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1. BEVEZETES

Az érsebészetben gyakran alkalmaznak kulénb6zé érpotlo
eljarasokat. Elterjedt a sajat erek és a szintetikus anyagok
felhasznalasa is, de minden szemponthdl idealis érprotézist
még nem sikerllt kifejleszteni. Sajat erek belltetésénél
nehézséget okoz, hogy a rendelkezésre all6 periférids erek
szama korlatozott, rdadasul ilyen érszakaszt csak egy Ujabb,
mas terlileten elvégzett sebészi beavatkozassal lehet nyerni,
megvaltoztatva ezzel a fiziolégias anatdmiai viszonyokat.
Tovabbi gondot okoznak a szisztémas érbetegségek pl.
atherosclerosis, amely fennallasa esetén a periférias vénak
nem mindig alkalmasak donor ereknek. A szintetikus graftok
nagyobb &atmérében j6 alternativat nydjtanak, de a kis
atmérdji  artériak esetén gyakran elzarédnak, és a
transzplantacios sebészetben a szervek kilokédésének
megakadalyozasara alkalmazott immunszupresszié mellett a
szeptikus szovédményekre is hajlamosabbak, mint a sajat
erek.

A kulénleges kévetelményeket tamaszto
transzplantaciés  sebészet szdméara  idedlis  érgraft
megtalalasanak érdekében kezdte meg Kébori mtsaival a
belsé rectushiivelybdl képzett graftok kisérletes, majd klinikai
felhasznalasat artérias érpotlasként (Kobori és mtsai., 2000,
2003, 2005, 2008). Kedvezd eredmények szilettek, mert hasi

mitét esetén nem kell mas terileten is feltarast végezni és
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viszonylag rugalmasan lehet kulénb6z6 atmérdji és
hosszlsagu graftokat kialakitani Ggy, hogy a maddszer
alkalmazasa miatti koltségnévekedés nem szamottevd. Az
immunszupresszios kezelés sem befolydsolta az érgraftok
mikodését.

Jelen dolgozat a belsé rectushiively érgrafttal végzett
tovabbi kisérletes vizsgalatokat mutatja be. A korabban csak
artérias érpotlasként kiprobalt belsé rectushiively graftot vénas
foltgraftként (ltettik be, hogy vizsgalhassuk a vénas
kérnyezetben térténd felhasznalhatésagat, és Ujabb
immunhisztokémiai moddszereknek kdszonhetéen lehetéség
nyilt az artérias tubularis érgraftok korabbinal részletesebb
szovetmorfolégiai vizsgalatainak elvégzésére is. Az izometrias
tenzié mérésével az artérias tubularis graft vazoaktiv anyagok
hatasara adott kontrakcios és relaxacios képességeit tudtuk

vizsgalni.



2. CELKITUZESEK

A kutatbmunka keretében alapvetéen harom hipotézist

allitottunk fel.

1. A koradbban mér artérids kornyezetben kiprobalt belsé
rectushiively érgraft alkalmas vénas koérnyezetben is
érpétlasra.

2. Az artérias érgraftként felhasznalt belsé rectushively
a beliltetést kévetéen morfolégiai atalakuldson megy
keresztlll és beépul az artériaba.

3. Az artérias érgraftként felhaszndlt belsé rectushiively
morfologiai atalakulasa egydtt jar azokkal az artériakra
jellemzé tulajdonsagok kialakuldséaval is, amelyek a
szervezetben a valtozé igényekhez vald megfelelé
alkalmazkodas érdekében sziikségesek, vagyis képes
megfelelé ingerlés hatdsara a kontroll erekhez

hasonl6 6sszehlzo6dasra és kitagulasra.

Mindezek megvalaszolasanak érdekében harom Kkisérletet

végeztink:



1.

2.

3.

Belsé rectushiivelybdl kialakitott vénas foltgraftok
beliltetése, in vivo utékdvetése és morfologiai
(szbvettani, immunhisztokémiai) vizsgalata.

Belsé rectushiivelybdl kialakitott artérias tubularis
graftok beliltetése, in vivo utékbvetése és morfologiai
(szbvettani és immunhisztokémiai) vizsgéalata.

Bels6 rectushiivelybdl kialakitott artérias tubularis graft
miografias funkcionalis vizsgélata és 6szehasonlitasa

kontroll artériaval.



3. SAJAT VIZSGALATOK I.: A belsé rectushiivelybél
kialakitott vénas graftok vizsgalata

3.1 Anyag és modszer
A kisérlet sordn négy kutyaban ésszesen 15 vénas foltgraftot

alakitottunk ki a belsé rectushiivelybél. A graftokat elsé
Iépésben a v. iliaca communisokba (8 db graft), majd 3

hénappal késébb a v. jugularisokba (7 db graft) ultettiik be.

