanyaggal feltoltott erek a képsorozaton jol kdvethetéek voltak. A mérések utan
lehet6ség nyilt a kontrasztanyaggal feltoltott erek egyéb lagyszovetektél elvélasztott 3D
megjelenitésére is. A vizsgélatok illusztraciojaként mindegyik kutyardl egy-egy ilyen
rekonstrukcios képet lehet latni (14-15. abra). Az angiogréfia nem mutatott ki morfolégiai
vagy aramlasi rendellennességet a beultetett foltgraftok teriiletén. Az egyik kutyanal volt egy

mar korabban elzarodott v. jugularis, ami a CT angiografiaval egyértelmien kimutathaté volt.

14. &bra.A kontrasztanyaggal feltoltott v. jugularisok ésliaca communisok 3D
rekonstrukcids abrazolasan elzarédas, vagy egyéfoldgiai eltérés nem lathato.
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15. abra A kontrasztanyaggal feltoltott v. jugularisokwésliaca communisok 3D
rekonstrukcids abrazolasan a jobb oldali v. jugslalzarédasa lathat6. A tébbi rajzolodo ér
intakt.
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5.2.4 Szovettani és immunhisztokémiai eredmények

A sebészi aton eltavolitott mintékat elsé lépésben rutin szdvettani vizsgalatnak vetettik alé.
Ennek soran a gyulladastdl mentes, nem thrombotizalt, nem stenotizalt graftokban intakt,
egyrétegl endothelbélést figyeltink meg. Sem endothel fosztott, sem hyperplasticus
terlileteket nem lattunk. A subendothelialis szoveti rétegek gyulladasos sejtes infiltratumtol
(kereksejtektdl, neutrophil leukocytaktél, histiocytaktdl) mentesnek bizonyultak. Ezen a
terlleten elsésorban vaskos kollagén rostokat figyeltink meg, kozottik elnydlt, orsé alaku
fibrocytédkkal (érett kotdszoveti sejtekkel) (16. abra), illetve multifokalisan elhelyezkedd
kapillaris és arteriola atmetszetekkel. A fénymikroszkdpos vizsgalataink soran az érgraftok
falanak mélyebb rétegeiben vékony kotészoveti tokkal rendelkezd, fibrotikusan
demarkalodott, fel nem szivodoé sebészi varr6fonalakat lattunk, amelyek koérnyezetében
fibrocytakat, és kisebb szamban lymphoid sejteket észleletiink. Egyes metszetekben a
szovettani feldolgozas soran a mechanikailag eltavolitott varrofonalaknak csak a szdvettani
helyét észleltuk, kdrnyezetukben kisszamu kerekeksejtes beszlrédéssel.

16. &bra. A luminalis felszinen endothel sejteket, a subémel@lis tertleteken efsorban
vaskos kollagén rostokat figyeltiink meg, kozottlikyélt, orsé alaku fibrocytakkal (HE
400x).

Az anti-CLD-5 és az anti-CD31 antitestekkel végzett immunhisztokémiai vizsgalatok
megerdsitették a HE hisztopatoldgiai vizsgélatok sordn nyert tapasztalatokat: az érgraftok
bels6 fellletén differencialt, egyrétegt, gyulladastol és degenerativ elvaltozasoktél mentes
endothelréteg alakult ki. Az endothelsejtek sejtmembranjaban expresszalédé CLD-5
molekula intenziv, linearis membranreakcié formajaban volt lathaté az érgraftokban (17.
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abra). Az anti-CD31-el végzett vizsgalataink soran szintén pozitiv membranrekciét észleltlink
az érgraftokat bélélel6 endothelsejtekben, viszont gyengébb immunreaktivitast mutatott, mint
a CLD-5 (18. abra). Az ép tertiletekrél vett kontroll mintakkal 6sszehasonlitva a grafttal fedett

terlleteket, morfologiai eltérést nem lattunk.

17. &bra.CLD-5 okozta (+++) barna szinreakci6 a graftenddléletéen (IHC 400x).

18. abra.A graftok CD-31-el végzett vizsgalata soran (++Hnaaszinreakcio jelentkezett a
graftot luminalisan fedél endothel rétegben (IHC 200x).

Az eredeti rectushiively graftot borit6 mesothel sejtek helyét endothel sejtek vették at
méar a harom honapos kontrolloknal is. A grafttal fedett terlletek érszerlien atalakultak,
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érdemi eltérés a harom illetve 6 honappal a beultetést kdvets szovettani eredmeények kozott

nem volt. Az eredmények 6szzefoglalasa az 1. tabldzatban lathato.

1. tdblazat
Utbkovetés | Doppler - CT HE festés | CD31 | claudin 5
UH angiografia
v. jugularis 3 honap atjarhaté atjarhaté vascularis R AP
foltgraft atalakulas
v. iliaca 6 hénap atjarhato atjarhato vascularis ++ +++
foltgraft atalakulas

5.3 Megbeszélés

Kisérletiinkben a belsé rectushivelybdl készitett és frissen kinyert autolog vénas foltgraftok
Klinikai felhasznalasi lehetéségét vizsgaltuk kutyakban. A belsd rectushiivelybél képzett
graftot korabban mar néhany kisérlet sordn kiprobaltak artérids-foltgraftként (Cousar és
mtsai, 1952; Pacholewicz és mtsai, 1998) és tubularis érprotézisként az artérias rendszerben
(Kébori és mtsai, 2003, 2008; Németh és mtsai, 2005). Mivel a klinikai betegellatdsban az
allatorvosi terlleten is sziikség lehet esetenként (pl. adrenalectomia, thymoma eltavolitasa,
pajzsmitigy adenocarcinoma) a nagyvénak rekonstrukciojara (Holsworth 2004; Tobias 2012),
indokolt a belsé rectushivelybdl képzett graft vénasebészetben torténd felhasznalasi

lehet6ségének a vizsgalata.

A Kisérleti elrendezés sordn a Koébori és mtsai altal kordbban mar kidolgozott
protokollt vettik alapul és adaptéltuk a vénas kdrenyezethez (Kobori és mtsai, 2003, 2008).
A graftok anyagat a prepubicus terlletr6l nyertik. Négy kutyaban ¢6sszesen 15 vénas
foltgraftot alakitottunk ki gy, hogy mindegyik kutya mindkét v. iliaca communisan, illetve egy
kivétellel mindkét v. jugularis externgjan is elhelyeztiink egy-egy foltgraftot. Az egyik
kutyaban a jobb oldali v. jugularis el volt zarddva, ezért ezt az eret a kisérletbe nem tudtuk
bevonni. Mivel a graftokat az elkészitésiuket kovetéen szinte azonnal felhaszndltuk,
tarolasbol vagy tartositasbol szarmazé karosodast nem szenvedtek. A kisérleteink alapjan a

belsd rectushiivelybél képzett graftok elkészitése nem okozott technikai nehézséget.
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A belltetéseket kovetéen az érintett vénaszakaszok atjarhatosagat és egyeéb
morfoldgiai jellemzdit Doppler-ultrahangos moédszerrel és CT-angiogréfiaval vizsgéltuk. A CT
angiogréafia soran a human gyogyaszatban kidolgozott protokollt vettik alapul (Sun, 2006;
Kock és mtsai, 2007), ami tokéletesen adaptalhato volt a kutyak vizsgélatara. A két modszer
vizsgélati eredményei megegyeztek egymassal, egyik graft esetében igazoldédott aneurysma,

stenosis, elzarédas vagy kilokédes.

