Human érpotlasra alkalmas decellularizalt
biologiai graft vizsgalata

Doktori (PhD) értekezés

Dr. Fazekas Gabor

Témavezeto:
Prof. Dr. Menyhei Gabor

Dr. Jancs6 Gabor

Programvezeto:

Dr. Jancs6 Gabor

Pécsi Tudoméanyegyetem
Altalanos Orvostudoményi Kar
Ersebészeti Klinika

Sebészeti Oktatd és Kutatd Intézet

Pécs, 2019.



Tartalomjegyzék
Roviditések jegyzéke
1. Bevezetés

1.1.  Ersebészeti fertézések
1.1.1. Osztdlyozds
1.1.2. Kezelési lehetoségek
1.1.3. Alkalmazhaté grafttipusok

2. Célkituzések

3. Decellularizaciés modszerek hatékonysaganak osszehasonlitasa

mechanikai tesztek, valamint fény- és elektronmikroszkopos

vizsgalatok alapjan
3.1. Bevezetés

3.2. Anyag és modszer
3.2.1. Sebészi elokészités
3.2.2. Decellularizdcios Modszerek
3.2.2.1.  I-es Protokoll
3.2.2.2.  2-es Protokoll
3.2.2.3.  3-as Protokoll
3.2.2.4.  4-es Protokoll
3.2.3. Fénymikroszkopos vizsgdlatok
3.2.4. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok
3.2.5. Mechanikai tesztek
3.2.5.1.  Nyomds-teszt
3.2.5.2.  Varrat-megtartdsi teszt
3.3. Eredmények
3.3.1. Fénymikroszkopos vizsgdlatok kiértékelése
3.3.2. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok eredménye

3.3.3. Mechanikai tesztek értékelése
3.4. Megbeszélés

N Ll AN

11
11

13
13
14
14
14
14
15
15
16
16
16
17
18
18
21
23

26



3.5. Kovetkeztetés

4. Decellularizalt biograftok vizsgalata implantaciét kovetoen, 6
honapos utankovetés tiikkrében
4.1. Bevezetés

4.2. Anyag és Modszer
4.2.1. Sebészi elokészités
4.2.2. Graftok decellularizdldsa
4.2.3. Allatkisérletek
4.2.4. Fénymikroszkopos vizsgdlatok
4.2.5. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok

4.3. Eredmények

4.3.1. I kisérlet: Az implantdlt, decellularizdlt sertés aorta-allograft
vizsgdlata
4.3.1.1.  Fénymikroszkopos vizsgdlatok kiértékelése
4.3.1.2.  Elektronmikroszkopos vizsgdlatok eredménye
4.3.2. 1L kisérlet: Az implantdlt, decellularizdlt juh aorta-xenograft
vizsgdlata
4.3.2.1.  Hisztologiai analizis
4.3.2.2.  TEM vizsgdlat értékelése
4.4. Megbeszélés
4.5. Kovetkeztetés
5. Az értekezés eredményei
6. Koszonetnyilvanitas
7. Irodalomjegyzék

8. Kozlemények

29

30
30

32

32
32
33
34
35

36

36
37
39

40
41
43

44
48
49
50
51
56



Roviditések jegyzéke

ECM extracellularis matrix

PTFE politetrafluoroetilén

NPWT negative pressure wound therapy
N20 dinitrogén-oxid

NE Nemzetkozi Egység

PBS foszfat pufferes s6oldat

SDS natrium-duodecyl-szulfat

NaN3 natrium-azid, Na-azid

HE hematoxylin-eosin

MT Masson-trichrome

TEM transzmisszios elektronmikroszkoép
SMA simaizom actin

O orcein

DNS dezoxy-ribonukleinsav



1. Bevezetés

A tiinetekkel jar6 alsé végtagi érsziikiilet megoldisa tobb mddszerrel lehetséges. Az
egyre inkabb teret nyerd intervencionidlis modszerek mellett még mindig a konvencionalis
érsebészeté a vezetd szerep. Az elzarédas, az occlusio helyének és hosszisaganak
fiiggvényében, direkt desobliteratioval (thrombendarterectomia), vagy hosszabb szakaszu
elzarodas esetén, az obliteralodott érszakasz athidaldsaval oldhat6 meg. Ez utébbi elvégezhetd
miér (dacron, PTFE), vagy sajat, autolog vénagraft (saphena, karvéna) alkalmazasaval, illetve

a kettd egyiittes, ugynevezett composite graftként torténd felhasznalasaval.

1.1. Ersebészeti fertozések

1.1.1. Osztdlyozds

Mint ahogy a sebészet mas teriiletein is, ugy az érsebészetben is szamolni kell
fertozéses szovodmények megjelenésével. A miiérrel végzett athidalasok legrettegettebb
szovodménye az alkalmazott érgraft infekcidja, septicussa valasa, melynek gydgyitisa a mai
napig is az érsebészet legnehezebb, igen magas morbiditassal €s mortalitissal jaré feladata.
Az érsebészeti fertdzések osztalyozdsa Szilagyi Imre nevéhez flizédik, aki azt elsdként

publikilta a *70-es évek elején.! (1. Tablazat)

Grade 1 A fert0z€s csak a bort érinti

Grade 11 A fertdzés a subcutan szoveteket is érinti, de nem

érinti a rekonstrukcio teriletét

Grade 111 A fert6zés a rekonstrukcio teriiletét, a graftot és az

érvarratot is érinti

1. Tablazat - Az érsebészeti fertézések Szilagyi-szerinti beosztisa'

Enyhébb és ebbdl kovetkezéen konnyebben kezelhetd esetben pusztan csak feliiletes
sebfertozés alakul ki a beiiltetett érgraft érintettsége nélkiil, azonban a fert6zés mélyre
terjedése, a rekonstrukcio teriiletének érintettsége, esetleg a septicus folyamat generalizdlrta

valasa igen komoly kihivas elé allitja a gyakorld érsebészt. Az infekcié fObb okai kozé



sorolhaté a miitét sordn bekovetkezd kontaminacid, a posztoperativ idészakban a miitéti
teriileten kialakul6 haematoma vagy seroma suppuratioja, a seb gangraena vagy trophicus seb
talajan kialakult inficidlodasa, illetve a gyulladds kornyezetbdl torténd raterjedése, pl. aorto-
duodenalis fistula esetében. Ezen fertdzések kialakulhatnak a kozvetlen posztoperativ
id6északban, mint korai fertozés, valamint joval a mutétet kovetden. Ez utdbbi esetében késoi

infekciorol beszéliink.?

1.1.2. Kezelési lehetoségek

Felszines fertdzések eredményesen kezelhetdek a mai vilagban minden beteg szamara
elérhetd intelligens kotszerekkel, a megfeleld, modern sebellatasi elvek betartasdval, mely
jelentdsége a fert6zés mélyre terjedésének megakadalyozasa szempontjabdl is kiemelt
fontossagu. Azonban a graftot érintd fertdzések adekvat terapidja ennél sokkal bonyolultabb,
Osszetettebb feladat. A megfeleloen megvélasztott kezeléssel tobb szempontnak is eleget kell
tenniink. Egyrészt a fertdzés tovaterjedését, generalizalttd valasat, azaz a septicus allapot
kialakulasat kell megakadalyoznunk, mésrészt miikodo rekonstrukcié esetén a revascularizalt
végtag vitalitisdnak megorzésére kell torekedniink oly mddon, hogy a fertdzott graft esetleges
levalasabol adodo septicus vérzést is kikiiszoboljiik.

Tobb modszert is eredményesen alkalmazhatunk a fert6zott miiér kezelésében,
melyeket a graft megtartdsa vagy eltivolitisa alapjin két nagy csoportra oszthatunk.? (2.
Tablazat) Azonban az aldbbi mdédszerek tiikrében azt is elmondhatjuk, hogy végtagmentés és
a beteg életben maradisa, az esetek tilnyomé tobbségében csak a septicussd valt graft
cseréjével biztosithatd. Mint a 2. tablazat is mutatja, cseregraftként tobbféle opcid koziil
valaszthatunk. A véalasztast legfOképp a beteg altalanos allapota és az ebbdl eredd mutéti
kockazat, a mutét elvégzéséig rendelkezésre all6 id6 (akut vagy elektiv beavatkozasrdl van

sz0), valamint, és nem utols6 sorban, az elérhetd grafttipusok hatarozzik meg.



Graft eltavolitasa Graft megtartasa

Helyreallitas nélkiil (csak nem miikodd Lavage (sziv6-0blitd drainage)

graft esetén jon szdéba)

Extraanatomicus athidalas Izomlebeny alkalmazésa

Impregnalt (eziist vagy antibiotikum) Részleges graft resectio és potlas

muér hasznélata

Autoldg graft hasznalata (saphena, NPWT kezelés

karvéna, mélyvéna, desobliteralt artéria)

Homograft beiiltetés

2. Tablazat — Graftot érintd fertézés kezelési lehetéségei 2

1.1.3. Alkalmazhato grafttipusok

Cseregraftként az egyik alternativat a kiilonféle antisepticus anyagokkal, eziisttel vagy
antibiotikummal impregndlt graftok felhasznélasa jelenti. Hazdnkban széles korben elterjedt
az eziisttel impregnalt graftok alkalmazéasa. Az eziist tobb hétig is tartd antisepticus hatisa
mellett elOnyiik, hogy korlatlan mennyiségben és méretiiket tekintve széles skilaban 4llnak
rendelkezésre, igy akut beavatkozas sordn konnyen hozzaférhetéek. Hatranyuk a magas ar és
az a tapasztalat, hogy sokszor maguk a silver graftok is septicussa véalnak; rdadéasul bizonyos
orszagokban, mint példaul Németorszag vagy az Egyesiilt Allamok, a hasznalatuk manapsig
mar nem engedélyezett, vagy soha nem is volt az. Hasonl6 eldnyokkel és hatranyokkal birnak
az antibiotikummal impregnalt graftok is.

A magas reinfekcidés ardny forditotta a figyelmet a bioldgiai graftok iranyaba,
melyekrdl kozismert a fertézésekkel szembeni magas ellenallas.

Az autolog graft - mely lehet mélyvéna, saphena, vagy karvéna, ill. desobliterlt
artéria - minden kétséget kizdr6éan a legjobb megoldds, azonban sok esetben nem 4&ll
megfeleld hosszusagu vagy mindségli érszakasz rendelkezésre, illetve, ha alkalmazhatd, igen
nagy mutéti megterhelésnek teszi ki a beteget, igy felhasznéldsa csak valogatott beteganyagon
jOhet szoba.

Az egyre inkdbb teret hoditd cadaver, cryopreservdlt allograftok j6 megoldast
nyujtanak, azonban magas 4ruk mellett jelenleg korlatozott mértékben allnak rendelkezésre,
rdadasul eldallitasuk, taroldsuk specidlis infrastruktirat igényel. Alkalmazéasukkor, hosszu

tavon, a kivaltott immunreakci6 kovetkeztében 1étrejovo graftdegeneracidval is szamolni kell.



A biologiai graftok harmadik csoportjait a mas faj egyedeibdl szarmazd, un.
xenograftok adjak. Elonyiik, hogy megfelelé6 biomechanikai tulajdonsdgokkal birnak,
bioldgiai mivoltukbdl adddoan jol ellendllnak a fertdzéseknek, és korlatlan mennyiségben
eléallithatok.>*> Hatranyuk azonban, hogy immunvélaszt valtanak ki>*® A xenograftok
immunogenitasinak csokkentése a graftok decellularizdldsaval lehetséges.>*’ Ennek sordn
minden sejtes elemet eltivolitunk a célszervbdl, vagy szdvetbdl ugy, hogy annak kotészovetes

vazat eredeti 4llapotdban, szerkezetében megérizziik.>® A sejtmentesitett szovet beiiltetését

s sz
sz 2

immunvalasz kialakulasat.>*’

Az 1980-as években biztatd kezdeti eredményeket mutatd kisérletek folytak a
xenograftok human felhasznalasdval kapcsolatban, de a graftok késéi degenerdl6dasiabol
kovetkezd gyakori kedvezOtlen kimenetel hosszu iddre hattérbe szoritotta a fejlesztésiikkel,
tovabbi felhasznalasukkal kapcsolatos kisérletezéseket, torekvéseket.®® Azonban az
érsebészet €s fegyvertaranak jelen szdzadunkban tapasztalt rohamos fejlddése, illetve a
jelentdsen megnovekedett esetszdm miatt ardnyosan gyakrabban el6forduld érsebészeti
komplikaci6 ismételten a bioldgiai érgraftok fejlesztése, az un. ,tissue-engineering” irdnyaba

forditotta a figyelmet.



2. Célkituzések

Munkénk célja egy olyan biologiai graft eléallitdsa volt, amely az el6bbiekben emlitett
és széles korben hasznalt grafttipusok el6nyds tulajdonsagait egyesitve, a septicus
érsebészetben alternativat nyujtéd cseregraftként alkalmazhat6 lenne.

Elvarasaink a grafttal szemben: - megfeleld sebészi kezelhetOség
- adekvat biomechanikai paraméterek
- fert6zésekkel szembeni magas rezisztencia
- konnyti és olcso eldallitas
- korlatlan hozzaférhetéség

Az elso Kkisérletsorozatban korabbi publikaciokban igazoltan eredményes és ezaltal
szélesebb korben alkalmazott decellulariziciés moddszerek 0Osszehasonlitd vizsgalatat
végeztiik, figyelve arra, hogy az altalunk kivalasztott metodikdk kozott mind fizikai, mind
szerepeljenek. A kiilonbozé mobdszerek hatékonysagat fény- és elektronmikroszképos
vizsgélatok, valamint mechanikai tesztek alapjan elemeztiik. A szovettani vizsgéilatok sordn a
kezelt aortafalban megmaradé sejtes elemek mennyiségére és mindségére, valamint a
kotdszoveti rostok szerkezetének és lefutdsdnak valtozasara voltunk kivancsiak. A mechanikai
tesztek sordn az egyes eljarasokkal decellularizalt grafttipusok, valamint a kezelt graft és a
nativ aorta kozott készitett éranastomosisok intraluminélis nyomassal szembeni ellenallisat,
tartasat vizsgaltuk. Ezek alapjan vélasztottuk ki a legidedlisabb decellularizacids protokollt,
melyet a tovabbi kisérleteinkhez, az allatokon végzett tanulmanyhoz felhasznaltunk.