A mitéteket altalanos sebészeti narkézisban végeztik. A
kisérletet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs javaslata
alapjan az illetékes hatosag engedélyezte. Engedély szama:
73/2008.

A mtét soran a hatfekvésben rogzitett kutydknal alsé median
laparotomia soran feltartuk a v. iliaca communisokat. A belsé
rectushiively prepubicus teriletérél 2x3 cm-es téglalap alakud
darabot metszettiink ki, majd ebb&l 1lcm hosszi és 0,5 cm
széles foltot képeztiink, amelyet raillesztettik az éren
kialakitott anyaghianyra gy, hogy a mesothellel fedett
peritonedlis felszine nézzen az ér lumene felé, majd
futévarratokkal régzitettiik. A v. jugularisokon harom hénappal
késébb végeztik el a beavatkozast. A posztoperativ
id6szakban a kutyak 0,2 mg/ttkg meloxicam (sc.) injekciot
kaptak 5 napon keresztil, valamint antikoagulacios

terapiaként két héten at 200 NE/ttkg sc. heparint.
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A graftot tartalmaz6 érszakaszok morfologiajat, atjarhatésagat
Doppler-ultrahangos vizsgalattal és CT angiografiaval

ellenériztik.

Az utékovetés (v. iliaca communisnal 6 hénap, v. jugularisnal 3
hénap) leteltével a kisérleti kutydkon Gjabb mitéti beavatkozast
végeztiink, amely soran a beliltetett foltgraftokat kivettiik gy,
hogy a minta tartalmazza a belltetett graftokat és az azt
befogadd érszakaszt is. Az igy kinyert mintakat szévettanilag
és immunhisztokémiailag vizsgaltuk, hogy képet kapjunk a
graftok morfolégiai jellemzéir6l. Az  immunhisztokémiai
vizsgalataink soran: anti-claudin-5 és anti-CD31 antitesteket
alkalmaztunk. Kilsé pozitiv kontrollként alkalmaztuk a kutyak
emlérékjdban kialakult mikroerek endothelsejtieit CLD-5
esetében (Jakab et al.,, 2008b), és a kutyabdl szarmazé

haemangiosarcoméat CD31 esetében (Jakab et al., 2009a).



3.2 Eredmények

Az érgraftok kialakitdsa és bedlltetése soran muitéttechnikai
akadaly nem lépett fel, és a recirkulaci6 megindulasa utan az
operélt érszakaszokon a vérataramlas zavartalan volt. Akut
posztoperativ szdévédmények (pl. ér varrat-dehiscentia,
szeptikus komplikacié, infekcié vagy nekrozis) jelei nem voltak
lathatok. Adhézidk kialakulasara bizonyitékot nem talaltunk és
egyéb morfolégiai karosodas jelei sem voltak lathatok. A
graftokban elzardédas nem tortént, mindegyik matott érszakasz
atjarhatdé maradt. A mintavételi mitétek soran szintén nem
taldltunk szévédményekre utalé jeleket. Az azonos allatokba

beultetett graftok azonos eredményt hoztak.

A szines Doppler vizsgéalatok alapjan a kisérleti terlletek

minden esetben atjarhatéak voltak.

A CT angiografia nem mutatott ki morfologiai vagy aramlasi

rendellennességet a beliltetett foltgraftok tertiletén.

A sebészi Uton eltavolitott mintakat els® lépésben rutin
szbvettani vizsgalatnak vetettik ala. Ennek soran a
gyulladastél mentes, nem thrombotizalt, nem stenotizalt
graftokban intakt, egyrétegi endothelbélést figyeltiink meg.
Sem endothel fosztott, sem hyperplasticus tertleteket nem
lattunk. A subendothelialis szdveti rétegek gyulladasos sejtes

infiltratumtol  (kereksejtektdl,  neutrophil  leukocytaktol,
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histiocytaktél) mentesnek bizonyultak. Ezen a terileten
elsésorban vaskos kollagén rostokat figyeltiink meg, kdzottik
elnyult, orsé alaku fibrocytakkal (érett kotdszoveti sejtekkel),
illetve multifokalisan elhelyezkedé kapillaris és arteriola

atmetszetekkel.