A v. jugularis graftokat harom honappal a belltetés utén, a v. iliaca graftokat pedig 6
hénappal késébb tavolitottuk el. Ez lehetéve tette, hogy a hisztomorfoldgiai vizsgalatainkat
két kulonb6zé atdkovetési id6 mellett végezhessik el és az eredményeket
0sszehasonlithassuk egymassal. Kulonésen nagy hangsulyt fektettiink a graft belfelszinének
vizsgéalatara, mert az Ujonnan képz8d6 endothel sejtréteg alapvetéen fontos az alacsony
thrombogenitasu kornyezet kialakitasaban, ezért a HE festés mellett a mintak
immunhisztokémiai vizsgalatat is elvégeztik endothel specifikus markerek (CD31 és claudin-

5) felhasznéalasaval (Jakab és mtsai, 2009a).

A szovettani és immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a belsé rectushively a
korabbi artérias kisérletek eredményeivel megegyezéen (Kébori 2003, 2008) beépllt a véna
falaba és a luminalis felszinét egyrétegli endothel sejtréteg boritotta. Kilokédésnek vagy
gyulladdsnak nem volt jele a mintdkban. Tekintettel arra, hogy a morfologiai atalakulds mar a
harmadik hénap végén eltavolitott graftokban is teljes volt, és az ezt kbvetd harom hénapban
sem tortént semmilyen kedvezétlen valtozas, kilokédésre vagy gyulladasra varhatéan a

késdbbiekben sem kell szamitani.

A vizsgalatunk alapjan a belsé rectushuvelybél képzett foltgraft alkalmas lehet
nagyvenak részleges rekonstrukciojara. Miutan az elvégzett kisérlet alapjan a belsé
rectushivelybdl képzett graft anyagat tekintve a vénas rendszerben is kivaléan megfelel
érpotlé anyagként, tovabbi vizsgalatok javasoltak arra vonatkozéan, hogy csészerl érpotlo
anyagként, hosszabb érszakaszok kivaltasara, hogyan lehetne a gyakorlatban felhasznalni.
Artériakon végzett korabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy csészerl interpositumként néhany
cm-es szakaszok kivaltasara is alkalmas lehet a belsé rectushlvely graft, de a vénas
rendszerben egy ilyen tubularis graft belltetése technikailag nehezebb, mert a vénak
vékonyabb fala, és a vénas rendszerben uralkodd alacsonyabb vérnyomas illetve lassabb
véraramlas miatt a posztoperativ thrombotisatiora és elzarédasra nagyobb az esély. Ezt
stentek bedltetésével meg lehet elézni, de hasznélatuk jelentdsen noéveli a koltségeket
(Tobias 2012).
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6. SAJAT VIZSGALATOK II.: A belsé rectushiivelybdl kialakitott artérias
tubularis graftok morfoldgiai vizsgalata

6.1 Anyag és modszer

6.1.1 A belso rectushiivelybdl kialakitott tubularis artérias graftok
beiiltetése

A belsd rectushuvelybél a Kobori és mtsai altal kidolgozott modszer alapjan képeztink
érgraftokat, amelyeket az a. iliaca externaba Ultettink be (Kébori és mtsai, 2003, 2008). A
mitéteket a SZIE AOTK Sebészeti és Szemészeti Tanszékén végeztik 4 kisérleti beagle
kutyan. Osszesen 8 graftot ultettiink be. Minden miitétet Prof. Dr. Németh Tibor Dip. ECVS

és Dr. Csébi Péter végzett.

A kisérletet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs javaslata alapjan az illetékes
hatdosag engedélyezte. Engedély szama: 73/2008. A kisérlet soran mindvégig a vonatkoz6

allatvédelmi és kisérleti engedélyezési szabalyok szerint jartunk el.

A sebészi beavatkozast A&ltalanos anesztézidban hajtottuk végre, amelynek
protokollja megegyezett a vénas foltgraftok beultetése soran alkalmazottal (L4sd Sajat
vizsgélatok 1.). A haslireget median laparotomiaval nyitottuk meg és feltartuk az aorta
abdominalis medence el6tti elagazasi teriletét a jobb oldali a. iliaca externaval egyutt. A
belsé rectushivelybdl egy 3x4 cm-es téglalap alaki darabot metszettiink ki (19. 4bra). EbbdI
egy standard 5 mm atméréji Uvegbot koridl 2 cm hosszu tubularis graftot alakitottunk ki
atraumatikus futé varrattal (Prolene USP 6/0, Ethicon) ugy, hogy a rectushively belsé
peritonealis felllete a graft lumene felé tekintsen (20. &bra). Kozvetlenul az artéria
keringésbdl vald kirekesztése elétt i.v. 200 NE/ttkg heparint adtunk be (Heparin inj., Richter
Gedeon) trombdzis megelézésre. A lezart artériat ezt kdvetéen atmetszettik és a graftot
egyrétegl 2 pont kozotti futd varrattal vég-a-véghez anasztomozissal beillesztettik (21-22.
abra). Az érkirekesztés megszilintetését kovetben a graft morfologigjat és
szivargasmentességét ellendriztiik, majd a hasureget 4 rétegben zartuk. Posztoperativ
antikoaguldns kezelésként naponta kétszer sc. 200 NE/ttkg heparint adtunk két héten
keresztil. MGtét utani fajdalomcsillapitasra naponta egyszer sc. 0,2 mg/ttkg sc. meloxicamot

(Metacam inj., Boehringer Ingelheim) hasznéltunk 5 napon keresztil.
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A 3 honapos utdkovetés leteltével UGjabb mitéti beavatkozassal a
mik6éddképességiket megtartott érgraftokat a befogadd érszakasz egy darabjaval egyditt
eltavolitottuk. Két graftot 8 %-os pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehidoldatban konzervaltuk, a
masik kett6t pedig mesterséges tapoldatba (Tyrode-oldat) helyeztiik. Ezeket a graftokat a
miogréfias vizsgalathoz hasznaltuk fel (Lasd Sajat vizsgalatok 111.), majd azt kbvetéen 8 %-os
pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehidoldatban konzervaltuk.

Kisérlet vazlata:

1. a. iliaca externa graftok beliltetése (8 db)

!

2. A funkcioképesség Doppler-Ultrahangos ellen 6rzése a miitét
masnapjan, majd hetente 1 x az elsé honapban, majd a 2. és 3. hénap

végén 1 x.

ﬂ 3 hénappal késébb

3. A 4 db atjarhat6 graft eltavolitdsa

{

A 2 legjobb graft tdpoldatba
helyezése miografias A megmaradt 2 graft formalinos

vizsgalathoz (lasd 3. kisérlet), fixalasa
majd utédna formalinos fixalas

4

5. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalat a 4 db atjarhatéan

megmaradt graftbol és Osszehasonlitds a kontroll ar  téridval és a

donor bels 6 rectushivellyel
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20. abra. Standard 5 mm atm@f Uvegbot
kortl 2 cm hosszu tubularis graftot
alakitottunk ki ugy, hogy a rectushively
bels peritonealis felllete a graft lumene
felé tekintsen.

19. &bra. A bels rectushiivelyl egy 3x4
cm-es téglalap alaku darabot vagtunk ki.