Tanulmanyunk masodik részében az altalunk legjobbnak bizonyult decellularizicids
eljarassal elOkészitett aortaszakaszokat implantaltuk steril, miitéti koriilmények kozott
sertések infrarenalis aortijaba. Az allatkisérletek elso szakaszdban decellularizalt sertésaortat,
mint allograftot, majd a madsodik szakaszban sejtmentesitett juhaortat, mint xenograftot
hasznéaltunk fel. A tervezett 6 hodnapos utdnkovetés elteltével a sertések infrarenalis
aortaszakaszat az implantdtummal egyiitt resecaltuk, majd a mintdkat makroszkopos, fény- és
elektronmikroszkopos vizsgéalatoknak vetettiik ala.

Arra kerestiik a vélaszt, vajon in vivo, az implantatum altal kivaltott immunolégiai viszonyok
kozott, a beiiltetett mintadk mekkora hanyada marad nyitva, illetve milyen ardnyban fordul el
makroszkdposan is észlelhetd degenerdcié az utinkodvetés sordn, mind az allo-, mind a

xenotranszplantaci6 esetében. A kiilonféle specifikus festésekkel elvégzett szovettani és



elektronmikroszkopos vizsgalatok célja az eredetileg sejtmentes implantitumokban és a
kornyezd aortafalban 1étrejove sejtszintli és szerkezeti valtozasok kiértékelése, a kotdszoveti
rostszerkezet megtartottsiganak vizsgélata, az ijonnan megjelend sejtes elemek (fibroblastok,
myofibroblastok, simaizomsejtek, endothel) mindségi és mennyiségi elemzése volt. Mindezek
tilkrében a decellularizalt bioldgiai graft késobbi, potencidlis huméan felhasznalhat6sagéara

kivantunk kovetkeztetni.
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3. Decellularizaciés modszerek hatékonysaganak oOsszehasonlitasa
mechanikai tesztek, valamint fény- és elektronmikroszképos

vizsgalatok alapjan

3.1. Bevezetés

A transzplanticid, legyen sz6 szervekrdl vagy csak szovetekrdl, az utdbbi
évtizedekben rohamos fejlddést mutatott, koszonhetden az egyre nagyobb sziikségleteknek és
az orvostudominy fejléddésének, beleértve az esztétikai sebészetet ugy, mint a végstadiumu
szervelégtelenség kezelését. A novekvo igény, melyet a human forradsok mar nem képesek
teljesen kielégiteni, kovetkeztében egyre nagyobb figyelem és fejlesztés forditédott a
mesterséges szovet- és szerv eloallitds, az un. tissue-engineering irdnyéaba. Utobbi célja olyan
decellularizalt bioldgiai anyag eldéllitasa, amely mintegy vazként szolgal a recipiens sejtek
megtelepedésének, novekedésének, differencidlédasanak és a szovet kialakulasanak.'® A
decellularizacios eljardsok sordn a szovet vagy szerv minden cellularis és nucleéris
komponensét eltavolitjuk dgy, hogy a visszamaradé extracellularis matrix (ECM) biologiai
aktivitasit és mechanikai integritdsit megOrizzilk, minimalizalva annak szerkezeti

kéarosodasat.>¢

Az eredeti szovetbdl igy nyert sejtmentes ECM, mint ,biolégiai vaz”,
felhasznalhatd rekonstrukcids céllal, mesterséges szovet-, illetve szervpotlasra.!®!! Mind az
allogén, mind a xenotransplantatio legfontosabb limital6o tényezGje a donor sejtek felszini
antigénjei (melyeket a fogadd szervezet immunrendszere idegenként ismer fel) altal a
recipiensben kivaltott donor-ellenes antitest termelddés, ami gyulladasos reakcidhoz és
immunoldgiai valaszhoz, végiil az implantatum immun-medialt rejectiéjidhoz vezet. ! Ezt
hivatott az implantaitum decellularizalasa kivédeni a sejtes elemek, antigének eliminalasaval.
Az ECM komponensei rendszerint hasonldak a fajok kozott, igy még eltérd faju recipiens
esetén is jol tolerdlhatéak.® Az ECM recipiens sejtek 4ltali recellularizicidja szintén fontos
mozzanat a nem kivant immunreakci6 elkeriilésére.!”

Napjainkban tobbféle ECM vaz 4ll rendelkezésre kereskedelmi forgalomban.!®
Decellularizalt szovetek €s szervekbdl szarmazd bioldgiai vazak sikeres felhasznalasarol
allatokon végzett tanulmanyok és human klinikai felhasznaldsok is beszamolnak.%!31413:16.17
Sokféle szovettipusbol vagy szervbdl szarmazé ECM vazat tanulmanyoztak regenerativ
felhasznalasi céllal, mint pl. inak, szalagok, idegek, vazizomzat, higyhdlyag vagy maj’;

azonban talan legszélesebb korben a szivbillentylik és az erek keriiltek a kisérletek
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célpontjaba. Felhasznélas elott a vizsgalt graftokat valamilyen médszerrel decellularizaljak. A
vonatkozd szakirodalmat 4ttekintve szadmos hatékony protokollt talaltunk, melynek
segitségével effektiven sejtmentesithetdek a szovetek, azonban a decellularizacio
hatékonysagaban, az eredeti vazszerkezet megkimélésében, illetve a kezelésen atesett érgraft
mechanikai tulajdonsdgaiban, az egyes eljarasok kozott jelentds kiilonbség mutatkozik.
Célunk a leghatasosabbnak talélt, széles korben elterjedt kezelési eljarasok 0sszehasonlitasa

volt mechanikai tesztek és szovettani vizsgalatok tiikrében.
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3.2. Anyag és modszer

3.2.1. Sebészi elokészités

Jelen tanulmany megfelel a US National Institute of Health (NIH Publication No.85-
23, revised 1996) éaltal publikdlt Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
el6irdsainak, melyet a Pécsi Tudominyegyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsiga
jovahagyott.

A tanulmany sordn mindkét nembdl vett, 22-25 kilogramm kozotti testtomegi,
Yorkshire sertéseket hasznaltunk fel, melyek mindennemii klinikailag nyilvanval6
megbetegedéstdl mentesek voltak. A sertések 15mg/ttkg ketamine-hydrochloride-ot (Vetalar,
Fort Dodge) és 3 mg/ttkg xylazine-hydrochloride-ot (Sigma-Aldrich) tartalmazd,
intramuscularis injekcié beadasaval premedikicidban részesiiltek, majd steril miitdi
koriilmények kozott lettek elaltatva. Anesztéziajuk soran 3 mg/ttkg ketamine-hydrocholride és
1-2 mg/ttkg xylazine-hydrochloride 6rankénti folyamatos intravénds adasat alkalmaztuk. Ezt
kovetden intratrachealis tubus behelyzése tortént, majd az allatok mechanikus 1élegeztetése
(Harvard) a tubuson keresztiil, 1 1/perc oxigénnel és 3 1/perc dinitrogén-oxiddal (N20) dusitott
levegdvel tortént. A jobb oldali vena jugularis externaba vénakaniilt helyeztiink, melyen
keresztiil biztositottuk a sziikséges intravénds gydgyszerek, valamint az infiziok adasat.
a mutét folyaméan.

Az elokészitést kovetden a miitdasztalon, a sebészeti alapelveknek megfeleld lemosast
és izolalast kovetden total median laparotomiabdl nyitottuk meg a hasiireget. A beleket
eltartva a retroperitoneumban kiprepraltuk a hasi aorta infrarenalis szakaszat. 2500
Nemzetkozi Egység (NE) Natrium-heparin intravénés adasat alkalmaztuk a véralvadas gétlasa
érdekében. A kisérleteinkhez sziikséges érszakasz eltavolitasanak idejére az aortat DeBakey
érkirekesztd segitségével rekesztettiik ki. A beavatkozist kovetden a hasfalat loop

segitségével zartuk, majd tovafuté Donati borvarrattal fejeztiik be a mutétet.
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3.2.2. Decellularizdcios Modszerek

Infrarenalis aorta-szegmentumokat metszettiink ki frissen az altatott sertésekbdl.
Miutéan eltavolitottuk a kornyezd kotdszovetet, makroszkdposan vizsgaltuk meg a mintékat,
igy kizarva minden lathat6 pathol6gids elvaltozast. Miutan mindent rendben talaltunk, a kb.
8mm atmérdji és 2 cm hosszu érfaldarabokat foszfat pufferes s6oldatba (PBS; Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh, Steinheim, Germany) helyeztiik, azzal a mintdkat mostuk, hogy minden
rezidudlis véralkoto-elemet eltavolitsunk réluk. Minden aldbb részletezett protokoll szerint 8

mintat (n=8) vizsgaltunk.

3.2.2.1. 1-es Protokoll

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

fokra hiitottiik, majd igy taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

3.2.2.2. 2-es Protokoll

Az aorta-szegmentek decellularizalasa szobahOmérsékleten, 48 oOrdn &t tartd
folyamatos razas mellett, 1%-os natrium-duodecyl-szulfat (SDS; Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Steinheim, Germany), és 0.05%-o0s natrium-azid (NaN3, Alfa Aesar Gmbh & Co,
Karlsruhe, Germany), PBS-ben elkészitett oldatdval (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Germany) tortént. Az oldatot 6 o6ranként udjra cseréltiik. A decellularizcios
folyamat végén a mintdk 12 6rds mosasa kovetkezett PBS-ben, a maradék detergens és

sejttormelék teljes eltavolitasa érdekében. '

3.2.2.3. 3-as Protokoll

Az aorta-szegmentek decellularizalasa 0.075%-os SDS PBS-ben készitett oldataval,
folyamatos, 15 6ran keresztiil tarté razas mellett, 37° Celsius-fokos hdmérsékleten tortént. Ezt
a folyamatot, ugyanezen hdmérsékleten 5, egyenként 15 perces Oblitési ciklus kovette PBS-

ben.?
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3.2.2.4. 4-es Protokoll

Az aorta-szegmentek decellularizalasa 0.25%-os Triton X-100 (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg, Germany) és 0.25%-0s natrium-deoxycholat (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Germany) PBS-ben készitett oldatival kezdddott. A mintak folyamatos razés
melletti, 24 6rds, szobahdmérsékleten torténd kezelését egy 72 6ras mosasi ciklus kovette 4°
Celsius-fokon, Earle-féle Medium 199-ben (Medium 199 with Earle’s salts; Biowest, Nuaillé,
France). A mosési ciklust kovetéen a mintdkat 100 g/mL RNase A-t (Applichem Gmbh,
Darmstadt, Germany), 150 IU/mL DNase I-et (Applichem Gmbh, Darmstadt, Germany) és
50 mmol MgCl-ot (Reanal Zrt., Budapest, Hungary) tartalmaz6 PBS-ben kezeltiik 24 6ran at,
37° Celsius-fokos homérsékleten. A nukleaz-emésztés utan a mintak ismételt, 24 6ras mosasi

cikluson estek at Earle-féle Medium 199-ben, 4°C-fokon.>

3.2.3. Fénymikroszkopos vizsgdlatok

A fenti decellularizici6s moddszerekkel kezelt aortafal-szegmentek fixaldsa 10%-os
neutrdlis formalinban, 24 6ran at tortént a rutin szovettani vizsgalatok elvégzése céljabol. A
hossz- és keresztmetszeti szovetblokkokat paraffinba agyaztuk, majd 2-4 mikrométer
vastagsdgu metszeteket készitettiink. Az 1igy elokészitett metszeteket 3 kiilonbozo
szovetfestési-eljarasnak vetettiik ald, a gyartok altal javasolt protokollok alapjan. A
Hematoxylin-eosin (HE) festéssel a kiilonféle decellularizaciés protokollok sejtmentesitd
hatasat, illetve annak effektivitasat kivantuk szemléltetni. Az Orcein ( Bio-Optica, Milano,
Italy) és Masson-trichrome (MT; Bio-Optica, Milano, Italy) hisztokémiai festésekkel
illusztraltuk az egyes protokollok altal kezelt aortafal-darabokban a kotészoveti
szovettani elemzésekhez a Pannoramic Viewer software-t (3DHistec Ltd.) és 100-szoros
nagyitast alkalmaztunk. A sejtmagok jelenléte, avagy hiidnya, és az ECM szerkezetének
megdrzése, Osszehasonlitva a nativ, kezeletlen mintakkal, két fliggetlen vizsgél6 altal keriilt

kiértékelésre.
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3.2.4. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok

Az érfalmintdk transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) vizsgalatat végeztiik el.
A vizsgéalatot megel6zéen a mintdk fixdlasa 2%-os formaldehidbdl és 2.5%-os
glutaraldehidbdl allé oldatban, 12 6ran éat, 4°C-fokon tortént. Ezt kovetden 50-60 nanométer
vastagsdgu szeletek késziiltek, melyek vizsgidlata JEOL JEM-1200EX II tipusi TEM
hasznalataval, 80kV-on tortént. A kiilonbozd kezelések hatékonyséaga, a sejtek és sejtmagok
jelenlétének vagy hianyanak, illetve az ECM szerkezetében bekovetkezd valtozasok alapjan

keriilt kielemzésre, két fiiggetlen vizsgalo altal.