Az anti-CLD-5 és az anti-CD31 antitestekkel végzett
immunhisztokémiai  vizsgélatok megerésitették a HE
hisztopatolégiai vizsgalatok soran nyert tapasztalatokat: az
érgraftok belsé feliletén differencialt, egyrétegd, gyulladastdl
és degenerativ elvaltozasoktél mentes endothelréteg alakult
ki. Az endothelsejtek sejtmembranjaban expresszalédé CLD-5
molekula intenziv, linearis membranreakcié formajaban volt
lathaté az érgraftokban. Az anti-CD31-el végzett vizsgalataink
soran szintén pozitiv membranrekciét észleltiink az érgraftokat
béléleld endothelsejtekben. Ez alapjan az eredeti rectushiively
graftot borit6 mesothel sejtek helyét endothel sejtek vették at
mar a harom hoénapos kontrollokndl is. A grafttal fedett
tertletek érszerlien &talakultak, érdemi eltérés a harom illetve
6 honappal a belltetést kdvetd szdvettani eredmények kozott

nem volt.
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3.3 Megbeszélés

Kisérletiinkben a belsd rectushiivelybdl készitett és frissen
kinyert autolog vénas foltgraftok klinikai felhasznalasi
lehetéségét vizsgaltuk kutyakban. A bels6é rectushiivelybdl
képzett graftot korabban mar néhany kisérlet soran kiprobaltak
artérias-foltgraftként (Cousar és mtsai, 1952; Pacholewicz és
mtsai, 1998) és tubularis érprotézisként az artérias
rendszerben (Kobori és mtsai, 2003, 2008; Németh és mtsai,
2005). Mivel a klinikai betegellatasban az allatorvosi terileten
is szilkség lehet esetenként (pl. adrenalectomia, thymoma
eltavolitdsa, pajzsmitigy adenocarcinoma) a nagyvénak
rekonstrukciéjara (Holsworth 2004; Tobias 2012), indokolt a
belsé rectushiivelybdl képzett graft vénasebészetben torténd

felhasznalasi lehet6ségének a vizsgalata.

A kisérleti elrendezés soran a Kébori és mtsai altal
korabban mar kidolgozott protokollt vettiik alapul és adaptaltuk

a vénas korenyezethez (Kébori és mtsai, 2003, 2008).

A beliltetéseket kdvetéen az érintett vénaszakaszok
atjarhatésadgat és egyéb morfologiai jellemzdit Doppler-
ultrahangos moédszerrel és CT-angiografiaval vizsgaltuk. A CT
angiografia sordn a huméan gybgyaszatban kidolgozott
protokollt vettiik alapul (Sun, 2006; Kock és mtsai, 2007), ami

tokéletesen adaptalhatd volt a kutydk vizsgalatara. A két
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modszer vizsgalati eredményei megegyeztek egymassal,
egyik graft esetében igazoldédott aneurysma, stenosis,

elzarodéas vagy kilokédés.

A v. jugularis graftokat harom honappal a beliltetés
utan, a v. iliaca graftokat pedig 6 honappal késébb tavolitottuk
el. Ez lehet6vé tette, hogy a hisztomorfologiai vizsgélatainkat
két kilonb6zé atokovetési id6 mellett végezhessik el és az
eredményeket 0Osszehasonlithassuk egymassal. Kulénésen
nagy hangsulyt fektettlink a graft belfelszinének vizsgalatara,
mert az Gjonnan képz6dé endothel sejtréteg alapvetéen fontos
az alacsony thrombogenitasu kornyezet kialakitasaban, ezért
a HE festés mellett a mintdk immunhisztokémiai vizsgalatat is
elvégeztik endothel specifikus markerek (CD31 és claudin-5)

felhasznalasaval (Jakab és mtsai, 2009a).

A szbvettani és immunhisztokémiai vizsgalataink
alapjan a belsé rectushively a korabbi artérias kisérletek
eredményeivel megegyezéen (Kébori 2003, 2008) beépiilt a
véna faladba és a luminalis felszinét egyrétegii endothel
sejtréteg boritotta. Kilokédésnek vagy gyulladdsnak nem volt
jele a mintakban. Tekintettel arra, hogy a morfoldgiai
atalakulas mar a harmadik hénap végén eltavolitott graftokban
is teljes volt, és az ezt kdvetd harom hénapban sem tértént
semmilyen kedvezétlen valtozas, kilokédésre vagy gyulladasra