21. abra.A graftot egyrétedy 2 pont 22. abra.A 20 mm hosszu beis

kozottl futo varrattal veg-a-veghez rectushtively autograft a beliltetést
anasztomozissal beillesztettiik. koveBen
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6.1.2 A graftok funkcidoképességének pulzus tapintasos és Doppler-
ultrahangos vizsgalata
A graftot tartalmaz6 érszakaszok &tjarhatésagat a femoralis pulzus tapintasaval naponta

ellendriztuk, és szubjektiv jellemzésére + (plusz) és — (minusz) jel6lést alkalmaztunk:
++: nagyon ol tapinthato, telt pulzushullam, kdzepes erével nyomhato el
+: j6l tapinthat6 pulzushullam, de kissé gyengébb és konnyebben elnyomhat6
+/-: nehezen tapinthatd, a pulzushulldm kénnyen elnyomhat6
- nem tapinthatd pulzushullam

Emellett rendszeresen Doppler-ultranangos vizsgalatot végeztink a SZIE AOTK
Belgyodgyaszati Tanszékéen egy Briel & Kjaer Medical Panther 2002 tipusu gépen 5 Mhz
szektor transzducerrel. Az els6 vizsgalatra a m(tétet kdveté napon kerllt sor, majd az elsé
hénapban hetente végeztiink ultrahangos kontroll vizsgalatokat, ezt kdvetéen a masodik és
harmadik hénap végén végeztiink még kontroll vizsgalatot. Minden alkalommal ellenériztik
az er felkereshet6ségét, a véraramlas meglétét, a vérdramlas iranyat és a véraramlas

sebességét.

6.1.3 Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A Kisérlet végéig nyitva maradt 4 db graftbdl a Sajat vizsgalatok I.-ben leirt médon
készitettik el a szbvettani és immunhisztokémiai vizsgalati metszeteket. A szdvettani és
immunhisztokémiai vizsgalatunk sordn dsszehasonlitottuk a graftot befogadd artéria
(tovabbiakban kontroll), a graft anyagat adé belsé rectushiively és a belltetést kdvetéen 3
hénappal eltavolitott érgraft felépitését. A rutin HE festés mellett azan festést végeztiink a
collagen rostok és orcein festést az elasztikus rostok kimutatasara. Az immunhisztokémiai
vizsgalataink soran a kovetkezé antitesteket hasznaltuk fel: anti-claudin-5 (1:100 higitas,
egér monoclonalis ellenanyag, Zymed Inc.) anti-desmin (1:400 higitas, egér monoclonalis
ellenanyag, Novocastra), anti-a-smooth muscle actin  (a-SMA) (1:8000 higitas, egér
monoclonalis ellenanyag, Sigma), és anti-pancytokeratin AE1-AE3 (1:100 higitds, egeér
monoclonalis ellenanyag, DAKO). Kulsé pozitiv kontrollként hasznéltuk a kutyak
emlérakjaban kialakult mikroerek endothelsejtjeit CLD-5 esetében, leiomyomét a-SMA-nal,
musculus arrector pili-t desminre és emlémirigyet pancytoceratinra. A membranreakcié

erésségét egy harom keresztes rendszerben jelenitettik meg: (+++) erés intezitasnak, (++)

43



kdzepes intenzitasnak, mig (+) gyenge intezitdsnak felelt meg. Az intezitds mértékét a kulsd

pozitiv kontrollhoz viszonyitottuk.

6.2 Eredmények

6.2.1 A graftok beiiltetésének eredményei

Négy kutyan végeztik el a tubularis artérids graftok belltetését, igy dsszesen 8 graftot
hoztunk létre. A felhasznalt rectushively darabot a prepubicus tertletrdl tavolitottuk el. A
kirekesztés megsziintetése utan tébb esetben is szivargd vérzés jelentkezett az
anasztomozis teriletérdl, amely tamponalassal megszint. Az érgraftok kialakithsa és
beultetése soran mutéttechnikai akadaly nem lépett fel, és a recirkulacio megindulasa utan
benne a vérataramlas zavartalan volt. A pulzus és Doppler-ultrahangos vizsgélatok alapjan a
8 graftbdl négy maradt atjarhaté a 3. honap végére. Ebbdl a négybdl ketté olyan volt, ami
nem mutatott szlkuletet. A beszlkult vagy elzarédott graftok korll kollaterédlis érhalozat épult
ki. A négy atjarhato graftot ismételt mitéti beavatkozas keretében a befogadd ér egy
szakaszaval egyutt eltvolitottuk és szdvettani, immunhisztokémiai valamint miogréafos
vizsgélatot végeztink. Makroszképosan az eltavolitott graftoknal vaskos és merev falat

lattunk, de a belsé, lumen feléli felllet ép volt.
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6.2.2 A graftok funkcioképességének pulzus tapintasos és Doppler-
ultrahangos vizsgalati eredményei

A graftok mikodését a mitétet kbvetden rendszeresen ismételt femoralis pulzusvizsgalattal

ellendriztuk (2. és 3. tablazat ).

2. tablazat: A femoralis pulzus vizsgalatanak eredményeiigétet kbved 7. napon:

Tapinthat6 pulzus

1. kutya 2. kutya 3. kutya 4. kutya
Jobb a. iliaca

+ + + + + + /-
ext.
Bal a.iliaca

- ++ + ++
ext.

3. tAblazat: A femoralis pulzus vizsgalatanak eredményei aegpo ebtt:

Tapinthat6 pulzus

1. kutya 2. kutya 3. kutya 4. kutya
Jobb a. iliaca
+ /- + /- = =
ext.
Bal a.iliaca
- + + + /- +
ext.

Egy esetben a graft mar a mitétet kévetd elsé héten elzarddott. A harmadik hénap végére
harom esetben egyaltalan nem volt pulzus, haromnal bizonytalanul gyenge pulzust lehetett

érezni és csak két olyan graft maradt, amelynél jol tapinthato volt a pulzus.
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A pulzusvizsgalatok mellett minden hénap végén, dsszesen harom alkalommal,

Doppler-ultrahangos vizsgalattal is ellenériztik az érgraftok mikddését (4. tAblazat).

4. tablazat: Az UH vizsgélatok eredményei:

1. kutya 2. kutya 3. kutya 4. kutya
1. hénap végén | Bal: nincs Bal: normalis Bal: normalis Bal: atjarhato,
aramlas kisfoku stenosis

Jobb: normalis

Jobb: normalis

Jobb: normalis

Jobb: csokkent
atjarhatéség,
keskeny

aramlas

2. hénap végeén

Bal: nincs

aramlas

Bal: normalis

Bal: csokkent
atjarhatéség,

stenosis

Bal: atjarhato,
kisfokl stenosis

Jobb: atjarhato,

de csokkent

Jobb: csokkent

atjarhatosag,

Jobb: Stenosis,

keskeny aramlas

Jobb: Nincs

aramlas

aramlas kisfoku stenosis
3. honap végén | Bal: nincs Bal: atjarhato, Bal: stenosis, Bal: atjarhato,
aramlas benne enyhe csokkent kisfoku stenosis
turbulencia atjarhatéséag
Jobb: stenosis, | Jobb: nincs Jobb: nincs Jobb: nincs
csokkent aramlas aramlas aramlas
atjarhatésag

A Doppler-ultrahangvizsgélatok alapjan 8-bol 4 graft a harmadik honap végére elzarodott,

kett6 jelentdsen beszikilt, de atjarhatd maradt és kett6 elfogadhatdan funkcionalt.

46




6.2.3 A szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei

6.2.3.1 A hematoxilin és eozin, azan és orcein festés eredményei

A kontroll esetében a HE festéssel lathatova valt az érfal szabalyos rétegzettsége, a tunica
intima, media és externa (adventitia). A media rétegben szabalyos elrendezédés(, elnyult
orsé alaku, kék sejtmaggal rendelkezd simaizom sejteket lehetett latni. Az azan-festés a
falban 1évé collagen rostokat kék szinben tintette fel. Az adventitia réteg fokozottabb
kollagén rost tartalmat mutatott a media réteghez képest. Az orcein festés a
nagymennyiségl elasztikus rostot jelenitett meg a lamina elastica interna és externa

teruletének megfeleléen (23-28. abra).