3.2.5. Mechanikai tesztek

A mechanikai tesztekhez 3-4 cm hosszi érszakaszokat hasznédltunk, melyeket a
sertések infrarenalis aortdjabol tavolitottunk el. Minden decellularizacios protokoll szerint
kezelt érszakaszbdl négy mintat (n=4) vizsgaltunk az egyes mechanikai tesztek soran. Az erek
disztalis végét 6/0-as Prolene tovafutd érvarrattal zartuk. Az oldaldgakat, amennyiben voltak,
2/0-as Polypropylene fonallal ligaltuk. A proximaélis vég kaniildlasa hagyomanyos vénakaniil
felhaszndlasaval tortént, majd ez a vég 2/0-as Polypropylene fonallal keriilt lezarisra és
rogzitésre a kaniilhoz. A nyomastesztekhez ballondilatacios pumpat (Cook Medical, Alabama,

USA) hasznaltunk, a tesztekrdl fotddokumentaciot készitettiink.

3.2.5.1. Nyomds-teszt

A nyomas-teszt sordn mind a 4 decellularizicids protokoll szerint kezelt érszakaszt
vizsgaltuk, Osszehasonlitva friss, nativ aorta-szegmentumokkal. A mintdk fentiek szerinti
elOkészitését (a disztalis vég lezarasat €s a proximalis vég kaniilhoz valo fixalasat) kovetden,
eldszor 37°C-fokos PBS-sel atmostuk, a rezidualis levegd eltdvolitasa céljabol. Ezt kovetden
az ereket a ballonpumpa segitségével €s 37°C-fokos PBS hasznalataval lassan feltoltottiik, az
intraluminéris nyomast 225 Hgmm-ig emelve. Ezt a procedurat 5 alkalommal, egyenként 5
percig alkalmaztuk minden egyes mintan. A fotédokumentacioval a megfelelé6 mechanikai

stabilitast igazoltuk mindegyik kezelt €s a nativ minta esetében.
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3.2.5.2. Varrat-megtartdsi teszt

A varrat tartdsanak igazolasira elsOként anasztomOzist készitettiink a kezelt és nativ
érszakaszok kozott, 6/0-as Prolene, tovafutd érvarrattal. Ezt kdvetOen a disztalis véget, amely
minden esetben a kezelt érszakasz volt, lezartuk, a proximalisat, tehat a kezeletlen szakaszt
pedig a kaniilhoz rogzitettiik, a fentebb emlitetteknek megfelelden. A levegdtlenitett mintékat,
illetve az anasztomoézisokat, a nyomds folyamatos emelésével, 37°C-fokos PBS
befecskendezésével, szintén 225 Hgmm legnagyobb intralumindris nyomasnak tettiik ki,
fenntartva ezt a nyomast otszor 1 percig. A fotédokumentacié a kielégitd varrat-megtartast

volt hivatott demonstralni.
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3.3. Eredmények

3.3.1. Fénymikroszkopos vizsgdlatok kiértékelése

A decellularizaciés metdédusok hatékonysidganak kiértékelése a szovettani leleteken
alapult, melyek eredménye teljes mértékben egyforménak bizonyult az azonos eljarassal
kezelt mintdk kozott. Kontrollként kezeletlen, nativ aortafalat vetettiink ala ugyanazon festési
modszereknek, annak meghatarozasahoz, hogy melyik protokoll volt a legeredményesebb a
sejtmentesités vonatkozasaban, illetve a kotdszoveti rostok struktiradjanak megorzésében.

Mindenekeldtt, a mintdk HE festését végeztiik el annak igazoldséara, vajon a kéken
festddd sejtmagok a decellularizacids eljarast kovetden eltlinnek-e, vagy valamilyen ardnyban
megmaradnak a kezelt mintdkban. Eredményeink azt mutattak, hogy az 1-es és 3-as Protokoll
szerint kezelt szovetek nem bizonyultak hatékony sejtmentesitési eljardsoknak, melyet a
mintdkban a nativ szovetet megkozelitdé aranyban maradtak vissza sejtmagok. Ezekkel
szemben, azonban a 2-es és 4-es Protokollal kezelt aortafalban a sejtmagok, és ebbdl
kovetkezden a sejtes elemek komplett eltiinését észleltiik, igy ezek a mddszerek effektivnek
bizonyultak. (1. abra)

Eldbbiekbdl kovetkezden a specifikus, Orcein és MT hisztokémiai festéseket mar csak
ezen kettd sejtmentesitési eljarassal (2-es, 4-es Protokoll) kezelt mintdk esetében végeztiik el,
majd vizsgaltuk az elasztikus és kollagén rostok szerkezetét. Osszehasonlitva a nativ
szovettel, csak két réteg, a tunica media €és adventitia volt bizonyossidggal elkiilonithetd a
vizsgalt szovettani metszetekben, valamint megfigyelhetd volt a falvastagsag kovetkezetes
csokkenése mindegyik kezelt csoportban. Mindkét Protokoll esetében csak egy minimaélis
valtozast észleltiink a rostok szerkezetében, azonban szamottevo szoveti destrukcié nem volt
megfigyelhetd. A kotdszoveti rostok lefutdsa dontd tobbségében szabalyosnak és rendezettnek
mutatkozott a kezelt csoportokban. Mindazondltal, a 4-es Protokoll szerint kezelt
metszetekben, a lumindlis felszin kozelében, néhany hullamosabb lefutdsi és enyhén
toredezett rost volt felfedezhetd, ami egyértelmiien a kotdszovetes vaz enyhe foku

karosodasara utal. (2. abra)
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1. abra

Decellularizalt és a kontroll, nativ sertés aortafal harant metszetének Hematoxylin-eosin
(HE) festése, kéken festddnek a sejtmagok. Sav=50um

1) 1-es Protokoll szerint kezelt aortafal, kéken festddo sejtmagokkal

2) 2-es Protokoll szerint kezelt aortafal, sejtmag nem lathatd

3) 3-as Protokoll szerint kezelt aortafal, kéken festddd sejtmagokkal

4) 4-es Protokoll szerint kezelt aortafal, sejtmag nem lathato

5) Nativ, kezeletlen aortafal

(E: endothel, TI: tunica intima, TM: tunica media, TA: tunica adventitia)
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2. abra

Decellularizalt és a kontroll, nativ sertés aortafal harant metszetének Masson-trichrome
(MT) és Orcein festése. Az els6, MT festéssel késziilt oszlopban kéken festddnek a
kollagén rostok, mig a masodik, Orcein festéssel késziilt oszlop metszetein a barnin
festddo elasztikus rostok figyelhetdek meg. Sav=50um

P2) 2-es Protokoll szerint kezelt aortafal

P4) 4-es Protokoll szerint kezelt aortafal

N) Nativ, kezeletlen aortafal
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3.3.2. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok eredménye

A 2-es és 4-es Protokoll szerint kezelt aortafal transzmisszios elektronmikroszképos
(TEM) képein nem volt észrevehetd kiilonbség, mindkét modszerrel kezelt metszeteken
egyértelmiien latszik a sejtes elemek hidnya és a kotdszoveti rostok szerkezetének
megtartottsaga. (3. abra) Mivel a hagyomanyos hisztoldgia alapjan az 1-es és 3-as Protokoll

nem effektiv a sejtmentesitésben, igy ezen metszetek TEM vizsgilatatol eltekintettiink.
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3. abra

A nativ, kezeletlen aortafal (N), és a 2-es (P2), valamint a 4-es (P4) Protokoll szerint
kezelt érfal transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) képe. A nativ aortabol késziilt
metszeten normal sejtek, sejtmagok és szabdlyos struktiraju, rostszerkezett ECM lathat6.
A 2-es és 4-es Protokoll mddszerével késziilt metszeteken a sejtek és sejtmagok hidnya
figyelhetd meg a megOrzott szerkezetll, szabalyos lefutasu kollagén rostok kozott.

(CN: sejtmagok; CF: kollagén rostok; AC: hidnyz6 sejtek helye)
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3.3.3. Mechanikai tesztek értékelése

A kiilonboz6 decellularizacids protokollok szerint kezelt aortaszakaszok mechanikai
stabilitisanak megitélése érdekében, illetve a decellularizaci6 mechanikai stabilitasra
gyakorolt hatdsdnak felmérésére Nyomds- és Varrat-megtartdsi tesztet végeztiink, 225
Hgmme-es intraluminalis nyomas alkalmazasival, 6tszor 1 perces ciklusokban. A kisérlet
soran egyetlen egy esetben sem tapasztaltunk aortafal rupturat, vagy a fal &teresztését,
leakage-et, legyen sz6 barmely Protokoll altal kezelt érszakaszrdl. (4. abra) Ezenfeliil,
mindkét lokalizacidju varratsor - akar a kezelt érdarabot a disztalis végén lezaro, akar a kezelt
és a nativ érszakasz kozotti anasztomOzis varratsora -, teljes mértékben ellendllt az
alkalmazott intraluminélis nyomasnak, minden szivargésra, ateresztésre utald jel nélkiil. (5.
abra) Semmilyen jelentds kiilonbséget nem észleltiink a kiillonb6zé moddszerekkel kezelt

aortaszakaszok mechanikai stabilitasa, viselkedése kozott.
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4. abra

Decellularizalt és nativ aortagraftok Nyomas-tesztje, 225 Hgmm-es intraluminalis nyomas
alatt. Semmilyen aortafal rupturdra vagy ateresztésre utald jel nem lathatd, valamint a
graftokat lezard varratsorok is intaktak. A kék nyilak a varratvonalakat mutatjak.

P1) 1-es Protokoll szerint kezelt aortagraft

P2) 2-es Protokoll szerint kezelt aortagraft

P3) 3-as Protokoll szerint kezelt aortagraft

P4) 4-es Protokoll szerint kezelt aortagraft

N) Nativ aortagraft
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5. abra

Decellularizélt (D) és nativ (N) aortaszakaszok kozotti anasztomdzis Varrat-megtartasi
tesztje. Az anasztomoézis €és a disztilis varratok 6/0-as Prolene tovafuté érvarrattal
késziiltek. 225 Hgmm-es intraluminalis nyomas alatt is tokéletesen tartanak a varratok,
minden szivargésra, szakadasra utalo jel nélkiil. A kék nyilak az anasztomdzis, a pirosak a
zardvarratokat mutatjik.

P1) I-es Protokoll szerint kezelt aortagraft, D-vel jelolve

P2) 2-es Protokoll szerint kezelt aortagraft, D-vel jelolve

P3) 3-as Protokoll szerint kezelt aortagraft, D-vel jelolve

P4) 4-es Protokoll szerint kezelt aortagraft, D-vel jelolve
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3.4. Megbeszélés

A sejtmentesitett ECM-bol 4116 bioldgiai vazak hasznalata novekvd tendenciat mutat a
rekonstruktiv, helyreallito sebészetben.!! Sokféle decellularizaciés metodika ismert, melyek
jelentds kiilonbségeket mutatnak a sejtmentesités hatékonysagaban. A decellularizacios
hatékonysag fligg a szovet tipusatol, eredetétdl, valamint att6l, hogy milyen specidlis fizikai,
kémiai és enzimatikus modszert alkalmazunk.® A legeffektivebb protokollokrdl
altalanossagban elmondhatd, hogy a kiilonféle mechanizmust kezelések, igy a fizikai, kémiai
és enzimatikus beavatkozdsok kombiniciéja vezet a legjobb eredményhez.® A kezelések
altalanossagban véve a sejtmembran lizisével kezdddnek, majd a cellularis komponensek
elkiilonitésével folytatédnak, végiil a sejttormelék eltivoltisiaval fejezédnek be.®
Természetesen minden reagensnek az eliminalasardl is gondoskodni kell, megel6zvén annak
karos hatasat a befogado szovetre.®

A fizikai metédusok, mint a gyakran alkalmazott gyorsfagyasztis hatékony sejtlizal6
hatéssal bir, azonban nem elég effektiv a sejtes elemek, a sejt anyagainak eliminalasaban, igy
azt valamely méas mechanizmust, a sejt anyagainak eltavolitidsaban eredményes modszernek
kell kovetnie.>!! E16z6hoz hasonléan a mechanikai agiticid, razds sem hatdsos dnmagaban,
azonban hatékonyan tudja segiteni a kémiai kezelést a sejtlizisben és a debris eltavolitasiban.®

A kémiai médszerek koziil az ionos és nem-ionos detergensek a legszélesebb korben
hasznaltak. Az ionos detergensek, mint az altalunk is hasznalt SDS és Na-azid, vagy a nem-
ionos detergens Triton X-100 hatékonyan oldja fel a sejtmembrant és valasztja el a fehérjéket
a DNS-t8l, igy effektivek a sejt anyagainak a szovetbdl torténé eltavolitiasaban.!2%2! A nem-
ionos detergensek, az ionosakkal szemben azonban a fehérje-fehérje kapcsolatokat nem

bontjik, igy alig karositjik a szovetek szerkezetét.?

A detergensek kombinélasa noveli a
szovetbdl torténd fehérje-kivonas effektivitasat, amely hatékonyabb sejtmentesitést
eredményez.”?

A Triton X-100-r6l altaldnossagban elmondhat6, hogy decellularizaci6 céljabol a
leggyakrabban alkalmazott nem-ionos detergens, aminek eredményessége valtozo, a kezelt
szovettipus és a vele egyiitt alkalmazott egyéb metédus fiiggvényében.® Vékony szovetek,
mint pl. szivbillentyll esetén hatékony sejtmentesités és megdrzott szerkezet érhetd el vele,
raad4sul a nem kivant immunvilasz is csokken in vivo.?*?> Nem eliminélta azonban teljesen a

sejtes anyagokat a vastagabb aortafal, érfal esetében.?>-2

Az ionos detergensek koziil az SDS nagyon effektiv sejtmentesitd hatissal bir.%!!