varhatéan a kés6bbiekben sem kell szamitani.
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A vizsgalatunk alapjan a belsé rectushiivelybdl képzett
foltgraft alkalmas lehet nagyvénak részleges
rekonstrukciéjara. Miutan az elvégzett kisérlet alapjan a belsé
rectushivelybdl képzett graft anyagat tekintve a vénas
rendszerben is kivaléan megfelel érpotl6 anyagként, tovabbi
vizsgélatok javasoltak arra vonatkozéan, hogy csdészeri
érpotlé anyagként, hosszabb érszakaszok kivaltasara, hogyan
lehetne a gyakorlatban felhasznalni. Artériakon végzett
korabbi  vizsgalatok arra utalnak, hogy csészeri
interpositumként néhany cm-es szakaszok Kkivaltasara is
alkalmas lehet a belsé rectushiively graft, de a vénas
rendszerben egy ilyen tubularis graft belltetése technikailag
nehezebb, mert a vénak vékonyabb fala, és a vénas
rendszerben uralkodé alacsonyabb vérnyomas illetve lassabb
véraramlas miatt a posztoperativ thrombotisatiora és
elzarédasra nagyobb az esély. Ezt stentek beliltetésével meg
lehet el6zni, de hasznalatuk jelentésen ndveli a koltségeket
(Tobias 2012).
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4. SAJAT VIZSGALATOK II.: A belsé rectushiivelybél

kialakitott artérias tubularis graftok morfoldgiai vizsgalata

4.1 Anyag és modszer

A belsé rectushivelybdl a Kobori altal kidolgozott médszer
alapjan képeztiink 8 érgraftot, amelyeket 4 kisérleti beagle
kutya a. iliaca externdba dltettiink be (Kébori 2003, 2005,
2008).

A kisérletet az illetékes hatésdg engedélyezte. Engedély
szama: 73/2008.

A sebészi beavatkozast éaltaldnos anesztézidban hajtottuk
végre. A hasilreget median laparotomiaval nyitottuk meg és
feltartuk az aorta abdominalis medence elétti elagazasi
terliletét a jobb oldali a. iliaca externaval egyutt. A belsé
rectushivelybdél egy 3x4 cm-es téglalap alaka darabot
metszettiink ki. Ebbél egy standard 5 mm atméréjia tvegbot
koril 2 cm hosszl tubularis graftot alakitottunk ki gy, hogy a
rectushiively belsd peritonealis felllete a graft lumene felé
tekintsen. A mitét soran i.v. 200 NE/ttkg heparint adtunk
(Heparin inj., Richter Gedeon) a trombo6zis megel6zésre. A
graftot egyrétegl 2 pont kozétti futdé varrattal vég-a-véghez
anasztomoézissal illesztettik be az artériaba. Posztoperativ
antikoagulans kezelésként naponta kétszer sc. 200 NE/ttkg

heparint adtunk két héten keresztil. Mditét utani
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fajdalomcsillapitasra naponta egyszer sc. 0,2 mg/ttkg sc.
meloxicamot ~ (Metacam  inj.,, Boehringer  Ingelheim)

hasznaltunk 5 napon keresztiil.

A graftot tartalmazé érszakaszok atjarhatdésagat a femoralis
pulzus  tapintasdval naponta  ellenériztik.  Emellett

rendszeresen Doppler-ultrahangos vizsgalatot végeztink.

A 3 hénapos utdkovetés leteltével Ujabb  matéti
beavatkozassal a mikédoképességiket megtartott 4 db
érgraftott a befogadd érszakasz egy darabjaval egyiitt

eltavolitottuk.

Az eltavolitott garftokbdl szovettani és immunhisztokémiai
metszeteket készitettink és dsszehasonlitottuk a graftot
befogadé artéria (tovabbiakban kontroll), a graft anyagat adé
belsé rectushiively és az érgraft felépitését. A rutin HE festés
mellett azan festést végeztiink a collagen rostok és orcein
festést az elasztikus rostok kimutatasara. Az
immunhisztokémiai vizsgalataink soran anti-claudin-5, anti-
desmin, anti-a-smooth muscle actin (a-SMA) és anti-
pancytokeratin AE1-AE3 antitesteket hasznaltunk fel. Kilsé
pozitiv kontrollként hasznaltuk a kutyak emlérakjaban kialakult
mikroerek endothelsejtieit CLD-5 esetében, leiomyoméat a-
SMA-nal, musculus arrector pili-t desminre és emlémirigyet

pancytoceratinra.
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4.2 Eredmények

Négy kutyan végeztik el a tubularis artérias graftok
beliltetését, igy 6sszesen 8 graftot hoztunk létre. Az érgraftok
kialakitasa és belltetése soran mitéttechnikai akadaly nem
lépett fel, és a recirkulaci6 meginduldsa utan benne a

vérataramlas zavartalan volt.

A graftok mikodését a mitétet kovetben rendszeresen
ismételt femoralis pulzusvizsgalattal és Doppler-
ultrahangvizsgalattal ellenériztik. Ezek alapjan 8-bél 4 graft a
harmadik hénap végére elzarddott, kettd jelentésen beszlkult,

de atjarhaté maradt és kett6 elfogadhatdan funkcionalt.