Az ép bels 6 rectushiively belfelszinét mesothel sejtréteg boritotta. A faldban azan festéssel
collagénrostokat és orcein festéssel elasztikus rostokat lehetett kimutatni. Simaizmokat nem
lehetett latni (29-31. abra).

A belltetett graft esetében is medfigyelhetd volt a HE festéssel az érfalszerli szoveti
rétegzédeés, de sokkal hypocellularisabb mediaszerli zénaval. A graft belfelszinén elnyult,
endothelszerl sejtek, alattuk a tunica media sejtjeire emlékeztetd, orso alaku sejtmaggal
rendelkez6 mesenchymalis sejteket lehetett latni. Az azan festéssel nagymennyiségi
kollagén rosttomeget lehetett latni. Az orcein festéssel elasztikus rostokat lehetett kimutatni
(32-40. &bra)..
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23. é&bra. HE, kontroll: A muscularis 24. abra.HE, kontroll: Az artéria

tipust artéria szabalyos falszerkezete falszerkezete lathaté nagyobb nagyitasban.

lathat6 (100x). Ors6 alaku simaizomsejtek vannak a tunica
mediabandsillag) (200x).

25. abra.Azan, kontroll: a kollagénrostok 26. abra.Azan, kontroll: A nagyobb
kék szinbentinnek fel a tunica externa (E) nagyitasu felvételen jol érzékelBet
és media (M) rétegben (200x). baloldali kollagén dus adventitia réteg és a

jobb oldali simaizom gazdag, kollagén rost
szegényebb, halvdnyabb kék szinben
feltiing tunica media.
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27. &bra.Orcein, kontroll: az elasztikus 28. abra.Orcein, kontroll: az elasztikus
rostok barna szinbefirtnek fel az artéria rostok barna szinbetirinek fel az artéria
falaban (100x). falaban (400x).

30. abra.Azan, bel$ rectushively: A
donor terilletként szolgalo peritoneum és
fascia szerkezete lathatd. A collagén rostok

kék szinbeniinnek fel (100x).

29. abra.HE, bels rectushively: A
donor teriletként szolgald peritoneum és
fascia szerkezete lathato. I= rectus izom,

F=fascia (100x).
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31. abra.Orcein, bels rectushively: A 32. abra.HE, graft: A bedltetett graft
donor teriiletként szolgalé peritoneum és érfalszeit szoveti rétegidése,
fascia szerkezete lathatd. Az elasztikus hypocellularisabb mediaszezonaval
rostok barna szinbefirtnek fel (100x). (100x).

33. dbra.HE, graft: A kép jobb oldalan a 34. abra.HE, graft: Nagy nagyitasu
graft belfelszinét beborité elnyuilt, felvétel a graft belfelszinérés a media
endothelszéi sejtek, alattuk a tunica rétegének fetsreszesl (400x).

media sejtjeire emlékeztegtorso alaku
sejtmaggal rendelkéznesenchymalis
sejtek lathatok (200x).
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35. abra.Azan, graft:-pozitiv, kék 36. abra.Azan, graft: Nagyobb nagyitasu
szinben dtiné collagen rostok a graft felvétel, az azan-pozitiv, kék s#in

szbvetben (100x). collagen rostokrol (200x).

38. abra.Azan, az ér és a graft atmeneti
teruletérél készult metszet:A nyillal

jelolt tertiletnél lathato, ahogy az ér falaba
beéplilt graft talalkozik az érrel (100x).

37. &bra.Azan, az ér és a graft atmeneti
tertiletérél készilt metszet:A nyillal
jelélt tertletnél lathato, ahogy az ér falaba

beépllt graft talalkozik az érrel (100x).
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39. &bra.Orcein, az ér és a graft 40. abra.Orcein, az ér és a graft

atmeneti teriletérdl készilt metszet:A atmeneti teriletérdl készilt metszet:
nyillal jel6lt tertletnél a fel nem szivédo Nagyobb nagyitasu felvétel az elasztikus
fonal darabjai lathatoak. A csillag rostokrol.(400x).
orceinnel fesids elasztikus rostokat mutat.
(200x).
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6.2.3.4 Az immunhisztokémia eredményei

A kontroll esetében az endothel réteg CLD-5 immunreaktivitasat linearis, intenziv, barna
szinreakcio jelezte. Az érfalrészlet tunica media sejtjeiben intenziv, homogén,
cytoplasmaticus desmin pozitivitast (barna szinreakcid) lehetett latni. Az érfalrészlet tunica
media sejtjeiben, valamint a kdrnyezdé vasa vasorumokban intenziv, homogén, difflz,
cytoplasmaticus a-SMA-pozitivitas (barna szinreakcid) jelent meg. Az érfalrészlet

pancytoceratin negativ volt.

Az ép bels 6 rectushively belfelszinét mesothel sejtek boritjdk, amelyek pancytoceratin
pozitivak és CLD-5 negativak voltak. A belsé rectushively fala a-SMA negativ és desmin

pozitiv volt.

Az graftok belsé felszinét lapos fusocellularis sejtréteg fedte, amely CLD-5 pozitiv és
pancytoceratin negativ volt. A graftok vasa vasorumainak endothel bélése is CLD-5 pozitiv
volt (pozitiv belsé kontroll). A graftok falaban lathaté orsé alaku sejtek kbzepes mértéki a-

SMA és desmin pozitivitdst mutattak (41-48. abra).

Az immunhisztokémiai eredmények 0sszefoglalasat a 5. tAblazatban Iehet latni.

5. tablazat Az immunhisztokémiai eredmények:

Kontroll Rectus - RF graft
havely
CLD-5 +++ = e
a-SMA +++ - ++
Desmin +++ +++ +/++
Pancytoceratin - +++ -




41. abra.CLD-5, kontroll: Linearis, 42. abra.CLD-5, graft: Claudin-5 pozitiv
érbelhartyasejteklaudin-5 endothel sejtek az ergraft belfelszinén

immunreaktivitasat (IHC, 100x). (IHC, 200x).

43. abra. Desmin, kontroll: Intenziv, 44. abra. Desmin, graft:Nagyobb
homogen, cytoplasmaticus desmin nagyitasu felvétel a desmin
pozitivitds (barna szinreakcio) az érfal immunreaktivitasrél (IHC, 400x).

tunica media sejtjeiben (IHC, 100x).
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45. abra.a-SMA, kontroll: Intenziv, 46. abra.a-SMA, belss rectushuvely: a-
homogén, difftiz, cytoplasmaticasSMA- SMA negativitas a donor béls
pozitivitas (barna szinreakci6) a kontroll rectushtively falaban. (IHC, 200x).
tunica media sejtjeiben (IHC, 100x).

47. abra.a-SMA, graft: Cytoplasmaticus 48. abra.Pancytoceratin, bel$
a-SMA pozitivitas a graftban lév rectushiively: a mesothelsejtek pozitiv
transzdifferencialédott, fusocellularis barna szinreakcidja lathato a nagyrészt
sejtekben (barna szinreakcio). (IHC, 200x). lesodrodott mesothel sejtrétegben. (IHC,
400x).
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6. 3 Megbeszélés

Kisérletiinkben a belsé rectushlvelygraftok kialakitasanak és bedlltetésének protokollja
megegyezett a kordbban Koébori és mtsai altal kidolgozott és sikeresen alkalmazott
mabdszerrel. A harmadik hénap végére négy érgraft maradt atjarhatd, vagyis a belltetett
graftok 50%-a. Ebbdl a négybdl ketté be volt szikilve. Ezzel szemben a korabbi kisérletek

90%-0s eredményessegrél szamolnak be.