Osszehasonlitva a tobbi detergenssel, pl. a Triton X-100-zal, ez bizonyult a
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leghatékonyabbnak a  sejtalkotok, sejtmaradvanyok és citoplazmatikus fehérjék
eltavolitasdban, azonban az ECM szerkezetében, a kollagén rostok integritdsaban fokozottabb
karosodast tud eldidézni.5!1-27-28:29

A Natrium-azid (NaN3) szintén hatékony ionos detergens, jOl eltavolitja a sejtes Osszetevoket,
azonban az SDS-nél komolyabb ultrastruktdralis valtozdsokat okoz a szovetek
szerkezetében,b!1:18:19:29:30

Tobbféle enzimatikus decellularizaciés technika all rendelkezésre, ezek koziil
kiemelenddek a protedzok, mint a tripszin, €s a nukledzok. Azonban, a teljes sejtmentesség
elérése csak enzimatikus kezeléssel igen nehéz, rdadasul a szovetben visszamaradd enzim
gyengiti a recellularizaciét, vagy immunvalaszt idézhet eld.!! Ezek mellett az enzimek
karosit6 hatassal birnak a szovetek extracelluliris komponenseire, foként hosszas behatasi ido
mellett.
gy a gyakran hasznalt tripszin karosithatja a kollagén és elasztikus rostokat, ami a szovet
mechanikai tulajdonsigainak kedvezdtlen véltozdsdhoz vezethet.>>*° Mivel azonban a
tripszin javitja a tovabbi dgensek bejutdsit, penetricidjit a sejtbe, ezéltal hatékony segitséget
nytjthat a decellularizicio elsé 1épéseként, a teljes sejtmentesités elérésében.>!
segiti a nukleotidok eliminalasat, hatranyuk azonban, hogy nehéz eltavolitani Oket a kezelés
utan a szovetbdl, és igy immunvilaszt valthatnak ki.®!! E16bbiek alapjan mondhatjuk, hogy az
enzimatikus kezelések nem O©nalléan, hanem egyéb decellularizaciés technikak
kiegészitéseként alkalmazanddak, az effektus novelése céljabol.

JOl ismert tény tudoményos és kutatéi korokben, hogy akarmilyen Osszetételben
kombinaljuk az ismert decellulariziciés mddszereket, tokéletesen eltiinteni az Osszes sejtes
Osszetevot lehetetlen, azonban lehetdség szerinti mértékben a legminimalisabbra csokkenteni,
a kotdszovetes vaz szignifikans karosodasa nélkiil, magasabb sikeraranyt eredményezhet a
kezelt szovet implantaciéjat kovetden. b1

Kutatdsunkban egy eredeti kisérletet tettiink az Osszes 1ényegesnek itélt, korabban mér
alkalmazott decellularizaciés modszer hatékony megitélésére. A protokollok kivalasztisanal
arra torekedtiink, hogy lehetdség szerint minden mechanizmusu kezelési mddszert teszteljiik.
Legegyszerlibb kezelésnek a gyorsfagyasztasi eljarast valasztottuk, azonban, korelldlva az
irodalomban taldltakkal, ezen modszer abszolit nem bizonyult hatisosnak. Monoféazisos
kémiai kezelésnek az SDS ionos detergenst vélasztottuk, mely a fentiek szerint hatékony

sejtelimindlé mddszer, azonban sajat kisérleteinkben csak szerény sejtmentesitd hatdssal birt,

ahogy azt a nagyszamu sejtmag mutatja a HE-nal festett metszetekben. Tovabbi két metodika
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azonban mar kombinalt, Osszetett kezelési eljarasnak vonta ald a mintdkat. Ennek és a
fentieknek megfelelden ezen két protokoll hatékonynak és identikusnak igazolddott, mivel
minden lathatd sejtet és sejtes Osszetevot maradéktalanul eltiintetett. Ennek megfeleléen a
szovettani képeken nem volt sejtes elem felfedezhetd. Mig az enzimatikus reagenst is
tartalmazd 4-es Protokoll enyhe karosodast idézett eld az ECM rostszerkezetében (melyen
allitisunkat a luminélis felszinhez kozeli rostok enyhe fragmentalodasara és hulldmosabb
lefutasara alapozzuk a hisztologia ismeretében), addig a 2-es szdmu Protokoll, mely csak
detergensek kombinécidjat €s mechanikai kezelést alkalmazott, nem idézett el szamottevd
valtozast az ECM struktirajaban. Ut6bbi decellularizacios protokollok alkalmazhatdsagat és
hatékonysagat a TEM-mel késziilt képek is alatdmasztottdk, mivel a kezelt szovetek kollagén
rostjainak microarchitektirdja majdnem tokéletesen azonos maradt a nativ, kezeletlen
aortijéval, valamint a vizsgélt metszetekben nem talaltunk sejtes elemeket.

A 225 Hgmme-es intralumindlis nyomést - mely majdnem kétszer magasabb a
fiziol6gids systolés nyomasnal - alkalmazé mechanikai tesztek teljes mértékben megfeleld
mechanikai stabilitast, kielégitdé varrat-megtartasi er6t mutattak, modszertdl fiiggetleniil az
0sszes sejtmentesitett aorta-graftnal, mindennemi rupturara vagy szivargéasra utal6 jel nélkiil.
Ezen mechanikai tulajdonsigok alapjan a decellularizalt graftok alkalmasak, illetve
alkalmasak lehetnek implantacios céllal torténd felhasznalasra.

Mas szerzOk hasonld szovettani €s mechanikai eredményeket publikaltak az altalunk
valasztottakkal azonos decellularizaciés metodikdk vizsgilta kapcsan. SDS/NaN3 (2-es
Protokoll), valamint Triton X-100/natrium-deoxycholéat/nukleiz (4-es Protokoll) kezelések az
altaluk publikdlt anyagban is effektivnek talaltattak a sejtmentesitésben, mikdzben a
mechanikai tulajdonsigok nem mutattak eltérést a kezeletlen mintdkkal osszevetve.>!8
Raadéasként, Weymann és tarsai Biocolor assay segitségével igazoltik, hogy nincs
szignifikans valtozas az SDS/NaN3 kezelést kovetden a szovetek kollagén és ellasztikus rost
tartalméban, mig spektrofotometridss DNS mennyiség meghatarozassal ugyanezen protokoll
(2-es) altal szignifikdnsan csokkent DNS tartalmat mutattak ki, alitdmasztva ezen mddszer

jobb hasznilhatésagat.'®
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3.5. Kovetkeztetés

Az altalunk sejtmentesités szempontjabdl hatékonynak talalt két protokoll k6zott nem
mutatkozott szadmottevd kiilonbség a decellularizacid effektivitisaban, mivel mindkét
modszerrel kezelt csoportban teljes sejtmentességet sikeriilt elérni. A 4-es protokoll mintaiban
megfigyelt minimalis rostkarosodas miatt azonban a 2-es protokollt talaltuk hatékonyabbnak,
illetve kiméletesebbnek. A mechanikai tesztek soran nem igazolodott eltérés a két protokoll
altal kezelt mintdk mechanikai viselkedésében, mely hasonl6 stabilitist mutatott az
intraluminélis nyomassal szemben, mint a kezeletlen, nativ aortafal. Ezek alapjan a kezelt
graftok mindegyike alkalmas lehet az in vivo felhaszndldsra. A szovettani eredmények €és a
mechanikai tesztek ismeretében, figyelembe véve a rovidebb inkubacids iddt és
koltséghatékonysagot, a 2-es szamu protokollt vélasztottuk tovabbi kisérleteinkhez, az

allatokon végzett tanulmanyokhoz.
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4. Decellularizalt biograftok vizsgalata implantaciot kovetéen, 6

honapos utankovetés tiikrében

4.1. Bevezetés

Az érbetegségek kezelését forradalmasitotta a milerek megjelenése, azonban egyre
novekvé szamban torténd alkalmazasuk miatt egyre gyakrabban fordulnak eld a
protézisgennyedések, melynek megoldasa napjainkban is komoly feladat elé allitja a gyakorl6
érsebészt. Ennek a magas morbiditassal és olykor mortalitassal jar6 komplik4cidonak az
eloforduldsat mer6ben befolyasolja a graft anatomiai lokalizacidja. Mig a testiiregen kiviili
graftok esetében 1,5-2%, addig a lagyéki régidban majdnem 6%, testiiregen beliili
lokalizacioban pedig 1-5% kozott mozog az infekcids rata. A graftfert6zés ardnya magasabb
siirgdsségi miitétek utén, illetve reoperaciot kovetden.*

A septicus graft kezelésében mindenképp helye van a graftmegtartd6 moddszereknek,
azonban az esetek nagy hanyadidban gy6gyulds csak a septicus goc, azaz a fert6zott miiér
eltavolitasdval érhetd el. Napjainkban az autolég érgraftok (alsé végtagi pozicidban a
saphena, mig hasiiregi pozicidban a mélyvéna) jelentik a gold standardot, azaz ezek
alkalmazasaval érheté el a legjobb eredmény, koszonhetden a kivaldo hosszd tava
nyitvamaraddsnak és az alacsony reinfekciés ratanak.” Azonban alkalmazasa jelentésen
megnoveli a mutéti id6t és noveli a perioperativ morbiditast, igy nem alkalmazhat6 magas
operativ kockédzati betegek esetében.’ Ezen esetekben az eziisttel vagy antibiotikummal
impregnalt graftok hasznalata jon szoba, azonban elég valtoz6 sikerardnyrdl szamol be az
irodalom a reinfekcié vonatkozisaban.*-43> A homograftok, vagy mas néven allograftok
alkalmazasa ajanlott mddszer septicussa valt graftok pétlasara, mivel kivaléan ellenéllnak a
fertézéseknek, azonban idével a graftdegeneraciobol adodéd kovetkezményekkel (aneurysma
képzO6dés és graftreocclusio) szamolni kell, valamint hozzaférhetdségiik is igen csak
korlatozott.>¥>3¢ A xenograftok, azaz mis faj egyedeibdl szdrmazé graftok, hosszi iddre
kiszorultak az  érsebészet fegyvertarabol a gyenge hosszitivdi eredmények,
graftdegeneraciobol adédd aneurysma kialakulds és magas reocclusids rata miatt, azonban
elérhetdségiik, jo kezelhetOségiik és a fertozéseknek valo jo ellenallasuk ismételten kinyitotta
a kapukat a septicus érsebészetben torténd felhasznilds iranyaba.’

Mind az allo-, mind a xenotraszplantaci6 esetében szamolnunk kell az immunvéalasz

kialakuldsaval. A beiiltetést megel6zOen, a donor szoveten elvégzett decellularizacid
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megeldzheti, vagy legaldbbis csokkentheti a graft versus host reakciét, valamint az ebbdl
ad6do graftdegenericiot és annak nem kivant kovetkezményeit.

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

valtozasat kivantuk vizsgdlni, 6 hdnapos utankovetés soran.
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4.2. Anyag és modszer

4.2.1. Sebészi elokészités

Az elokészités elsoé 1épéseként, premedikacidként 15mg/ttkg ketamine-hydrochloride
(Vetalar, Fort Dodge) és 3 mg/ttkg xylazine-hydrochloride (Sigma-Aldrich) intramuscularis
injekci6 beadasidban részesiiltek az allatok. Az altatdshoz oOrdnként 3 mg/ttkg ketamine-
hydrochloride-ot és 1-2 mg/ttkg xylazine-hydrochloride-ot adtunk intravénasan, perftizorban.
Intubalast kovetden az allatok 1élegeztetéséhez, 1 1/perc oxigénnel és 3 1/perc dinitrogén-
oxiddal (N20) szupplementalt leveg6t alkalmaztunk. Vénabiztositasra a jobb oldali vena
jugularis externaba poziciondlt vénakaniil szolgélt, melyen keresztiil a sziikséges intravénis
allatot, fenntartva a norméal folyadék-héaztartast.

Az elokészitést kovetden a mutdasztalon, borfertotlenitovel torténd lemosast,
majd izolalast kovetden total median laparotomidbol nyitottuk meg a hasiireget. A mitéti
kirekesztés alatti véralvadas megel6zésére 2500 NE Natrium-heparin intravénds adasat
alkalmaztuk. Antibiotikus profilaxisként 0.5mg Cefazoline intravénés addsaban részesitettiik

az allatokat.

4.2.2. Graftok decellularizdldsa

A kés6bbi  implantacidhoz  felhasznalt  aorta-graftok  decellularizélasa
szobahOmérsékleten, 48 Oran at tartd folyamatos ridzds mellett, 1%-0s natrium-duodecyl-
szulfat (SDS; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany), és 0.05%-o0s natrium-azid
(NaNj3. Alfa Aesar Gmbh & Co, Karlsruhe, Germany), PBS-ben elkészitett oldataval (Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany), a folyadék 6 o6rdnkéni cseréjével tortént. A
decellularizacios folyamat végén a mintdk 12 6rds mosasa kovetkezett PBS-ben, a maradék
detergens és sejttormelék teljes eltavolitisa érdekében. A decellularizalt érszakaszokat
tovabbi felhasznalasig penicillin-streptomycin antibiotikumokat tartalmaz6 Earle-féle

Medium 199-ben, 4°Celsius-fokon taroltuk.'®!”
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4.2.3. Allatkisérletek

Jelen tanulmény megfelel a US National Institute of Health (NIH Publication No.85-
23, revised 1996) éaltal publikdlt Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
eléirasainak, melyet a Pécsi Tudomédnyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga
jovahagyott.