A 3 hénap leteltével egy ismételt beavatkozas keretében az
atjarhatban megmaradt garftokat a befogadd artéria egy kis
proximalis és distalis darabjaval egyitt elatovolitottuk.
Makroszképosan az eltavolitott graftoknal vaskos és merev
falat lattunk, de a belsé, lumen feléli felulet ép volt. A
beszikilt vagy elzarddott graftok koril kollateralis érhalozat

épilt ki.

A szdvettani vizsgdlattal megallapitottuk, hogy a kontrollként
haszndlt intakt érszakasz esetében a HE festéssel lathatéva
valt az érfal szabdlyos rétegzettsége, a tunica intima, media
és externa (adventitia). A media rétegben szabalyos

elrendez6dés, elnydlt orso alaku, kék sejtmaggal rendelkezd
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simaizom sejteket lehetett latni. Az azan-festés a falban [évé
collagen rostokat kék szinben tlintette fel. Az adventitia réteg
fokozottabb kollagén rost tartalmat mutatott a media réteghez
képest. Az orcein festés a nagymennyiségi elasztikus rostot
jelenitett meg a lamina elastica interna és externa teriletének
megfeleléen. Az ép belsé rectushively belfelszinét mesothel
sejtréteg boritotta. A falaban azan festéssel collagénrostokat
és orcein festéssel elasztikus rostokat lehetett kimutatni.
Simaizmokat nem lehetett latni. A belltetett graft esetében is
megfigyelheté volt a HE festéssel az érfalszeri szoveti
rétegz6dés, de sokkal hypocellularisabb mediaszeri zénaval.
A graft belfelszinén elnyudlt, endothelszeri sejtek, alattuk a
tunica media sejtjeire emlékeztetd, orsé alaku sejtmaggal
rendelkez6 mesenchymalis sejteket lehetett latni. Az azan
festéssel nagymennyiségl kollagén rosttdmeget lehetett latni.

Az orcein festéssel elasztikus rostokat lehetett kimutatni.

Az immunhisztokémiai vizsgalat alapjan a kontroll esetében az
endothel réteg CLD-5 immunreaktivitdsat linearis, intenziv,
barna szinreakcio jelezte. Az érfalrészlet tunica media
sejtieiben intenziv, homogén, cytoplasmaticus desmin
pozitivitdst (barna szinreakcid) lehetett latni. Az érfalrészlet
tunica media sejtjeiben, valamint a kornyez6 vasa
vasorumokban intenziv, homogén, diffiz, cytoplasmaticus a-
SMA-pozitivitas (barna szinreakcio) jelent meg. Az érfalrészlet

pancytoceratin negativ volt. Az ép belsé rectushively
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belfelszinét mesothel sejtek boritjak, amelyek pancytoceratin
pozitivak és CLD-5 negativak voltak. A belsé rectushiively fala
a-SMA negativ és desmin pozitiv volt. A 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 ors6 alaku sejtek kézepes mértéki a-

SMA és desmin pozitivitast mutattak.

Az immunhisztokémiai eredmények 6sszefoglalasat a 1.

tablazatban lehet latni.

1. tAbldzat Az immunhisztokémiai eredmények:

Kontroll Rectus- RF
havely graft
CLD-5 +++ - ++
a-SMA +++ - ++
Desmin +++ +++ +++
Pancytoceratin - +++ -
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4. 3 Megbeszélés

Kisérletlinkben a harmadik hénap végére négy érgraft maradt
atjarhato, vagyis a belltetett graftok 50%-a. Ebbdl a négybdl
kettd be volt szlkilve. Ezzel szemben a korabbi kisérletek
90%-0s eredményességrél szamolnak be (Kébori és mtsai.,
2008). A jelentds eltérés hatterében szamos tényezé allhat.
Felmerilhet technikai hiba lehetésége (pl. a lumen feléli
mesothel sejtek sériilése, tal nagy kilénbség a befogadéd
artéria és graft atméréje kozott). Kialonbség addédhat még
abbdl is, hogy nem adtunk thrombocyta aggregéaciot gatlo

acetyl-szalicilsavat a posztoperativ id6szakban

A vizsgalatunk célja azonban nem a Kd@bori és mtsai
altal elvégzett korabbi kisérletek eredményeinek ellenérzése
volt, hanem kiindulva az A&ltaluk elvégzett joval nagyobb
esetszamu kedvezd kisérleti eredményekbdl, a kialakitott
belsé rectushiively  érgraftok  tovabbi morfologiali,
immunhisztokémiai vizsgalatat végeztik el. Kébori és mtsai a
kordbbi kisérletekben a CD34 és a vWf biomarkerek
felhasznalasaval egészitették ki a rutin  szdvettani
vizsgéalatokat (Kébori 2003; 2008), de idékoézben u(jabb,
specifikusabb immunhisztokémiai biomarkerek (claudin-5,

desmin, a-sma, pancytoceratin) bevonasara is lehetéség nyilt.