A jelentés kllbnbség hatterében szamos tényez6 allhat. Az egyik lehetéség, a
technikai gyakorlatlansag az érgraftok kialakitasa és belltetése soran. Minden sebészeti
beavatkozasnak van egy tanulasi gorbéje. Valdszinlinek tartjuk, hogy nagyobb gyakorlattal,

tobb graft belltetése esetén jobb eredményeket kaptunk volna.

Technikai jellegl problémaként felmerilhet, hogy a kisérletinkben a standard 5 mm
atmeérdji tvegbot korul kialakitott graft 1-2 mm-el nagyobb atmeéréji volt, mint a befogado
artéria. Kébori és mtsainak kordbbi kisérleteiben 15-30 kg-os kutydkat hasznaltak, ezzel
szemben a mi kisérletiinkben 12-15 kg-osak voltak, ami nagyobb mérték( kilénbséget
eredményezett az atmérékben. Az érgraftok mechanikai viselkedésének elemzésébdl
kiderilt, hogy nagyon Iényeges a befogado és a belltetett érszakaszok méretbeli kbzelsége.
Ellenkezd esetben a véraramlasban kialakul6 turbulenciék, a vég-a-véghez anasztomozisnal
a két kuloénbozé anyag hatéaran kialakuld nyiré erék az intima megvastagadasahoz és a graft

stenosisahoz, végs6 soron elzarodasahoz vezethetnek (Salacinski és mtsai, 2001).

Kobori és mtsainak eredményeitdl eltérés adddhat még abbdl is, hogy eltéré anti-
koagulans kezelést alkalmaztunk a posztoperativ id6szakban. A miitétet kdvetéen a korabbi
kisérletekkel megegyezden két hétig adtunk naponta kétszer Na-heparint 200 NE/ttkg
kezelést nem alkalmaztunk. A kezelés elmaradasanak alapvetéen két oka volt. Az egyik,
hogy a mitét utani idészakban a szakma szabalyainak megfeleléen gondoskodtunk a
megfeleld fajdalomcsillapitasrol és a kutydk szamara torzskdnyvezett nem-szteroid tipusu
gyulladascsokkentdt, a meloxicamot adtuk 5 napon keresztul. Az acetyl-szalicilsav alacsony
dozisban nem kielégité fajdalomcsillapitd, magasabb dézisban pedig a kutyak esetében
jelentkezd nem-szteroidokhoz kotheté mellékhatasok szempontjdbol a meloxicamnal sokkal
kedvezétlenebb, kulonds tekintettel a gasztrointesztinélis fekélyképzédésre. Emellett az is

egy altalanos szabaly, hogy lehetéség szerint egyszerre két kilénb6z6 nem-szteroidot a
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fokozottabban jelentkezé mellékhatdsok miatt nem adunk (Tranquilli és mtsai, 2007). A
masik ok arra vezethet6 vissza, hogy a mai napig nincsen egyértelmi szakirodalmi ajanlas,
az egyes hatdéanyagok hatékonysagarodl, a szikséges doézisrdl és a kezelés idGtartamarol
megoszlanak a vélemények (Lunsford és Mackin, 2007). Mindenesetre a kisérletiinkben a
korabbiakhoz képest rosszabb &atjarhatésagi eredmények hatterében az eltérd
thromboprophylaxis szerepet jatszhatott. Mig a vénas graftok esetében elegendd a
heparinos kezelés, addig az artérias graftoknal szikség van a thrombocyta aggregéacioé
gatladsara is (Tobias 2012). A kés6bbiekben hasonlé kisérlet esetén célszerlinek tartanank az
acetyl-szalicilsav hasznalatat és a mitét utani fajdalomcsillapitas céljab6l nem egy masik

nem-szteroidot, hanem mas hatdsmechanizmusu fajdalomcsillapitot, pl. opiatot javasolnank.

Az elzarodésok hatterében allhat a graft lumen feldli oldalat borité érzékeny mesothel
sejtek sérulése is, ugyanis ezek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a trombozis
megel6zésében. In vitro kisérletek alapjan tudjuk, hogy a mesothel sejtekkel boritott
mesterséges eérpotlasok alacsony thrombogenitasuak (Pronk és mtsai, 1988), mert a
mesothel sejtek az endothel sejtekhez hasonldéan fibrinolyticus hatasu prostacyclint
termelnek (Kent és mtsai, 1988; Sharp és mtsai, 1989; Deutsch és mtsai, 1999; Maeda és
mtsai, 2000). Mindezek alapjan, a mesothel sejtréteg sérllése fokozza a trombdzis

kialakulasanak veszélyét.

A vizsgalatunk célja azonban nem a Koébori és mtsai altal elvégzett korabbi kisérletek
eredményeinek ellenérzése volt, hanem kiindulva az altaluk elvégzett joval nagyobb
esetszamu kedvezd kisérleti eredményekbdl, a kialakitott belsé rectushively érgraftok
tovabbi morfologiai, immunhisztokémiai vizsgélatat végeztik el. Kébori és mtsai a korabbi
kisérletekben a CD34 és a VWf biomarkerek felhasznaldsaval egészitették ki a rutin
szOvettani vizsgalatokat (Kébori 2003; 2008), de id6kdzben Ujabb, specifikusabb
immunhisztokémiai biomarkerek (claudin-5, desmin, a-sma, pancytoceratin) bevonasara is

lehet6ség nyilt.

A szovettani-morfolégiai vizsgélataink alapjan a belsé rectushiively az artérias
érszakaszba torténd blltetését kovetben jelentésen atalakult. A vizsgalatunk alapjan az
intakt belsd rectushively hasireg feléli feliletét immunhisztokémiailag CLD-5 negativ és
pancytoceratin pozitiv mesothel sejtek boritjdk, megegyezéen az irodalmi adatokkal (Avakian
és mtsai, 2008), de az érgraftokban a belsé luminalis sejtréteg CLD-5 pozitivva és
pancytoceratin negativva valt, megegyezéen az intakt endothel sejteknél tapasztalt és

korabban a szakirodalomban is leirt immunhisztokémiai jellemzdékkel (Morita és mtsai, 2003;
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Jakab és mtsai, 2009a). Mindezek alapjan az endothel specifikus CLD-5 biomarker (Jakab
és mtsai, 2008a) felhasznalasaval a RF graft belfelszinén a bedlltetést kovetéen egy Uj
endothel réteg létrej6ttét igazoltuk. Ennek a mechanizmusa nem teljesen tisztazott.
Valoszinlleg az endothel sejtek az erekbdl migralnak a graftba és elfoglaljak a mesothel
sejtek helyét (transzmigracid), de nem kizarhaté az sem, hogy a mesothel sejtek alakulnak &t
endothel sejtekké a megvaltoz6 szoveti kornyzetben (transzdifferenciacid). Az elébbi
magyarazatot tamasztjdk ala azok kisérletek, amelyekben sikeresen szélesztettek endothel
sejteket a mesterséges érpétldo anyagok fellletére (Deutsch és mtsai, 1999), és azok is,
amelyekben a foltgraftként hasznalt alkoholban fixalt peritoneum luminalis felszinén a
belltetést kovetéen 14 nappal mar endothel réteg volt kimutathatd (Yoshioka és mtsai,
2001). A belltetést kovetéen harom hoénappal elvégzett vizsgélataink erre bévebb
magyarazatot nem tudnak adni, mert ekkorra mar a belfelszint egyenletes endothel réteg
boritotta, nem volt kilonbség a graft széli és kézépsé része kozott. Kordbban végzett
mintavételekkel, a graftok széli és kozépsé terlleteinek 6sszehasonlitdsaval, tovabb lehetne

vizsgalni ezt a kérdést.