A tanulmany soran mindkét nembdl véletlenszertien valasztott allatokat hasznaltunk.
Kisérleteink els6é szakaszdban, a beiiltetend0 aorta-graftokat sertésbol, mig méasodik
szakaszdban juhbol allitottuk eld, fent részletezett protokollnak megfeleléen. 22-25
kilogramm kozotti testtomegli, Yorkshire sertéseket, valamint 19-21kg silyd Magyar Merin6
juhokat hasznaltunk fel, melyek mindennemii klinikailag nyilvanvalé megbetegedéstol
mentesek voltak. Az implantdland6 aorta-graftokat az elsd kisérletsorozatban 5 sertés, a
masodikban 2 juh infrarenalis aorta-szegmentjének eltavolitisidval, majd azoknak
decellularizaci6javal nyertilk. Az els6é szakaszban 10 sertés esett 4t sertés aorta-graft
allotranszplanticiéjan. A masodik sorozatban 4 sertés miitétjét, juh aorta-graft

A sertések megfeleld sebészi elokészitését kovetden total median laparotomiét
végeztiink. A beleket eltartva, majd a héts6 fali retroperitoneumot megnyitva jutottunk a
retroperitonealis térbe. A hasi aorta infrarenalis szakaszat gondosan kireperdltuk, az eret
gumira vettilk, majd Na-heparin intravénas adasat kovetéen DeBakey érfogd segitségével
segitségével az aortat kirekesztettiik. Ezt kovetden az aorta mintegy 1,5-2cm hosszu szakaszat
resecaltuk, majd a megfeleld méretli (mind az atmérdt, mind pedig a hosszat tekintve)
decellularizalt biolégiai allo-, illetve xenografttal, 5/0-a4s Prolene tovafutd érvarrattal, end-to-
end interpostiot végeztiink. (6. abra) Tubingot kdvetden a kirekesztést oldottuk, majd gondos
vérzéscsillapitds utdn a hasfalat looppal, a bort tovafuté Donati-oltésekkel zartuk. Miitét
végén a femoralis pulzusokat kontrollaltuk, majd extubaciot és ébredést kovetden az operalt
allatokat, néhany napos szoros megfigyelés ala helyeztiik. A tiléld allatokat, a posztoperativ
3. napon visszaszallitottuk eredeti kornyezetikkbe. 6 hoénapos utinkovetés lejartaval a
sertéseket visszaszallitottuk intézetiinkbe, majd egy ismételt sebészi beavatkozas elvégzésével
a hasi aortdjuk infrarenalis szakaszat eltavolitottuk. Az explantilt szegmentumok, melyek az
eredeti, sajat aortafalat, az implantalt szakaszt és az anasztomozisokat is magukba foglaltak,

fény-, és elektronmikroszkopos vizsgalatoknak vetettiik al4.
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6. abra

Decellularizalt aorta-graft beiiltetés elott (a) és utan (b)

4.2.4. Fénymikroszkopos vizsgdlatok

Tanulmanyunk mindkét fazisdban az alabbi metddust alkalmaztuk.

A beiiltetett, és az eredeti, nativ szegmentumokat is tartalmaz6 explantalt aortit a
szovettani vizsgalatok céljabol 24 oras fixalasnak vetettiik ala, 10%-os, neutralis formalinban.
Hosszanti és keresztmetszeti szovetblokkokat készitettiink, melyeket paraffinba dgyaztunk, és
2-4 micrometer vastagsagd metszeteket vagtunk. A szeleteket 4 kiilonboz6 festési eljardsnak
vetettilk ald, a gyartdk 4ltal javasolt protokollok szerint. Rutin HE festéssel az djonnan
megjelend sejtek jelenlétét, valamint az implantalt graftszakasz felszinén ujdonképzddott
endothel-réteget igazoltuk. Tovabbiakban hisztokémiai festéseket végeztiink. Orcein festéssel
az elasztikus rostokat, mig Masson-trichrome festéssel a kollagén-rostokat vizualizaltuk. A
myofibroblastok és simaizom sejtek rekolonizacidjanak aldtdmasztisdra simaizom-sejt actin
immunfestési eljarast alkalmaztunk, simaizom actin (SMA) specifikus egér monoklonalis
antitest (clone: 1A4, Histopathology, Ltd., Pécs, Hungary) és a HISTOLS® micro-polymer
based peroxidase detection system (Histopathology, Ltd., Pécs, Hungary) hasznilatival. A
mintdkban 1évd, nem simaizom-eredetli sejtek és szoveti elemek, szolgiltak negativ
kontrollként. ~ Pannoramic Viewer software-t (3DHistec Ltd.) és 100-szoros nagyitast

alkalmaztunk a leletek kiértékelésére, két fiiggetlen patolégus altal validalva.
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4.2.5. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok

Kisérletiink mindkét szakaszaban azonos mddon jartunk el.

Az eltavolitott mintak 12 6ras fixalasra keriiltek, melyhez 2%-os formaldehid és 2.5%-
os glutaraldehid oldatat hasznaltuk, 4°Celsius-fokos hdmérsékleten. Ezutan 50-60 nanométer
vastagsigu szeletek késziiltek, melyeket JEOL JEM-1200EX II tipusi TEM hasznalataval,
80kV-on vizsgaltunk. Célunk az implantatum ECM-aban, a sejtek megjelenését kimutatni,

alatdmasztva két fiiggetlen vizsgal6 altal.
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4.3. Eredmények

4.3.1. I. kisérlet: Az implantdlt, decellularizdlt sertés aorta-allograft vizsgdlata

A sertés aortdbdl szarmazo, decellularizalt graftok mindegyike sebészileg konnyen
kezelhetd volt. Az implantici6 sordn behelyezett varratok jol tartottak, az érfal nem volt
szakadékony. A mitétek soran és a kdzvetlen posztoperativ iddszakban jelentds vérvesztést,
vérzéses szovodményt, illetve graft-reocclusiot nem figyeltiink meg. A 10 sertésbdl 9, 108 és
123 kg kozotti testtomegliek, tdlélték a 6 honapos utadnkovetési idészakot. Ezen periddusban
semmilyen komplikaci6 nem 1épett fel az Aallatoknal; sulyvesztés, vagy egyéb, az allatok
betegségre, diszkomfortjara, fajdalomra utald jelet nem észleltiink. 1 sertés a posztoperativ
masodik napon ileusban exitilt. Az elvégzett boncolds a graftelvaltozasra, vagy
sebésztechnikai hibdra utald bizonyitékot nem mutatott. A masodik miitét sordn, a graftok
kivételekor, kivétel nélkiil, jol inkorporalt, megfeleléen pulzdld implantdtumokat
tapasztaltunk. Graft degeneracid, kilokddésre utalo jel, perigraft reakci6 makroszkdposan nem

volt megfigyelhetd. Minden beiiltetett graft a kdrnyezd, sajat aortafalhoz ardnyos novekedést

mutatott hosszban és atmérdben is. (7. abra)

7. abra

Explantalt sertés aorta infrarenalis szakasza, mely magédban foglalja az implantatumot.

A fehér nyilak a varratvonalakat mutatjak.
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4.3.1.1. Fénymikroszkopos vizsgdlatok kiértékelése

A kivételt kovetden, a szOvettani vizsgalatok céljabol harint- és hosszmetszetek
késziiltek a kivett graftbdl, és az azt Ovezd sajat érfalbol. Hosszanti metszeteket ugy
készitettiik, hogy az dtmeneti z6na jol kivehetd legyen a sajat, és az implantalt szegmentum
kozott. HE festéssel lathatdé a nagy mennyiségii, djonnan megjelend sejt az implantatumban,
valamint a folyamatos, szabdlyos, egysejtsoros, a teljes lumindlis felszint borité endothel
réteg. SMA festéssel a simaizom sejteket tettiik lathatéva a kordbban sejtmentes, beiiltetett
graftban. Az Orcein és MT festések segitségével a megOrzott struktirdju elasztikus és

kollagén rosthilézatot szemléltettiik. (8. abra)

37



8. abra

A kivett allograftok harant (A,C,E,G) és hosszanti (B,D,F,H,J) metszetei. A hosszmetszeti

képek mutatjak az anasztomodzisok szintjében az dtmeneti zOnét, a sajat és a beiiltetett ér
kozott. A metszeteken, kivaltképp a HE-nal festetteken, j6l 1athatd a szabélyos, egyrétegli
endothelium, melyet a J-vel jelzett kép nagyitva mutat. A nyilak mutatjdk az atmeneti
z6nat (TZ) folyamatos endothel réteggel. Az djonnan megjelend fibroblastok (FB) és
simaizom sejtek (SC) jol kivehet6k a HE-nal festett metszeteken. A SMA festés a
simaizomsejtek jelentds populdciéjat mutatja. Szabdlyos lefutasui kollagén és elasztikus
rostok festddnek a MT-mal és Orceinnel késziilt képeken. Taplald artéridk, vasa
vasorumok (FA) jelentek meg az implantatum kiilso rétegében.

Festési eljarasok: Hematoxylin-eosin - HE (A,B,J), Simaizom Actin - SMA (C,D),
Masson-trichrome - MT (E,F), Orcein - O (G,H)

Sav (A,C,E,G)= 100um; Sav (B,D,F,H)=200um; Sav (J)= 50 um
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4.3.1.2. Elektronmikroszkopos vizsgdlatok eredménye

A beiiltetett sertés biograftrdl, kivételt kovetden, TEM-mel készitett képeken, a nativ
artéridra  jellemz6, annak faldban normdlisan jelenlévd sejttipusok (fibroblastok,
myofibroblastok, simaizom sejtek) ismételt megjelenését igazoltuk, a szabalyos szerkezetet

mutatd kotdszoveti rostok kozott. (9. abra)

HV  Mag  HFW - i HV  Mag
|H 80 Kv5000 x 28,7 pm | |Eh 80 kv 40000 x3,7 pm.

s 2213

] ~

ey 1. = ] ol 4 Y
% HV | Mag HFW

| B0 KV 25000 % 5.9 pm_

HY  Mag
B0 KV 100000 x 1.4 um.

9. abra

Az implantalt sertés biograft tunica mediajardl késziilt TEM kép.

A és B képeken az djonnan megjelend, normal sejt 1ithatd kiilonbdzdé nagyitasokban
(nyilak mutatjak), mig C és D képek a szabdlyos struktirdji kollagén rostokat

szemléltetik.
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4.3.2. I kisérlet: Az implantdlt, decellularizdlt juh aorta-xenograft vizsgdlata

A sejtmentesitett merindi juhbdl szdrmazé aortagraftok kb. 2cm-es szakaszét
implantaltuk a sertések infrarenalis aortdjaba. A miitétek kozben az alkalmazott graftok jol
varrhatéak voltak, az oltéseket a fal jol tartotta, a kirekesztések oldasit kovetden jo kvalitisd
pulzushullam tovaterjedését tapinthattuk. A perioperativ szakban vérzéses szovOdményiink,
hasfali sebgyogyuldsi zavarunk, bélparalysis nem fordult eld. 1 esetben a kozvetlen
posztoperativ szakban alsé testfél ischaemia alakult ki az egyik sertésnél, femoralis pulzusai
eltlintek, majd az 4llat par 6rdval késObb exitalt. Az autopsia igazolta a graftreooclusiot,
melynek hétterében sziik distalis anasztomOzis, azaz sebésztechnikai hiba igazolodott. A
talélé 3 allat nyomonkdvetése, a miitét utdni 6 honap eseményteleniil telt. Egyik sertés
esetében sem alakult ki barmilyen altaldnos egészségromlast jelzd tiinet. Masodik miitétre
ennek megfeleléen 3 allat (sdlytk 102-113kg kozotti) keriilt. A has kinyitdsakor, a korabbi
mitéti teriilet feltarasat kovetden, tokéletesen beépiilt, jOl vezetd, patoldgids elviltozisoktdl
mentes graftokat talaltunk, melyeket a kdrnyez6 aortafallal egyetemben eltdvolitottunk. Graft
versus host reakcid, intralumindlis trombusképzddés, illetve a graftok aneurysmatikus

degenerdci6ja nem volt észlelhetd. A xenograftok atmérdje és hossza is proporciondlis

novekedést az eredeti aortafallal. (10. abra)

10. abra

A mésodik miitét soran eltavolitott minta, mely a sertés infrarenalis aortaszakaszat és a

beiiltetett xenograftot tartalmazza. Fehér nyilakkal az anasztomoézisokat jeloltiik.
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4.3.2.1. Hisztologiai analizis

Az eltavolitott xenograftokbol és a kornyezd, nativ aortafalb6l hosszanti- és
keresztmetszeti szovetblokkokat készitettiink a hisztoldgiai analizishez. Minden hosszmetszet
esetén figyelmet forditottunk arra, hogy az anasztomoézisok régidja, a graft és a sajat ér kozotti
atmenet is belekeriiljon a metszés sikjdba. Kordbbi gyakorlatunknak megfelelden, els6 korben
a HE festéssel késziilt metszeteket elemeztiik, melyen, az eredetileg sejtmentes implantatum
teriiletén, kéken fest6dd sejtmagok nagy szama igazolja a beiiltetett graftba torténd recipiens,
lathaté HE festéssel a folyamatos, szabélyos, az eret beliilrdl borité endothelium. A simaizom
sejtek specifikus kimutatdsara alkalmazott SMA immunhisztokémiai eljards szintén
nagyszamu, normal megjelenésli simaizom sejtcsoportokat mutat a graftban. Az ECM
kollagén és elasztikus rosthdldzatanak szabalyos megjelenését lathatjuk az alkalmazott MT és

Orcein festéssel késziilt metszetekben. (11. abra)
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11. abra

Az explantalt xenograftokrol késziilt szovettani képek. A felsé sorban a juhaorta-graftok
harant, mig a masodik sorban a hosszanti metszetei lathatoak, mely utdbbiak a sajét és €s
az implantatum kozotti atmeneti zonat mutatjak (a képen kéknyilak jelolik). A szabalyos,
folyamatos, egyrétegli endothel réteg és az djonnan megjelend sejtek lathatéak a HE-nal
festett metszeteken. SMA festéssel a simaizomsejteket, rostfestésekkel (MT és O) a
kollagén és elasztikus rostokat kivantuk abrazolni. A fekete nyilak az érvarrat helyét
jelolik.