A szovettani-morfologiai vizsgélataink alapjan a belsé

rectushively az artérias érszakaszba torténé bultetését
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kovetben jelentésen atalakult. A vizsgalatunk alapjan az intakt
belsé rectushively hastureg feléli fellletét
immunhisztokémiailag CLD-5 negativ és pancytoceratin
pozitiv mesothel sejtek boritjak, de az érgraftokban a belsé
luminalis sejtréteg CLD-5 pozitivwva és pancytoceratin
negativva valt, megegyez6en az intakt endothel sejtekkel.
Mindezek alapjan az endothel specifikus CLD-5 biomarker
(Jakab és mtsai, 2008a) felhasznalasaval a RF graft
belfelszinén a belltetést kdvetéen egy Uj endothel réteg
|étrejottét igazoltuk. A vizsgalataink alapjan az intakt belsé
rectushiively desmin pozitivitdst és a vascularis simaizomra
specifikus a-SMA (Nagamoto és mtsai, 2000) negativitast
mutat, de az érgraft falaban a nagymennyiségi collagen rost
mellett lathaté orso-alaku sejtek, az erek simaizom sejtjeihez
hasonléan, a-SMA pozitivak voltak. Az immunreakciéban
bekovetkez6 véltozas arra utal, hogy a belsé rectushiivelyben
Iévé fibroblast sejtek myofibroblast sejtekké alakultak &t
(transzdifferenciacié), amelyek simaizom actint tartalmazé
fibroblastok (Meng és mtsai, 2001).

A vizsgélatunk alapjan a belsé rectushuvely autolog
érgraft egy lehetséges alternativ érpotlé anyagnak tinik, mert
jol beépul a befogadd artéria falaba, kilokédést nem
tapasztaltunk, szerkezete, kulénoésen a belfelszinét beborité
endothelrétegnek kodszdonhetéen, a befogadd artéridhoz

hasonléva valik. Ugyanakkor a fala a befogaddé artérianal
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vastagabb és rugalmatlanabb, és a mi vizsgalatunkban,
eltéréen a kordbbaiktdl, nagy szazalékban stenosisra és
elzar6dasra hajlamosnak bizonyult. Tubularis artérias
graftként vald esetleges klinikai felhasznalasa csak szoros
monitorozds és megfelelé6 thromboprophylaxis mellett, és
szilkség esetén az elzarédast megakadalyozé stentek
hasznalataval javasolhaté.
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5. SAJAT VIZSGALATOK II1.: A belsé rectushiivelybdl
kialakitott artérias tubularis graftok miografias vizsgalata

5.1 Anyag és modszer

Izolalt érszegmentumok izometrias tenzidjanak mérés  e.

Az érszegmentumok vizsgalatat a Semmelweis
Orvostudomanyi Egyetem Klinikai Kisérleti Kutaté — és Human
Elettani Intézet laboratoriumaban végeztik. Az izometrias
tenzié mérésére Hogestatt és mtsai illetve Hardebo és mtsai
modszerét hasznaltuk (Hogestatt és mtsai, 1983; Hardebo és
mtsai, 1986). A sajat vizsgalatok Il.-ben leirt médon beiiltetett
és harom hoénapot kdvetéen kivett és Tyrode-oldatban téarolt
két érgraftot haszndltuk fel a vizsgalathoz. A két érgraftbdl
csupan egy volt alkalmas a miografos vizsgalatra, mert a
masik atmérdje tll nagy volt és nem illeszkedett megfeleléen a
miograf tliihez. A vizsgalatra alkalmas graftot és a hozza
tartozé érszakaszokat szobahémérsékletli Krebs-oldatba
meritettlik és sebészi mikroszkép alatt (WILD M3Z,
Switzerland) megtisztitottuk a kotdszovettdl és zsirtdl. Két,
egyenként 5 mm hosszusagu hengeres darabot preparaltunk
a graftbdl, valamint egy-egy darabot a proximalis és a distalis
intakt érszakasz terliletérél. Az el6készités soran nagy
figyelmet forditottunk az endothelium megdrzésére. Az