A vizsgalataink alapjan az intakt belsé rectushively desmin pozitivitdst és a
vascularis simaizomra specifikus a-SMA (Nagamoto és mtsai, 2000) negativitast mutat, de
az érgraft falaban a nagymennyiségl collagen rost mellett lathatd orsé-alaku sejtek, az erek
simaizom sejtjeihez hasonldéan, a-SMA pozitivak voltak. Az immunreakcioban bekdvetkezd
valtozas arra utal, hogy a belsé rectushivelyben 1évé fibroblast sejtek myofibroblast sejtekké
alakultak at (transzdifferenciacid), amelyek simaizom actint tartalmazé fibroblastok (Meng és
mtsai, 2001). Ez a morfolégiai valtozas novelheti a belsé rectushively graft rugalmassagat,

lehet6vé téve a sikeresebb alkalmazkodast az Uj, vaszkularis kbrnyezethez.

A vizsgalatunk alapjan a belsd rectushively autolog érgraft egy lehetséges alternativ
érpotlé anyagnak tdnik, mert jol beépil a befogadd artéria falaba, kilok6édést nem
tapasztaltunk, szerkezete, kulonésen a belfelszinét beborité endothelrétegnek
koszonhetéen, a befogad6 artéridhoz hasonléva valik. Ugyanakkor a fala a befogadd
artérianal vastagabb és rugalmatlanabb, és a mi vizsgalatunkban, eltéréen a korabbaiktdl,
nagy szazalékban stenosisra és elzarédasra hajlamosnak bizonyult. Tubularis artérias
graftként valo esetleges klinikai felhasznéldsa csak szoros monitorozas és megfeleld
thromboprophylaxis mellett, és szikség esetén az elzarédast megakadalyozd stentek
hasznalataval javasolhatd. Rutinszerli alkalmazdsat megel6z6en tovabbi nagyszamu
kisérletes belltetés hosszu tavu utdkdvetése szikséges, mert a rendelekzésre allo6 adatok

alapjan hosszutavu kovetkeztetések levonasara nincsen lehetéség.
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7.SAJAT VIZSGALATOK IIL: A belsé rectushiivelybél kialakitott
artérias tubularis graftok miografias vizsgalata

7.1 Anyag és modszer

Izolalt érszegmentumok izometrias tenzidjdnak mérés  e.

Az érszegmentumok vizsgalatat a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Klinikai Kisérleti
Kutatd — és Human Elettani Intézet laboratoriumaban végeztilk. Az izometrias tenzio
mérésére Hogestatt és mtsai illetve Hardebo és mtsai mddszerét hasznaltuk (Hogestatt és
mtsai, 1983; Hardebo és mtsai, 1986). A sajat vizsgalatok Il.-ben leirt médon belltetett és
harom honapot kdvetéen kivett és Tyrode-oldatban térolt két érgraftot hasznéltuk fel a
vizsgéalathoz. A két érgraftbdl csupan egy volt alkalmas a miografos vizsgalatra, mert a masik
atmérgje tul nagy volt és nem illeszkedett megfeleléen a miogréf tlihez. A vizsgalatra
alkalmas graftot és a hozza tartozé érszakaszokat szobah&mérsékletli Krebs-oldatba
meritettik és sebészi mikroszkép alatt (WILD M3Z, Switzerland) megtisztitottuk a
kotészovettdl és zsirtdl (51. abra). Két, egyenként 5 mm hosszisagu hengeres darabot
preparaltunk a graftbol, valamint egy-egy darabot a proximalis és a distalis intakt érszakasz
tertletérdl. Az elékészités soran nagy figyelmet forditottunk az endothelium megérzésére. Az
ergylriket két 200 um atmeéréjld, egymassal parhuzamos rozsdamentes acéltiire helyeztik
Az egyik tl egy mikromanipulatorhoz, a masik pedig egy eréméréhdz csatlakozott, amelynek
segitségével, erbsités utan, az izometrids tenzidban bekdvetkez8 valtozasokat regisztraltuk
(49., 50., 52. 4bra). A mérések soran parhuzamosan rogzitettik a valtozdsokat a graftot és
kontroll eret tartalmazé kadakban (610-M Multi Myograph System, Danish Myo Technology
A/S, Aarhus, Denmark). Az ér az értartokkal egy 8 ml térfogati kddba merlt, ami 37 °C-os,
95% O, és 5% CO, keverékével atbuborékoltatott standard Krebs-oldattal volt feltdltve. Ezt
kdvetéen az érgydriket 60 percig inkubaltuk a megfeleld passziv tenzidéértéken, s mikdzben
az elhasznalddott inkub&lé oldatot 20 percenként cseréltik, a szervflrdéket
szobahémérsékletrdl 37 °C-ra melegitettik. A passziv tenziéértéket 40 mN-ra allitottuk be,
mert korabbi kisérletekben az erek ezen az értéken mutattédk a legerésebb dsszehtzodast
(Halpern és mtsai, 1978). A kisérlet els6 lépéseként meghataroztuk a kontrakcios véalaszt
124 mM (0,124 mol/l) K*-ot tartalmazé Krebs-oldat segitségével, ezt az értéket tekintettiik
referenciakontrakciénak. Ennek korélettani alapja, hogy a nagy extracellularis K-

koncentraci6 depolarizalia a sejteket, amely simaizom-6sszehtzodast valt ki, igy

59



érdsszehlzodas jon létre. Ezutdn haromszoros oblités kovetkezett és Ujra Krebs-oldatba
helyeztuk az érszakaszokat. A vazoaktiv anyagok hozzaadasat 20 perc kiegyenlitési id6
elézte meg azért, hogy a rendszer visszaalljon a kiindulasi alapértékre. Elséként
phenylephrint (PE) adtunk az oldathoz, amely egy jol ismert érésszehuzé hatasu a-1-tipusu
adrenerg receptor agonista. A kivaltott hatdst kumulativ dézis-hatasgorbék segitségével
hataroztuk meg. Fokozatosan egyre nagyobb toéménységben adagoltuk, 10° mol/l-tél
egészen 10 mol/l-ig. Miutan a kontrakciéban elértiink egy stabil platéfazist, az endothelium
miikodésének vizsgalatara mosas nélkiil acetil-kolint (ACh) adtunk, kezdve 10° molll
koncentraciotol haladval0® mol/l-ig. A kivaltott hatast a PE-hez hasonléan rogzitettik. Az
anyagok kimosasa utan ismét 30 perc kiegyenlités kovetkezett. Végul egy thromboxan A,
analég, az U-46619 hatasat teszteltik, amely stabil, er8s dsszehlzddast képes kivaltani a

simaizomsejtekben, szlikitve igy az eret.

Az izometrids tenzi6 meghatdrozasara az MP 100-as rendszert hasznaltuk és a
mérési adatokat az AcqKnowledge 3.8.2 software (BIOPAC System Inc, Goleta, CA, USA)
segitségével értékeltik ki. A kisérletben a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) altal gyartott
hatéanyagokat hasznaltunk fel, amelyeket az ethanolban feloldott U-46619 kivételével
desztillalt vizben oldottunk fel. Az egyes vazoaktiv anyagok kuldnb6z6 higitasait fiziologias
sooldattal korabbi miografias kisérletek soran ismertetett higitasi soroknak megfeleléen

készitettik el (Chiba és mtsai, 1987; Jones és mtsai, 1990).
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Kisérlet vazlata:

Krebs- oldat

(—

optimalis eréfeszités, 370C

K" Krebs-oldat ( kontrakciés valasz)

(—

Oblités 3x

D

(—

Krebs-oldat ( equlibracio)

(—

20-30 percet kdvetden

Phenylephrin (102 - 10 mol cc.)

(—

ACh (10° - 10®° mol cc.)