Festési eljarasok:

Hematoxylin-eosin - HE, Simaizom Actin - SMA, Masson-trichrome - MT, Orcein - O
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4.3.2.2.TEM vizsgdlat értékelése

Az explantilt xenograftot transzmisszids elektronmikroszképpal vizsgéalva, az
eredetileg decellularizalt érfalban normél megjelenésii, fibroblast és simaizom sejteket
lattunk, melyek a host sejtek invizidjat tAmasztjak ala. A kollagén rostok mikroszkdpos képe,

szerkezete megtartott. (12. 4bra)

» 2 -
P
Mag

80 kV 40000 x3,7 ym

12. abra
A juh xenograft tunica medidjanak TEM képei, explantaciot kovetOen, kiillonbozo
nagyitasokban. A és B képen egy, az implantitumban megjelent normal sejtrol késziilt
TEM felvétel 1athatd, mig C és D képek a teljesen reguldris, struktirélt kollagén rostokat

szemléltetik.

43



4.4. Megbeszélés

A vascularis graftkutatas teriiletén végzett elsd kutatdsok az el6zd évszazad elejére
tehetdek. Alexis Carrel volt az, aki sikeres értranszplaticidt hajtott végre allatmodellen,
melyet 1907-ben publikalt.’” Charles Dubost, 1951-ben, Franciaorszdgban elvégezte az elsé
sikeres aorta abdominalis aneurysma resectiot cadaver artérids homograft beiiltetésével, amely
fontos mérfoldkdnek szamit mind az allograft felhasznilasban, mind pedig az aneurysma
sebészi kezelésében.’®¥ Ezt kovetden tobb publikacié is késziilt artérias homograftok
felhasznalasar6l, azonban a pozitiv korai eredményeket a késéi graftdegeneraciobol adodo
szerény hossziitavi eredmények kovették.**#142 A xenograftok humén felhasznéldsaval
kapcsolatban az 1980-as években kedvezd korai eredményekrdl szamoltak be, azonban a
gyakori, késéi aneurysmaticus degenerdcié miatt abbamaradtak az eziranyu prébalkozasok.®?
Az 1dokozben megjelend alloplasticus érgraftok (Dacron, ePTFE) és ezek impregnalt
valtozatai (albumin, kollagén, antibiotikum, eziist) egyre népszeriibbé és elterjedtebbé valtak
konnyli kezelhetOségiik és a korlatlan mennyiségi és méretbeli rendelkezésre allasuk
kovetkeztében. Mindazonaltal, az autolég graft maradt a gold standard a cardiovascularis
sebészetben, nemcsak a primér, hanem a redo és septicus ellatasban is.

Az eldbbiekben emlitett szovodmények €s az ebbdl kovetkezd kedvezdtlen hosszitavi
eredmények miatt a bioldgiai graftok, mind a homograftok, mind pedig a xenograftok
felhaszndlasa és az ezirdnyu kutatdsok hosszi iddre hattérbe szorultak. A komplikaciok,
melyek a bioldgiai graftok beiiltetését kovették, hasonldéak voltak: intima hyperplasia
kovetkeztében kialakulo restenosis, graftdegeneracié okozta aneurysma képzodés, valamint
grafttrombdzis miatti reocclusio.

Tudott azonban, hogy az esetek kb. 20-40%-4ban nincs rendelkezésre allo, vagy
alkalmas autoldg graft (tobbnyire vénagraft).’®*® A szintetikus graftok alkalmazésa distalis
(térd ala vezetett) bypass miitétek sordn szerény nyitvamaradassal kecsegtet, valamint ezen
alloplasztikus, kivaltképp ezek antiszeptikus anyaggal (eziist vagy antibiotkum) impregnalt
valtozatainak a septicus kornyezetben valé alkalmazéisa elég vegyes, mondhatni inkabb
gyenge eredménnyel alkalmazhat6 a reinfekcié vonatkozasaban, ennél fogva szamos érsebész
elkeriili hasznalatukat ezen specidlis teriileteken.’>*% Foként ezen okokbdl kifolydlag,
valamint az érsebészet rohamos fejlédése, a jelentdsen megndvekedett esetszambdl adéddan
szaporodo szovodmények szama, illetve ezek ellatdsanak sziikségessége forditotta a figyelmet

ismételten a bioldgiai graftok fejlesztése iranyaba.
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Napjainkban az allograftok (vagy homograftok) fontos szerepet jatszanak a septicus
érsebészeti komplikdciok ellatdsaban, dontéen, amennyiben autoldog megoldds nem
lehetséges. Mindazonaltal, az elmult két évtizedben, a xenograftok (&ltaldban borju
pericardiumbdl szarmazdak) bekeriiltek a rutin klinikai felhasznalasba, nemcsak a septicus, de
az asepticus cardiovascularis sebészetben is. Mig a homograftok, legyen sz6 artériar6l vagy
vénardl, tobbféle lokalizdcioban hasznélatosak bypass graftként (akar aortoiliacalis, vagy
femoro-distalis elhelyezkedésben), a xenograftok majdnem kizardlag az arteriotomiak
zéarasahoz sziikséges foltként keriilnek felhasznél4sra, példaul a carotis sebészetben.>¢

A xenograftoknak tobb eldnyiik is van a szintetikus graftokkal szemben: jobb
kezelhetdség, magas rezisztencia a fertdzésekkel és ujrafertézédésekkel szemben, minimalis
vérzési tendencia a varratvonalban, valamint a korlatlan elérhetéség.’ Ezek az eldnyok
azonban jelenleg csak a tapasztalatokon és nem klinikai bizonyitékokon alapulnak.’

A jelenleg kereskedelmi forgalomban elérheté foltok decellularizaldsa glutaraldehiddel
torténik, €s rendszerint borju pericardiumbdl szarmaznak.

Szamos publikacié taldlhatd a pericardium xenograftok sikeres felhasznaldsar6l a
septicus érsebészetben, azonban az aorta descendens és infrarenalis szakaszanak potlasaval
kapcsolatos tapasztalatok ezen graftok vonatkozasaban elég korlatozottak.**

Mcmillan és munkatarsai igen magas sikerardnyrdl szamolnak be kozleményiikben. 51 beteg
esetében végeztek az inguinalis régioban kialakult septicus PTFE graft miatt folteltavolitést,
majd ezt borju pericardium folttal helyettesitették. 2.1 éves atlagos utdnkovetés soran 50
betegnél értek el teljes fertdzésmentességet.*’

A fertdzott aortagraftok helyettesitésére borju pericardiumbol, sajat keziileg készitett graftok
hasznalata johet széba, melynek alkalmazasaval kapcsolatban biztatdé eredményekrdl
szamolnak be.

Dulbecco és csapata egy sikeres esetet kozol, amelyben a fertdzott graftot egy borju
pericardiumbél készitett aorto-bifemoralis grafttal pétoltak.*6

Czerny és munkatarsai septicus aorta protézis hatékony kezelésérOl irnak. A 15 beteget
magaba 6lelé anyagban, a fertézott graft eltavolitasat kovetden az érpalya folytonossagat egy
sajat maguk altal, xenopericardiumbdl készitett tubussal allitottdk helyre. 24 hénapos atlagos
utdnkovetés soran 100%-os infekcié és reinfekciomentességet értek el.*’

Lutz és munkatarsai 13 esetben végeztek kézzel varrott borju pericardium xenoprothesissel in
situ graftcserét az aorta descendens vagy infrarenalis szakaszan kialakult aortagraft
fert6zésének kezelésére. A technikai siker 100%-os volt, és az esetek 75%-4ban értek el teljes

gyogyulédst €s az infekcid szandlasat. A 9 honapos 4dtlagos utdnkovetés sordn a beiiltetett
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graftok mindegyike nyitva maradt, reinfekci6 2 esetben alakult ki, azonban a haldlozési arany
meglehetésen magas, 41.7% volt.

Nem mehetiink el emlités nélkiil a legijabb fejlesztésii bioszintetikus graftok mellett
sem. Ezen graftok fala egy poliészter halobdl és az azt Osszekotd juh-kollagénbdl all. Ezen
bioszintetikus graftok szintén alkalmazhatdak septicus graftok poétlasara, amennyiben autolog
megoldas nem jon szoba, azonban aruk jelenleg igen magas. A kezdeti klinikai kisérletezések
kedvezd eredményekrdl, alacsony reinfekcids ratarél szdmolnak be. #3490 Topel és tdrsai
septicus infrainguinalis graft pétlasara hasznaltdk a bioszintetikus (Omniflow II) graftot
munkéikban, reinfekcié nem alakult ki az utankovetések soran.*®*° Ezzel szemben Krasznaiék
fertdzott aortagraftot potoltak Omniflow II grafttal, 3 esetbdl egy betegnél alakult ki

reinfekci6.>?

sz 2

késé1 komplikaciok elkeriilése érdekében szdmos experimentélis probalkozast talalunk a
vonatkozé szakirodalomban, amellyel a decellularizalt graftok tartéssagat kivantik
megnovelni. Probdlkoztak keresztkotésekkel stabilizdlni az ECM kollagénstruktirajat az
aneurysmatikus degenerdcié megel6zése reményében, heparint kotni a graft luminalis
felszinéhez, vagy beboritani azt endotelidlis sejtekkel a trombotikus okklizié vagy intimalis
hyperplasia elkeriilése érdekében.*¢71111 Azonban mindezen folyamatok nem jelentettek

jelentds javulast a hosszutava kimenetelben.

Sajat anyagunkban decellularizilt biolégiai aortagraftokat alkalmaztunk implanticio
céljara. Kisérletiink els0 szakaszdban sertés aortagraftok allotranszplantacidjat, masodik
aortijjaba. Mindkét kisérletsorozatrél elmondhatjuk, hogy kivald kozéptavi eredményeket
kaptunk. A graftok, legyen sz6 a sejtmentesitett sertés vagy juhgraftrol, sebészileg knnyen
kezelhetdek, mechanikailag megteleloek és varrhatéak voltak, az Oltések jol tartottak, a
varratvonalakban szignifikdns vérzés nem Iépett fel, a kirekesztések oldasat kovetden a
pulzushullamot atvették, amely jol tovaterjedt a distalis, sajat érszakaszra. A perioperativ
id6szakban szovédményiink csak egy esetben 1épett fel, az allat posztoperativ ileusban exitalt.
A 6 honapos utankovetés soran egy szovodményiink alakult ki reocclusio miatt (juh-sertés
implantalt allatban), melynek hétterében sebésztechnikai hiba igazolodott. A masodik
miutéteket kovetéen mind a sertés-, mind a juhgraft esetében jol inkorporalt, jol pulzild

graftokat talaltunk, infekcidra, aneurysmatikus degeneraciora utald jelek nélkiil. Reocclusio a
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fent emlitett egy eset kivételével nem fordult eld. A szovettani képeken a két allatcsoportban
szintén azonos eredményeket kaptunk: a beiiltett graftszakaszokban az identikus sejtek
ismételt megjelenését lattuk, valamint folyamatos, szabdlyos, egyrétegli endothelium volt
megfigyelhetd a sajat és a beiiltett ér lumindlis felszinén is, intima hyperplasia nem alakult ki,
normadl rostszerkezetet €s djonnan megjelend, mitotikusan aktiv sejteket mutatott.
Leszogezhetjiik, hogy az utankovetésiink fél évet olelt at, hosszabb tavu alkalmazassal
eddig nincs tapasztalatunk. Huméan felhasznélds esetén a késoi, tobb éves kimenetele a
decellularizalt biol6giai xenograftok alkalmazisanak valdsziniileg hasonld lenne, mint azt
részleteztiilk a korabbi probalkozasok kapcsan, értem ezalatt a graftdegeneraciobdl adédo
kovetkezményeket. Azonban, a septicus érsebészetben valé alkalmazis célja, hogy
kihaszndlva a biol6giai anyagok fert6zésekkel szembeni jO ellendllasat, megsziintetve a
fert6zé goécot (a septicus graftot eltdvolitva), biztositsuk a végtagmentést, illetve javitsuk a
beteg tulélési esélyét, amikor mar egyéb lehetdség nincs a keziinkben. A fert6zés sikeres
eradicatiojat és teljes gydgyulast kovetden, amennyiben barmilyen komplikaci6 1épne fel, a

xenograft, akar elektiv ellatas keretein beliil, helyettesithetd és cserélhetd egy masik graftra.
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4.5. Kovetkeztetés

Mindkét kisérleti fazisban kivdlé eredményt tudtunk felmutatni, jelentdsebb
szovodmény nélkiil, melyet a hisztologia is alatdmasztott. Tanulmadnyunk 6 hoénapja soran
(mind az allo-, mind a xenotranszplantaci6 esetén), a j6l ismert, graft versus host reakcié altal
kivaltott implantatum degeneracid, és annak nemkivant kovetkezményei nem alakultak ki,
illetve nem voltak mikroszképosan sem kimutathatok. Mindezek alapjan azt mondhatjuk,
ismerve a bioldgiai graftok alkalmazasanak késoi kovetkezményeit, azonban figyelembe véve
rezisztencidjukat az infekcidkkal és reinfekciokkal szemben, hogy a decellularizalt
xenograftok, mint ,ultimum refugium” szolgilhatnak a septicus érsebészetben, a
muérgennyedéssel kezelt betegek ellatdsaban, amennyiben megfeleld autoldég graft vagy

alkalmas homograft nem elérhetd.
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5. Az értekezés eredményei

Az els6 kisérletsorozatban 4 fajta decellularizaciés moddszer Osszehasonlitasat
végeztiik sertés aortan, fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalatok, valamint mechanikai
tesztek fliggvényében.

Munkidnk masodik részében sertések infrarenalis aortijaba implantaltuk
decellularizaciot kovetden, elsé fazisban az eldkészitett sertés allo-, majd masodik fazisban
juh xenograftot. A tervezett 6 hoénapos utinkovetés utdn az eltdvolitott mintakat

makroszkopos és mikroszképos vizsgilatoknak vetettiik ala.