érgylriket két 200 pm &atmérdjd, egymassal parhuzamos
22



rozsdamentes acéltire helyezttk Az egyik ti egy
mikromanipulatorhoz, a méasik pedig egy eréméréhoz
csatlakozott, amelynek segitségével, erésités utan, az
izometrias tenziéban bekovetkezé valtozasokat regisztraltuk.
A mérések soran parhuzamosan rogzitettilk a valtozasokat a
graftot és kontroll eret tartalmazd kadakban. A kisérlet elsé
Iépéseként meghataroztuk a kontrakcios vélaszt 124 mM
(0,124 mol/l) K*-ot tartalmazé Krebs-oldat segitségével, ezt az
értéket tekintettik referenciakontrakcionak. A vazoaktiv
anyagként elséként a kontrakciét okozé phenylephrint (PE)
adtuk az oldathoz. A kivaltott hatast kumulativ doézis-
hatasgorbék segitségével hataroztuk meg. Fokozatosan egyre
nagyobb téménységben adagoltuk, 10°® mol/l-t6| egészen 10™
mol/l-ig. Miutan a kontrakcioban elértiink egy stabil platofazist,
az endothelium mikddésének vizsgélatara mosas nélkdl
acetil-kolint (ACh) adtunk, kezdve 10° mol/l koncentracitol
haladval0® mol/l-ig. A kivaltott hatast a PE-hez hasonléan
rogzitettik. Végil egy thromboxan A, analdég, az U-46619
hatasat teszteltilk, amely er6s 6sszeh(zodast képes kivaltani

az erekben.
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5.2 Eredmények

A Kkisérlet els6 lépéseként meghataroztuk a kontrakcios
valaszt 124 mM K'-ot tartalmaz6 Krebs-oldat segitségével (1.
abra). Az artéria esetében az izometrias tenzi6 mértéke 80

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

1 min

60 i

-—L_______._—-—-—"—"
30

K* (124 mM) K* (124 mM)

Force (mN)

1. abra. A 124 mM K’ oldat altal kivaltott kontrakcié mértéke
lathatd az artérian (A) és a grafton (B). Féigges tengelyen a
tenzié mértéke (mN), vizszintes tengelyen dz&thatd (min).

A K' utdn mind az artériat, mind a graftot az
O0sszehlzodast okozo PE-vel ingereltik dgy, hogy a
koncentracidjat fokozatosan noveltiik 10° mol/l-rél 10”° mol/l-
re. Amikor az 6sszehlizédas mértéke elérte tetépontjat, ACh-t
kezdtink el adni 10° mol/l-t6l 10° moll-ig novelve a
koncentraciot, amivel a NO altal okozott relaxaciét tudtuk
vizsgéalni. Az artéridkkal ©sszehasonlitva a PE dozisfliggd
kontrakciés hatasa és az Ach kumulativ relaxacios hatasa a

graftban kevésbé érvényesilt (2. dbra).
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2. &bra. A PE indukalta kontrakcid és Ach kivaltotta relaiac
mérése az artéridban (A) és a graftban (B). A pojetaik a PE és
az Ures négyzetek az Ach beadasat. Bliéggs tengelyen a tenzié

mértéke (mN), vizszintes tengelyen a4 liéthat6 (min).

Ezt kévetéen az U-46619 hatasat vizsgaltuk, amely
a graftban a PE-nél lényegesen nagyobb 8sszehlzédast
valtott ki, aminek a mértéke mar megkozelitette az artérias

érgylriiben mérhet6 értéket (3. abra).

1min

%
U 46619 (L vy U 46619 (Lo
3. dbra. Az U46619 altal kivaltott kontrakcié mérése az astgan

(A) és a graftban (B). Flgteges tengelyen a tenzié mértéke (mN),
vizszintes tengelyen azddathato (min).

Force (mN)
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5.3 Megbeszélés
A miogréfids vizsgalat eredményeibdl lathatd, hogy a belsé

rectushiively-érgraft reagalt a K'-ra, vagyis a K" 4ltal okozott
depolarizacié a simaizom-elemek 6sszehuzédasat valtotta ki.
Ennek a mértéke azonban messze elmaradt a kontroll
erekben tapasztalthoz képest. A graftokbdl végzett szdvettani
és immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az érgraft fala
nagymennyiségl collagen rostot és elasztikus rostot tartalmaz
és emellett myofibroblastok lathatéak benne, de az artéria
faldban lathaté egységes simaizom-sejtréteg hianyzik. Ez a
jelentds morfoldgiai kilonbség indokolhatia a Iényegesen
gyengébb 0Osszehlzodast. Az érgraft a PE adasara is
0sszehlzodéssal valaszolt, de ennek a mértéke ismét messze
elmaradt a kontroll artériahoz képest. Az érgraft reagélt az
ACh hatasara is, amely NO-felszabadulast eredményez az
endothelsejtekbdl és a simaizomsejtek relaxaciéjat okozza. A
relaxacio mértéke kozel 100%-os volt, de ennek az
eredménynek az értékelését nagyban megneheziti a
kismértéki elézetes referencia 6sszehtzédas (prekontrakcio).
Az érgraft reagélt a thromboxan A, agonista U-46619 adaséara
is. Erdekes modon az ¢szehlzodas mértéke hasonlo volt a

kontroll artéridhoz.