(—

Mosas 1x

!

U46619 ( Tromboxan receptor agonista)
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8 Soms— o TecHNOLom

49. abra A miogréfia soran alkalmazott

miogréafias kad és az éngyit tarté két 200 _ 50.abra Azegyiktiegy
Lm atmésji, egymassal parhuzamos mikromanipulatorhoz, a masik pedig egy
rozsdamentes acédi Eathato. ersmeénhodz csatlakozott, amelynek

segitségével, ésités utan, az izometrias
tenziéban bekdvetkéa/altozasokat
regisztraltuk.

51. abra. A Krebs-oldatba meritett érgraft 52. abra.Az érgraftbél készitett
elokészitése sebészi mikroszkop alatt. cilindrikus szegementum miografias
vizsgalata.
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7.2 Eredmények

A kisérlet elsé Iépéseként meghataroztuk a kontrakciés valaszt 124 mM K*-ot tartalmazé
Krebs-oldat segitségével (53. 4bra). Az artéria esetében az izometrias tenzié mértéke 80

mN-al emelkedett, mig a beultett graft esetében csak 20 mN-al.

A B
1 min
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~ 90 L
=z
E
g 601 | |
S
w -——*"'---—-

30
- K* (124 mM) K* (124 mM)

53. abra.A 124 mM K’ oldat altal kivaltott kontrakcié mértéke lathawatérian (A) és a
grafton (B). Fugdleges tengelyen a tenzié mértéke (mN), vizszirgegdlyen az id lathato
(min).

A K' utan mind az artériat, mind a graftot az 6sszehlizédast okozd PE-vel ingereltiik
gy, hogy a koncentraciojat fokozatosan néveltik 10° mol/l-rél 10®° mol/l-re. Amikor az
dsszehz6das mértéke elérte tetépontjat, ACh-t kezdtiink el adni 10®° mol/l-t6l 10®° mol/l-ig
névelve a koncentraciot, amivel a NO &ltal okozott relaxéciot tudtuk vizsgalni. Az artériakkal
0sszehasonlitva a PE dozisfliggd kontrakcios hatdsa és az Ach kumulativ relaxaciés hatasa

a graftban kevésbé érvényesilt (54. abra).
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54. abra A PE indukalta kontrakcio és Ach kivaltotta relaamerése az artéridban (A) és a
graftban (B). A pontok jelzik a PE és az Ures nétgk az Ach beadasat. Fidtgges
tengelyen a tenzié mértéke (mN), vizszintes terggedz id lathato (min).

Ezt kdvetben az U-46619 hatasat vizsgaltuk, amely a graftban a PE-nél Iényegesen
nagyobb ©sszehuzédast valtott ki, aminek a mértéke mar megkozelitette az artérids

érgylriben mérhet6 értéket (55. abra).
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55. dbra.Az U46619 altal kivaltott kontrakcid mérése az aétgan (A) és a graftban (B).
Flugdleges tengelyen a tenzié mérteke (mN), vizsziregdlyen az iéllathatd (min).
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7.3 Megbeszélés

A miogréfias vizsgalat eredményeibél lathatd, hogy a belsé rectushiively-érgraft reagalt a K*-
ra, vagyis a K" altal okozott depolarizacié6 a simaizom-elemek 6sszehlizédasat valtotta ki.
Ennek a mértéke azonban messze elmaradt a kontroll erekben tapasztalthoz képest. A
graftokbdl végzett szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az érgraft fala
nagymennyiségl collagen rostot és elasztikus rostot tartalmaz és emellett myofibroblastok
lathatéak benne, de az artéria falaban lathaté egységes simaizom-sejtréteg hianyzik. Ez a
jelentés morfolégiai kilonbség indokolhatja a Iényegesen gyengébb Osszehlzodéast. Az
érgraft a PE adéséra is dsszehuzédassal valaszolt, de ennek a mértéke ismét messze
elmaradt a kontroll artériahoz képest. A PE egy a-1-adrenoceptor agonista, ami azt jelenti,
hogy csak akkor valt ki reakciét, ha a simaizomsejtek feluletén a-1-receptorok
expresszalédnak. A kontroll artéridhoz képest renyhe 0sszehl(zodéds hatterében a mar
emlitett morfologiai eltérések mellett az a-1l-receptorok megjelenésében megnyilvanulo
kllbnbség is szerepet jatszhat, de ennek meghatarozésa tovabbi vizsgalatokat igényelne. Az
érgraft reagalt az ACh hataséara is, amely az endothelsejtek muszkarin receptoraihoz
kotédve, NO-felszabaduldst eredményez az endothelsejtekb6l és a simaizomsejtek
értékelését nagyban megneheziti a kismértékii elézetes referencia d6sszehuzoédas
(prekontrakcid). A kisérlet alapjan azt nem lehet megallapitani, hogy a kontroll erekhez
hasonlé el6zetes Osszehlzédas esetén milyen hatasa lett volna az ACh-nak. Az érgraft
reagalt a thromboxan A, agonista U-46619 adasara is. Erdekes médon az 6szehizdédas
mértéke hasonlé volt a kontroll artériahoz, sét, ha az eredményt dsszevetjik a K* okozta
referencia 6sszehlzodassal is, azt latjuk, hogy mig a kontroll artériadban a K*-hoz viszonyitott
kontrakcio kb. 60%-o0s, addig az érgraftban kb. 200%-0s. Az erds 6sszehuzodasnak szamos
oka lehet. Elvben, kevés simaizomtdl gyenge kontrakcié véarhat6, ahogyan azt a PE
esetében is lattuk, de lehetséges, hogy az U-46619 esetében tobb a receptor, vagy a
masodlagos jelatvivék szintjén er6sddik fel a folyamat, és igy kevesebb simaizomelem is
erésebben reagal. Ezek egyikére sincs adatunk. Ismert, hogy a tromboxanreceptor-
aktivicionak proliferativ hatasa is van (Pakala és mtsai, 1997), és lehet, hogy a fokozott
0sszehuzodasi készség normalis reakcié az éppen névésben 1évé simaizomsejtektdl. Ismert,
hogy az NO és a thromboxan receptorok kdzott kdlcsdnhatas van mind receptor, mind a
masodlagos hirvivé molekuldk (un ,downstream mediator”) szintjén (Benyo és mtsai, 1998;
Sawada és mtsai, 2001). Ezek alapjan eléfordulhat, hogy amig a beépiilé endothel nem tud
elegendd NO-t felszabaditani, addig a thromboxanreceptor és a hozza tartozé6 masodlagos

jelatvivé folyamatok nem kerllnek gatlas ala.
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Az elvégzett vizsgalatok alapjan a miografias modszer alkalmas volt az izometrias
tenzid6 mérésére kutya artérian és az érgraftokon is. Megallapithatd volt, hogy a vazoaktiv
anyagok hatdséra az érgraft esetében is a kontroll artériahoz hasonld iranyu valtozas jott
létre, de a thromboxan A, agonista U-46619 kivételével ez a reakci6 jelentésen gyengébb
volt. A pontos statisztikai kiértékelést a mintaszam nem tette lehetévé, de az elvégzett
vizsgalat ramutat arra, hogy az érgraft, a bels¢ felszinét borit6 endothelsejt-réteg és a
falaban megtalalhaté myofibroblastok miatt nem csak morfolégiailag, hanem a vazoaktiv
anyagok hataséra valtozé izometrids tenzidja alapjan élettanilag is mutat hasonlésagot a
kontroll artériaval.
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8. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteinkben a belsd rectushiivelybél készitett friss, nem tartésitott, autolog vénas
foltgraftok és artérias tubularis érgraftok morfoldgiai és funkciondlis jellemzdit vizsgéltuk

kutyakban.