Fontos megfigyeléseink:

1. Igazoltuk, hogy a monofizisos decellularizacios moddszerek nem elegendbek a
teljes  sejtmentesség  eléréséhez a  kezelt szOvetekben, a  komplett
decellularizaciohoz a kiillonbozé mechanizmusi kezelések kombinéacidja
sziikséges.

2. Alatdmasztottuk azon ismert allitast, hogy az enzimatikus sejtmentesitd eljarasok
karosan befolyasolhatjdk az ECM rostszerkezetének integritasat.

3. Demonstraltuk, hogy a kiilonboz6 sejtmentesitési eljarasok nem befolyasoljak
jelentdsen a kezelt érgraftok mechanikai paramétereit.

4. Az altalunk legjobbnak bizonyult sejtmentesitési eljardssal kezelt graftok
megfelelnek a célkitlizésekben elvart sajatsdgoknak, igy az e mddszerrel
decellularizalt érgraftok alkalmasak lehetnek in vivo felhasznélasra.

5. Elsoként végeztiik el a korabbiakban effektivnek talalt metddussal decellularizalt
sertés allo-, és juh xenograftok end-to-end transzplantacigjat sertések infrarenalis
aortajaba, 6 honapos utankovetéssel.

6. Az allatkisérletes modellel, illetve az explantacidt kovetd vizsgalatokkal kapott
igen kedvezd eredmények megadjak az alapot, természetesen tovabbi fejlesztések,
vizsgalatok €s szoros utankovetés mellett, a bioldgiai érgraft késObbi human

kiprobalaséra.

49



6. Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom témavezetdimnek, Prof. Dr. Menyhei Gabornak és Dr. Jancs6 Gébornak,
hogy lehetdséget biztositottak szdmomra jelen kutatds elvégzéséhez, valamint a munkidm
sordn tanusitott tamogatasukért és nélkiilozhetetlen szakmai segitségiikért.

Kiilon koszonettel tartozom a PTE AOK Sebészeti Oktaté és Kutatd Intézet
munkatarsainak, akiknek oOnzetlen és faradhatatlan segitsége nagyban hozzijarult munkdm
elkészitéséhez. A miitétek elvégzésében nyujtott segitségért Dr. Hardi Péter, Dr. Nagy Tibor,
Dr. Soltész Ingrid, Dr. Petrovics Laura, Dr. Varga Péter és Dr. Takécs 1ldiko kollégakat illeti
koszonet, kiilon kiemelve a miitdi személyzet: Jakabovics Adrienn, Spenglerné Atol Erika és
Maék Gabor hathatés kozremiikodését. Koszonom a labormunkalatok soran Fajtik Csilla és
Pazmandy Agnes, valamint Marton-Voros Kata adminisztrativ segitségét.

Szeretném megkdszonni Dr. Szekeres Gyorgynek a szovettani metszetek és Prof. Dr.
Seress Laszlonak az elektronmikroszkdpos leletek kiértékelésében nytjtott segitségét.

Koszénom a PTE KK Ersebészeti Klinika valamennyi dolgozéjanak barati
tdmogatésat.

Végiil, de nem utolsésorban, halas koszonettel tartozom csalddomnak, feleségemnek
és kislanyomnak, a munkdm sordn tanudsitott mérhetetlen tiirelmiikért, és odaado

tamogatasukért.

50



7. Irodalomjegyzék

! Szilagyi DE, Smith RF, Elliott JP, Vrandecic MP. Infection in arterial reconstrustion with
synthetic grafts. Ann Surg. 1972 Sep;176(3):321-33.

2 Acsady Gy, Nemes A. Az érsebészet tankonyve. Medicina. 2007

3 Fitzpatrick JC, Clark PM, Capaldi FM. Effect of decellularization protocol on the
mechanical behavior of porcine descending aorta. Int J Biomater. 2010, vol. 2010

4 Xiong Y, Chan WY, Chua AW, Feng J, Gopal P, Ong YS, Song C. Decellularized porcine
saphenous artery for small-diameter tissue-engineered conduit graft. Artif Organs. 2013
Jun;37(6):74-87.

5 1. Topel, C. Uhl, I. Ayx, M. Steinbauer: Xenografts in septic vascular surgery.
Gefasschirurgie. 2016 (Suppl2); 21:55-58

6 Gilbert TW, Sellaro TL, Badylak SF. Decellularization of tissues and organs. Biomaterials
2006 Jul; 27(19): 3675-3683.

7 Conklin BS, Richter ER, Kreutziger KL, Zhong DS, Chen C. Development and evaluation
of a novel decellularized vascular xenograft. Med Eng Phys. 2002 Apr;24(3):173-183.

8 Nemes A, Acsady G, Fraefel W, Lichti H, Monos E, Oertli R, Somogyi E,
Sétonyi P. Application of a vascular graft material (Solcograft-P) in experimental
surgery. Biomaterials. 1985;6(5):303-311.

9 Schroder A, Imig H, Peiper U, Neidel J, Petereit A. Results of a bovine collagen
vascular graft (Solcograft-P) in infra-inguinal positions. Eur J Vasc Surg.
1988;2(5):315-321.

10 Upadhyay RK. Role of biological scaffolds, hydro gels and stem cells in tissue regeneration
therapy. Adv Tissue Eng Regen Med Open Access. 2017;2(I):121-135.

' Crapo PM, Gilbert TW, Badylak SF. An overview of tissue and whole organ
decellularization processes. Biomaterials. 2011 Apr;32(12):3233-3243.

51



12Colaco M, Atala A. The future of transplant biology and surgery. Interdisciplinary
Medicine; 2014.

13 Badylak SF. Xenogeneic extracellular matrix as a scaffold for tissue reconstruction.
Transplant Immunol 2004;12:367-77.

14 Kolker AR, Brown DJ, Redstone JS, Scarpinato VM, Wallack MK. Multilayer
reconstruction of abdominal wall defects with acellular dermal allograft (AlloDerm) and
component separation. Ann Plast Surg 2005;55:36-41.

5 Chen F, Yoo JJ, Atala A. Acellular collagen matrix as a possible ,,off the shelf” biomaterial
for urethral repair. Urology 1999;54:407-10.

16 Lee MS. GraftJacket augmentation os chronic Achilles tendon ruptures. Orthopedics
2004;27:151-3.

17 Dellgren G, Eriksson M, Brodin LA, Radegran K. The extended Biocor stentless aortic
bioprosthesis. Early clinical experience. Scand Cardiovasc J 1999;33:259-64.

'8 Weymann A, Radovits T, Schmack B, Korkmaz S, Li S, Chaimow N, Pitzold I, Becher
PM, Hartyanszky I, So6s P, Merkely G, Németh BT, Istok R, Veres G, Merkely B, Terytze K,
Karck M, Szab6 G. Total aortic arch replacement: superior ventriculo-arterial coupling with
decellularized allografts compared with conventional prostheses. PLoS One. 2014 Jul 31;9(7)

1 Weymann A, Schmack B, Okada T, So6s P, Istok R, Radovits T, Straub B, Barnucz E,
Loganathan S, Pitzold I, Chaimow N, Schies C, Korkmaz S, Tochtermann U, Karck M,
Szab6 G. Reendothelization of human heart valve neoscaffolds using umbilical cord-derived
endothelial cells. Circ J. 2013;77(1):207-216.

2 Giusti S, Bogetti ME, Bonafina A, Fiszer de Plazas S. An improved method to obtain a
soluble nuclear fraction from embryonic brain tissue. Neurochem Res 2009;34(11):2022-9.

21 Cox B, Emili A. Tissue subcellular fractionation and protein extraction for use in mass-
spectometry-based proteomics. Nat Protoc 2006;1(4).1872-8.

2 Seddon AM, Curnow P, Booth PJ. Membrane proteins, lipids and detergents: not just a soap
opera. Biochim Biophys Acta 2004;1666:105-17.

52



2 Alhamdani MS, Schroder C, Werner J, Giese N, Bauer A, Hoheisel JD. Single-step
procedure for the isolation of proteins at near-native conditions from mammalian tissue for
proteomic analysis on antibody microarrays. J Proteome Res 2010;9(2):963-71.

2 Meyer SR, Chiu B, Churchill TA, Zhu L, Lakey JR, Ross DB. Comparison of aortic valve
allograft decellularization techniques in the rat. ] Biomed Mater Res A 2006;79(2):254-62.

» Grauss RW, Hazekamp MG, Oppenhuizen F, van Munsteren CJ, Gittenberger-de Groot AC,
DeRuiter MC. Histological evaluation of decellularised porcine aortic valves: matrix changes
due to different decellularisation methods. Eur J Cardiothorac Surg 2005;27:566-71.

26 Dahl SL, Koh J, Prabhakar V, Niklason LE. Decellularized native and engineered arterial
scaffolds for transplantation. Cell Transplant 2003;12:659-66.

2 Woods T, Gratzer PF. Effectiveness of three extraction techniques in the development of a
decellularized bone-anterior cruciate ligament-bone graft. Biomaterials 2005;26:7339-49.

2 Lumpkins SB, Pierre N, McFetridge PS. A mechanical evaluation of three decellularization
methods in the design of a xenogenic scaffold for tissue engineering the temporomandibular
joint disc. Acta Biomater 2008;4(4):808-16.

» Kasimir MT, Rieder E, Seebacher G, Silberhumer G, Wolner E, Weigel G, et al.
Comparison of different decellularization procedures of porcine heart valves. Int J Artif
Organs 2003;26(5):421-7.

¥ Yang M, Chen CZ, Wang XN, Zhu YB, Gu YJ. Favorable effects of the detergent and
enzyme extraction method for preparing decellularized bovine pericardium scaffold for tissue
engineered heart valves. J] Biomed Mater Res B Appl Biomater 2009;91(1):354-61.

31'Yang B, Zhang Y, Zhou L, Sun Z, Zheng J, Chen Y, et al. Development of a porcine
bladder acellular matrix with well-preserved extracellular bioactive factors for tissue
engineering. Tissue Eng Part C Methods 2010;16(5):1201-11.

32 Wilson WR, Bower TC, Creager MA, Amin-Hanjani S, O’Gara PT, Lockhart PB,
Darouiche RO, Ramlawi B, Derdeyn CP, Bolger AF, Levison ME, Taubert KA, Baltimore
RS, Baddour LM. Vascular Graft Infections, Mycotic Aneurysms and Endovascular

Infections: A Scientific Statement from the American Heart Association. Circulation.
2016;134:e412-e460.

53



33 Young RM, Cherry KJ Jr, Davis PM, Gloviczki P, Bower TC, Panneton JM, Hallett JW Jr.
The results of in situ prosthetic replacement for infected aortic grafts. Am J Surg. 1999
Aug;178(2):136-140.

3 Bandyk DF, Novotney ML, Johnson BL, Back MR, Roth SR. Use of rifampin soaked
gelatin-sealed polyester grafts for in situ treatment of primary aortic and vascular prosthetic
infections. J Surg Res. 2001 Jan;95(1):44-49.

3 Bandyk DF, Novotney ML, Back MR, Johnson BL, Schmacht DC. Expanded application of
in situ replacement for prosthetic graft infection, J Vasc Surg. 2001 Sep;34(3):411-419.

¢ Nagy Z, Olah Z, Kokai J, Molnar AB, Laczké A, Szab6 GV, Juhasz V, Garbaisz D, Berczeli
M, Sztupinszky Z, Szeberin Z. Role of the homograft bypass in extremity inferior’s
reconstructions. Magy Seb. 2017 Mar;70(1):5-12.

37 Carrel A. Heterotransplantation of blood vessels preserved in cold storage. J Exp Med.
1907;9(2):226-228.

33 Dubost C, Allary M, Oeconomos N. Treatment of aortic aneurysms; removal of the
aneurysm; re-establishment of continuity by grafts of preserved human aorta. Mem Acad
Chir. 1951;77:381-3.

39 Cervantes J. Reflections on the 50th anniversary of the first abdominal aortic aneurysm
resection. World J Surg. 2003 Feb;27(2):246-8.

4 Barner HB, DeWeese JA, Dale WA, Mahoney EB. Aneurysmal degeneration of
femoropopliteal arterial homografts. JAMA. 1966;196:631-634.

# Knox WG, Miller RE. Long-term appraisal of aortic and arterial homografts implanted in
years 1954-1957. Ann Surg. 1970;172:1076-1078.

# Szilagyi DE, Rodriguez FJ, Smith RF, Elliott JP. Late fate of arterial allografts. Observation
6 to 15 years after implantation. Arch Surg. 1970;101:721-733.

54



4 Salacinski HJ, Goldner S, Giudiceandrea A, Hamilton G, Seifalian AM, Edwards A, Carson
RJ. The mechanical behavior of vascular grafts: a review. J Biomater Appl. 2001
Jan;15(3):241-278.

# Lutz B, Reeps C, Biro G, Knappich C, Zimmermann A, Eckstein HH. Bovine Pericardium
as New Technical Option for in situ Reconstruction of Aortic Graft Infection. Ann Vasc Surg.
2017 May;41:118-126.

 McMillan WD, Leville CD, Hile CN. Bovine pericardial patch repair in infected fields. J
Vasc Surg. 2012 Jun;55(6):1712-1715.

% Dulbecco E, Camporrotondo M, Blanco G, Haberman D. In situ reconstruction with bovine
pericardial tubular graft for aortic graft infection. Rev Bras Cir Cardiovasc. 2010;25(2):249-
252.

4 Czerny M, von Allmen R, Opfermann P, Sodeck G, Dick F, Stellmes A, Makaloski V,
Bithlmann R, Derungs U, Widmer MK, Carrel T, Schmidli J. Self-made pericardial tube graft:

a new surgical concept for treatment of graft infections after thoracic and abdominal aortic
procedures. Ann Thorac Surg. 2011 Nov;92(5):1657-1662.