Az elvégzett vizsgdalatok alapjan a miografias modszer
alkalmas volt az izometrids tenzi6 mérésére kutya artérian és

az érgraftokon is. Megallapithaté volt, hogy a vazoaktiv
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anyagok hatasara az érgraft esetében is a kontroll artériahoz
hasonlé iranyua valtozas jott Iétre, de a thromboxan A, agonista
U-46619 kivételével ez a reakcid jelentdsen gyengébb volt. A
pontos statisztikai kiértékelést a mintaszdam nem tette
lehetévé, de az elvégzett vizsgalat rdmutat arra, hogy az
érgraft, a belsé felszinét borité endothelsejt-réteg és a falaban
megtalalhatdé myofibroblastok miatt nem csak morfolégiailag,
hanem a vazoaktiv anyagok hatasara valtoz6 izometrias
tenzidja alapjan élettanilag is mutat hasonlésagot a kontroll

artériaval.
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6. A VIZSGALATI EREDMENYEKET LIMITALO TENYEZOK

Az elvégzett kisérletek eredményeinek értékelését szamos
tényez6 limitdlja. A belsé rectushiively érgraftot a vénak
esetebén csak foltgraftként prébaltuk ki, igy nem tudjuk, hogy
tubularis graft formajaban fel lehet-e hasznalni. A vénak
rekonstrukciés sebészetében lenne ennek jelentésége, de
tovabbi kisérleteket igényelne a kérdés megvalaszolasa. Az
artérias graftok esetében kevés szamua mikddd graftot tudtunk
kialakitani, ami befolydsolja a belsé rectushively érgraft
érsebészeti  felhasznaladsi lehet6ségének  megitélését.
Kordbban méasok mar nagyobb szadmban és kedvezébb
eredménnyel végeztek a belsé rectushuvellyel kisérletes
vizsgélatot, de 0Osszességében, a mi tapasztalatainkat is
figyelembe véve, tovabbi kisérletek szikségesek a klinikai
alkalmazas megkezdése el6tt. A miogréafias vizsgalat soran
egyértelmlen tudtuk igazolni, hogy a mddszer alkalmas a
belsé rectushiively érgraft funkciondlis vizsgélatara, és a
vazoaktiv anyagok hatasara bekovetkezett vélaszreakciok
funkcionalé 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 hasonlé
funkcié biztositasara, csak statisztikaliag kiértékelheté szamu

mintan elvégzett kisérlet alapjan lehetne megitélni.
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7. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) lgazoltuk, hogy a bels6é rectushiivelybdl képzett
autolog foltgraft gyulladasos és kilékédésre utalé jelek nélkili

beépil a vénak falaba.

2) Immunhisztokémiailag igazoltuk, hogy a belsé
rectushiivelybdl képzett autolog vénéas foltgraft belfelszinét
claudin-5 és CD31 pozitiv ép endothelsejtréteg boritja, a

beiiltetését kdvetéen harom hénappal.

3) Kisérletesen igazoltuk, hogy a belsé rectushiively

autolog foltgraftként alkalmas vénak rekonstrukcidjara.

4) Igazoltuk, hogy a belsé rectushivelybdl képzett
autolog tubularis artérias érgraft a bedltetést kdvetden
morfolégiailag atalakul, és az immunhisztokémiailag
pancytoceratin pozitiv mesothel sejtréteg helyét claudin-5

pozitiv endothel sejtréteg foglalja el.

5) Immunhisztokémiailag igazoltuk, hogy a belsé
rectushivelybdl képzett autolog tubularis artérias érgraft
faldban 1évé fibroblastok a belltetést kdvetéen a-SMA pozitiv

myofibroblastokka alakulnak at.
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6) Igazoltuk, hogy a miografias médszer alkalmas az
izometrids tenzi6 mérésére kutya artérian és a bels6
rectushivelybdl képzett érgraftokon is. Megallapitast nyert,
hogy az érgraft vazoaktiv anyagok hatdsara kontrakciéra és

relaxaciora képes.
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