Az elsé kisérletiinkben négy kutyaban dsszesen 15 vénas foltgraftot alakitottunk ki a
Kébori és mtsai altal korabban mar kidolgozott modszer vénas kornyezethez valo
adaptalasaval (Kobori és mtsai, 2003, 2008). A belltetéseket kovetbéen az érintett
vénaszakaszok atjarhatésdgat és egyéb morfologiai jellemzéit Doppler-ultrahangos
mobdszerrel és CT-angiografiaval vizsgaltuk. A két mobdszerrel tortént vizsgélat
aldtdmasztotta egymas eredményeit, egyik graft esetében sem alakult ki aneurysma,
stenosis, elzarédas vagy kilokédés. A v. jugularis graftokat harom hénappal a belltetés utan,
a v. iliaca graftokat pedig 6 hdnappal késébb tavolitottuk el. A mintak szovettani és
immunhisztokémiai vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a belsé rectushiively beépiilt a
véna falaba és a luminalis felszinét egyrétegli endothel sejtréteg boritotta be. Kilokédésnek
vagy gyulladasnak nem volt jele a mintakban. A vizsgalataink alapjan a belsd

rectushivelybdl képzett foltgraft alkalmas lehet nagyvénak részleges rekonstrukciojara.

Masodik kisérletiinkben, Kdbori és mtsainak maodszerét alapul véve, 8 artérias
tubularis graftot dltettiink be, abbdl a célbdl, hogy a graftok morfologiai és funkcionalis
jellemzéit Ujabb immunhisztokémiai eljarasokkal vizsgaljuk. A belltetést kévetd harmadik
honap végére a graftok kdzul 4 maradt atjarhatd, amely eredmény jelentésen elmaradt a
Kobori és mtsai altal végzett korabbi kisérletek eredményességétdl. Az elzardédasok
hatterében valészinilleg technikai probléméak és a nem megfeleld thromboprophylaxis allt. Az
atjarhaté graftokat eltavolitottuk és elvégeztik a szOvettani és immunhisztokémiai
vizsgalatukat. Mindezek alapjan a belsé rectushively az artérias érszakaszba torténd
beultetését kovetden jelentésen atalakult, a graft belfelszinén a beultetést kovetéen (j
endothel réteg jott létre. Az érgraft falaban a nagymennyiségi collagen rost és elasztikus
rost mellett lathaté orsé-alaki sejtek, az erek simaizom sejtieihez hasonl6an,
immunhisztokémiailag a-SMA pozitivak voltak. Az immunreakcioban bekovetkezd véltozas
arra utal, hogy belsé rectushivelyben Iévé fibroblast sejtek myofibroblast sejtekké alakultak
at. Mindezek alapjan a belsé rectushively autolog érgraft egy lehetséges alternativ érpotlo

anyagnak tnik, mert jol beépul a befogadsé artéria falaba, kilokédést nem tapasztaltunk,
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szerkezete, kilondsen a belfelszinét beborité endothelrétegnek kdszénhetéen, a befogadd
artériahoz hasonlova valik, de a fala a befogadd artérianal vastagabb és rugalmatlanabb.
Vizsgalataink alapjan nagy szézalékban stenosisra és elzar6dasra hajlamos. Tubularis
artérias graftként valé esetleges Klinikai felhasznéladsa csak szoros monitorozas és megfelel6
thromboprophylaxis mellett, és szikség esetén az elzarédast megakadalyozd stentek
hasznalataval javasolhatd. Rutinszerli alkalmazdsat megel6z6en tovabbi nagyszamu

kisérletes belltetés hosszu tavu utdkdvetése szilkséges.

Harmadik kisérletiinkben egy belsd rectushiivelybdl képzett artérias tubularis érgraft
miografias vizsgalatat végeztik el. Az elvégzett vizsgalatok alapjan a miografias modszer
alkalmas volt az izometrias tenzi6 mérésére kutya artérian és az érgraftokon is.
Megallapithaté volt, hogy a vazoaktiv anyagok hatdséara az érgraft esetében is a kontroll
artériahoz hasonl6 iranya véltozas jott létre, de a thromboxadn A, agonista U-46619
kivételével ez a reakcio jelentésen gyengébb volt. Az elvégzett vizsgdlat ramutat arra, hogy
az érgraft, a belsé felszinét boritd endothelsejt-réteg és a falaban megtalalhato
myofibroblastok miatt nem csak morfolégiailag, hanem a vazoaktiv anyagok hataséara valtozé

izometrids tenzidja alapjan élettanilag is hasonlésagot mutat a kontroll artériaval.

Az elvégzett kisérletek eredményeinek értékelését szamos tényez6 limitélja. A belsd
rectushively érgraftot a vénak esetebén csak foltgraftként probaltuk ki, igy nem tudjuk, hogy
tubularis graft formajaban fel lehet-e hasznalni. A vénak rekonstrukcios sebészetében lenne
ennek jelentésége, de tovabbi kisérleteket igényelne a kérdés megvalaszoldsa. Az artérias
graftok esetében kevés szamu m(ikddd graftot tudtunk kialakitani, ami befolyasolja a belsé
rectushively érgraft érsebészeti felhasznalasi lehetéségének megitélését. Kordbban méasok
mar nagyobb szdmban és kedvezébb eredménnyel végeztek a belsé rectushivellyel
kisérletes vizsgalatot, de 6sszességében, a mi tapasztalatainkat is figyelembe véve, tovabbi
kisérletek szilkségesek a klinikai alkalmazas megkezdése el6tt. A miografias vizsgalat soran
egyértelmien tudtuk igazolni, hogy a mddszer alkalmas a belsé rectushively érgraft
funkciondlis vizsgalatara, és a vazoaktiv anyagok hatadsara bekdvetkezett valaszreakciok
funkciondlé endothel sejtréteget és rugalmas falszerkezetet feltételeznek, de annak
megitélése, hogy ezek a graftok az intakt erekhez képest pontosan milyen mértékben
képesek a kontrakciéra és relaxaciora és igy az intakt érhez hasonld funkcio biztositasara,

csak statisztikaliag kiértékelheté szamu mintan elvégzett kisérlet alapjan lehetne megitélni.
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9. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

Igazoltuk, hogy a belsé rectushivelybél képzett autolog foltgraft gyulladasos és

kilokédésre utalo jelek nélkili beépll a vénak falaba.

Immunhisztokémiailag igazoltuk, hogy a belsé rectushivelybdl képzett autolog vénas
foltgraft belfelszinét claudin-5 és CD31 pozitiv ép endothelsejtréteg boritja, a

belltetését kovetéen harom hdénappal.

Kisérletesen igazoltuk, hogy a bels6é rectushiively autolog foltgraftként alkalmas

vénak rekonstrukcidjara.

lgazoltuk, hogy a belsé rectushiivelybdl képzett autolog tubularis artérias érgraft a
beultetést kovetéen morfolégiailag atalakul, és az immunhisztokémiailag
pancytoceratin pozitiv mesothel sejtréteg helyét claudin-5 pozitiv endothel sejtréteg

foglalja el.

Immunhisztokémiailag igazoltuk, hogy a belsé rectushivelybdl képzett autolog
tubularis artérias érgraft falaban Iévé fibroblastok a belltetést kovetéen a-SMA pozitiv

myofibroblastokka alakulnak &t.

Igazoltuk, hogy a miografias modszer alkalmas az izometrids tenzi6 mérésére kutya
artérian és a belsé rectushuvelybdl képzett érgraftokon is. Megallapitast nyert, hogy

az érgraft vazoaktiv anyagok hatasara kontrakciora és relaxacioéra képes.
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