“8 Topel I, Betz T, Uhl C, Wiesner M, Brockner S, Steinbauer M. Use of biosynthetic
prosthesis (Omniflow II®) to replace infected infrainguinal prosthetic grafts-first results.
Vasa. 2012 May;41(3):215-20.

“Topel I, Stigler T, Ayx 1, Betz T, Uhl C, Steinbauer M. Biosynthetic Grafts To Replace
Infected Prosthetic Vascular Bypasses: A Single-Center Experience. Surg Infect (Larchmt).
2017;18(2):202-205.

0 Krasznai AG, Snoeijs M, Siroen MP, Sigterman T, Korsten A, Moll FL, Bouwman LH.
Treatment of aortic graft infection by in situ reconstruction with Omniflow II biosynthetic
prosthesis. Vascular. 2016 Dec;24(6):561-566.

55



8. Kozlemények

Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemény:

Fazekas G, Benkd L, Kasza G, Arat6 E, Sinay L, Javor S, Nagy T, Hardi P, Kollar L, Jancs6
G, Menyhei G: Histological and Mechanical Assessment of Decellularized Porcine Biografts,
and Its Biological Evaluation following Aortic Implantation during Mid-Term Follow-Up.

J Vasc Res. 2018;55:287-298 (IF: 1,855)

Egyéb publikaciok:

Fazekas G, Kasza G, Arat6 E, Sinay L, Vadasz G, Fiizi A, Hardi P, Benkd L, Nagy T, Jancs6
G, Menyhei G. Cerebral hyperperfusion syndrome and blood pressure control.
Orv Hetil. 2015 Jun 28;156(26):1049-53. (IF: 0,291)

Nagy T, Kovécs V, Hardi P, Veres TG, Takécs I, Jancs6 G, Sinay L, Fazekas G, Pintér O,
Arat6 E. Inhibition of Glutathione S-Transferase by Ethacrynic Acid Augments Ischemia-
Reperfusion Damage and Apoptosis and Attenuates the Positive Effect of Ischemic
Postconditioning in a Bilateral Acute Hindlimb Ischemia Rat Model.

J Vasc Res. 2015;52(1):53-61. (IF: 2,186)

Jancso G, Arat6 E, Hardi P, Nagy T, Pintér O, Fazekas G, Takacs I, Menyhei G, Kollar L,
Sinay L. Controlled reperfusion decreased reperfusion induced oxidative stress and evoked
inflammatory response in experimental aortic-clamping animal model.

Clin Hemorheol Microcirc. 2016 Sep 12;63(3):217-34. (IF: 1,679)

Nagy T, Hardi P, Takéacs 1, Téth M, Petrovics L, Jancsé G, Sinay L, Fazekas G, Pintér 0,
Araté E. Pentoxifylline Attenuates the local and Systemic Inflammatory Response After

Infrarenal Abdominal Aortic Ischemia-Reperfusion. Clin Hemorheol Microcirc.
2017;65(3):229-240. (IF: 1,914)

Hardi P, Nagy T, Fazekas G, Arat6 E, Menyhei G, Sétil6 Jr. G, Vecsernyés M, Pintér 0,
Takécs I, Bohonyi N, Jancsé G. Sodium Pentosan Polysulfate Reduced Renal Ischemia-

Reperfusion-Induced Oxidative Stress and Inflammatory Responses in an Experimental
Animal Model. J Vasc Res. 2016;53:230-242 (IF: 1,759)

56



Fontanini DM, Fazekas G, Vallus G, Juhisz Gy, Varadi R, Kovesi Zs, Kolossvary M,
Szeberin Z. Thoracic aortic stentgraft implantations in Hungary from 2012 to 2016. Orv Hetil.
2018;159(2):53-57. (IF: 0,564)

Aratd E, Kasza G, Sinay L, Benk6 L, Fazekas G, Hardi P, Fiizi A, Nagy T, Masoud S, Jancs6
G, Kollar L, Menyhei G. Endovascular treatment of subclavian artery pseudoaneurysm as a
delayed complication after surgery for aorto-bifemoral graft infection. Magy Seb. 2012

Jun;65(3):92-6.

T. Nagy, G. Kasza, L. Sinay, L. Benkd, G. Fazekas, P. Hardi, G. Jancs6, 1. Szelechman, H.
Rebeka, G. Menyhei, L. Kollar, E. Arat6. Das posttraumatische Pseudoaneurysma der A.
ulnaris und seine operative Versorgung — eine Fallbeschreibung. PERFUSION 2014;27:200-
203.

Arat6 Endre, Kasza Gabor, Sinay Laszl6, Benko Laszl6, Fazekas Gabor, Hardi Péter, Fiizi
Arpéd, Nagy Tibor, Jancs6 Gabor, Gadacsi Melinda, Javor Szaniszl6, Vadasz Gergd, Rebeka
Hughes, Menyhei Gabor. Az artéria ulnaris poszttraumas alaneurysméja és annak miitéti
ellatasa. Erbetegségek 2014/4:144-147.

Szelechman I, Jancs6é G, Vadasz G, Kasza G, Sinay L, Fazekas G, Hardi P, Nagy T, Benkd
L, Gadéacsi M, Lima N, Menyhei G, Arat6 E. Dilemmas of the reconstruction of the major
pelvic artery due to infectious aortic graft complication. Magy Seb. 2015 Feb;68(1):12-7.

Holczer L, Menyhei G, Kasza G, Arat6 E, Fiizi A, Hardi P, Fazekas G, Benko L, Kollar L.
Hibrid als6 végtagi rekonstrukciok kozéptavi eredményeinek elemzése.
Erbetegségek 2009/4:109-112.

Absztraktok:

Fazekas Gabor: Endoszkopos thoracalis sympathectomidval szerzett tapasztalataink.
Erbetegségek, XVII. évfolyam, 2010/Suppl.

Fazekas Gabor: Az als6 végtagi kritikus ischaemia endovascularis modszerrel torténd
kezelése kapcsan szerzett tapasztalataink diabeteses €s nem diabeteses betegekben.
Erbetegségek, X VIII. évfolyam, 2011/Suppl. 2.

57



Fazekas G; Arat6 E; Kasza G; Sinay 1; Jancsé G; Hardi P; Benk6 L; Vadasz G; Gadacsi M;
Javor Sz; Kollar L; Menyhei G. Perioperativ tenzidkontroll €s carotis endarterectomiat koveto
hyperperfusids szindroma. Erbetegségek, XX. évf. 4. szam, 2013/4.

Hardi Péter, Nagy Tibor, Veres Gyongyvér Tiinde, Kovacs Viktéria, Fazekas Gabor, Pintér
Ors, Nagy Agnes, Kovacs Sandor, Szelechman Il1diko, Szekeres Eszter, Takacs Veronika,
Bognér Laura, Jancs6 Gabor. Vese iszkémias karosodasok csokkentése penthosan polysulfate
natrium (PPSN) adésaval allatkisérletes modellben. MAGYAR SEBESZET 67:(3) p. 166-
167. (2014)

Hardi Péter, Nagy Tibor, Fazekas Gabor, Pintér Ors, Nagy Agnes, Vecsernyés Moénika, Ifj.
Sétalé Gyorgy, Szelechman Il1diko, Szekeres Eszter, Bognar Laura, Arat6é Endre, Jancsé
Gabor: Pentozan-poliszulfat-natrium hatisa vese ischaemias-reperfizids karosodaséara
allatkisérletes modellben. MAGYAR SEBESZET 68:(3) p. 113. (2015)

Nagy Tibor, Téth Ménika, Hardi Péter, Nagy Agnes, Bognar Laura, Szelechman I1diké,
Sarvari Katalin, Pintér Ors, Fazekas Gabor, Jancsé Gabor, Araté Endre: Az endogén
antioxidans glutation S-transzferaz etakrinsavval torténd gatlasa sulyosbitja az ischaemia-
reperfizids karosodasokat és csokkenti a posztkondicionélds védohatasat alsé végtagi akut
ischaemias patkanymodellen. MAGYAR SEBESZET 68:(3) p. 114. (2015)

Fazekas Gabor, Nagy Tibor, Hardi Péter, Kasza Gabor, Arat6 Eqdre, Jancs6 Gabor, Menyhei
Gabor: Decellularizilt sertés biograft vizsgdlata. MAGYAR SEBESZET 68:(3) p. 132. (2015)

Szekeres Eszter, Vastag Fanni, Nagy Tibor, Fazekas Gabor, Hardi Péter: Az atherosclerosis
altal okozott ischaemids karosodasok lehetséges kovetkezményeinke bemutatasa egy klinikai
eset tiikkrében. MAGYAR SEBESZET 68:(3) p. 140. (2015)

Szelechman 1ldik6, Jancsé Géabor, Vadasz Gergely, Kasza Gabor, Sinay Lasz16, Fazekas
Gabor, Hardi Péter, Nagy Tibor, Benk6 Laszl6, Gadacsi Melinda, Lima Nikoletta, Menyhei
Gabor, Arato Endre: A medencei verdér helyredllitasanak dilemmai szeptikus aortagraft esete
kapcsan. MAGYAR SEBESZET 68:(3) p. 141. (2015)

58



Fazekas Gabor, Nagy Tibor, Hardi Péter, Arat6 Endre, Menyhei Gabor, Jancs6 Gébgr:
Decellularizalt bioérgraft vizsgalata xenotranszplantaciot kovetéen. MAGY AR SEBESZET
70(3) p. 270. (2017)

To6th Ménika, Hardi Péter, Takécs I1diko, Petrovics Laura, Jancs6 Gébor, Sinay Lasz106,
Fazekas Gabor, Arat6 Endre, Pintér Ors, Nagy Tibor: A pentoxifillin szerepe ischaemids-
reperfizids karosodasokban kétoldali akut hats6 végtagi ischaemia patkanymodelljében.
MAGYAR SEBESZET 70(3) p. 257. (2017)

Fazekas Gabor, Benko Lasz16, Fiizi Arpéd, Sinay Laszl6, Araté Endre, Kasza Géabor, Hardi
Péter, Jancs6 Gabor, Menyhei Gabor: Cerebralis hyperperfusios syndroma carotis
thrombendarteriectomiat kovetéen. MAGY AR SEBESZET 67:(2) p. 82. (2013)

Fazekas Gabor, Kasza Gabor, Benko Laszl6, Gadacsi Melinda, Aratd Endre, Menyhei
Gabor: Stent graft implantaciot kovetd szeptikus szovodmény sikeres ellatasa. Erbetegségek,
XXIV. évfolyam 2. szam, 2017/2.

Fazekas Gabor, Benk6 Laszl6, Kasza Gabor, Vadasz Gergely, Mepyhei Gabor: Negativ
nyomasterapia, mint Uj lehetdség a szeptikus graftok kezelésében. Erbetegségek, XX V1.
évfolyam 2. szam, 2019/2.

El6adasok:

Fazekas Gabor: Endoszkdpos thoracalis sympathectomidval szerzett tapasztalataink.
Fiatal Angiologusok VII. Orszagos Foruma 2010., Balatonkenese

Fazekas Gabor: Az alsé végtagi kritikus ischaemia endovascularis médszerrel torténd
kezelése kapcsan szerzett tapasztalataink diabeteses €s nem diabeteses betegekben.
Magyar Angioldgiai és Ersebészeti Tarsasag Kongresszusa 2011., Budapest

13. Pécsi Intervencids Radioldgiai Szimp6zium 2013., Pécs

59



Fazekas Gabor, Benko Lasz16, Fiizi Arpéd, Sinay Laszl6, Araté Endre, Kasza Géabor, Hardi
Péter, Jancsé Géabor, Menyhei Gabor: Cerebralis hyperperfusios syndroma carotis
thrombendarteriectomiat kovetden.

Magyar Sebész Tarsasag Kisérletes Sebészeti Szekcid XXIV. Kongresszusa 2013., Debrecen
Magyar Sebész Tarsasag Dél-Dunantili Szekcidjanak Kongresszusa 2013., Mohacs

Fazekas G, Arat6 E, Kasza G, Sinay L, Jancsé G, Hardi P, Benkd L, Vadasz G, Gadacsi M,
Javor Sz, Kollar L, Menyhei G: Perioperativ tenzidkontroll és carotis endarterectomiat kovetd
Hyperperfuiziés Szindroéma.

Magyar Angioldgiai és Ersebészeti Tarsasag Kongresszusa 2013., Pécs

Fazekas Gabor, Nagy Tibor, Hardi Péter, Kasza Gabor, Arat6 Endre, Jancs6 Gabor, Menyhei
Gabor: Decellularizalt sertés biograft vizsgalata.
Magyar Sebész Tarsasag Kisérletes Sebészeti Szekcido XXV. Kongresszusa 2015., Pécs

Fazekas Gabor, Kasza Gabor, Benkd Laszl6, Gadacsi Melinda, Araté Endre, Menyhei
Gabor: Stent graft implantaciot kovetd szeptikus szovédmeny sikeres ellatasa.
Magyar Angioldgiai és Ersebészeti Tarsasag Kongresszusa 2017., Szombathely

Fazekas Gabor, Nagy Tibor, Hardi Péter, Arat6 Endre, Menyhei Géabor, Jancs6 Gébor:
Decellularizalt bioérgraft vizsgalata xenotranszplantaciot kovetden.

Magyar Sebész Tarsasag Kisérletes Sebészeti Szekcié XXVI. Kongresszusa 2017.,
Herceghalom

Fazekas Gabor, Benk6 Laszld, Kasza Gébor, Vadasz Gergely, Menyhei Géabor:
Negativ nyomasterapia, mint 4j lehetdség a szeptikus graftok kezelésében.
Magyar Angioldgiai és Ersebészeti Tarsasag Kongresszusa 2019., Balatonfiired

Gabor Fazekas, Gibor Menyhei:

What is the optimal timing of carotid endarterectomy in symptomatic patients
Amerikai Magyar Orvosszovettség (HMAA) Magyar Tagozatanak Konferenciija,
Balatonfiired, 2015. (felkért el6adas)

60



