MAGDALENA GEWARTOWSKA

NOWA METODA PRZECHOWYWANIA
W BEZWODNYM CHLORKU SODU

NACZYN TETNICZYCH DO PRZESZCZEPIENIA

ZESPOL KLINICZNO-BADAWCZY CHIRURGII TRANSPLANTACYJNEJ ORAZ
ZESPOL KLINICZNO-BADAWCZY EPIGENETYKI CZLOWIEKA
INSTYTUT MEDYCYNY DOSWIADCZALNEJ I KLINICZNEJ

IM. M. MOSSAKOWSKIEGO PAN

ROZPRAWA DOKTORSKA PRZYGOTOWANA POD KIERUNKIEM

PROF. DR HAB. N. MED. WALDEMARA L. OLSZEWSKIEGO

WARSzAWA 2014



Sktadam serdeczne podziekowania mojemu Promotorowi,
Profesorowi Waldemarowi Olszewskiemu za opieke merytoryczng,

przekazang mi wiedze i poSwiecony czas

Dr hab. Malgorzacie Frontczak - Baniewicz za pokazanie mi

swiata mikroskopii elektronowej i cenne wskazowki

Dr hab. Hannie Gatkowskiej za pomoc

przy pracy nad manuskryptem

Wspolpracownikom

Z Zespotu Kliniczno-Badawczego Epigenetyki Czlowieka,
Zespotu Kliniczno-Badawczego Chirurgii Transplantacyjnej oraz
Srodowiskowego Laboratorium Mikroskopii Elektronowej

za pomoc w badaniach, wsparcie i milg atmosfere pracy



Praca finansowana byla ze $rodkow projektu badawczego MNISW
NN 404 197037 pt. ,,Przechowywanie allogenicznych tegtnic do przeszczepow
I przetok dializacyjnych - metoda, ocena struktury i funkcji”, realizowanego
w latach 2009-2013.



Spis tresci

N 0] 8 (et T PP P PR 5
Wykaz SKIOtOW UZYWanYCh W PTACY ..veviivviiiiiieiiiiie ittt snee e 7
WYKAZ TADE] ... et a et re e re e 9
LTV o | USRS 10
ZAlOZENIA PIACY ....cuviieitieitiite ettt ettt b e e bR e bt b e n e nne s 14
R ] 1= o BT PP P TR 16
1.1  Miazdzyca ZaroStOWa tENIC........ervirririieiiiee et 16
1.1.1  Metody postegpowania w przypadku miazdzycy tetnic............cooevvrivrrnennnn 18

1.2 Rodzaje przeszczepOw NacZyNIOWYCH .......cccvviiiiiiiiiiiiierie e 19
1.2.1  Sztuczne Protezy NACZYNIOWE.........eccuerreeireeieiiesieeiteeeeseestesaesraesreeeesreeaneens 19
1.2.2  Przeszczepy biologiczne autologiCZNe ...........ccccvveveiieieeie e, 21
1.2.3  Przechowywane przeszczepy biologiCzZNe.........ccoovvevevveiiiiie i, 23
1.2.4  Prdby rozwigzania problemu przechowywania i immunogennosci tetnic .... 27

2 GBI PIACY ..ottt 29
3 MaALETIATY .. 30
3.1 MOAEl DAJAWEZY ....c.veiieiieieee e 30
3.1.1  PrzeSzCzep OrtOtOPOWY ......ccveiieeiirieeiieeiesiee et 30
3.1.2  Przeszczep POASKOTNY....ccueiiiiiiiieiiiiiee e 30

3.2 Grupy doSwiadczalne.........covciiiiiiiiiiiiii s 31
3.2.1  PrzeszCzep OrtOtOPOWY .....ccoiuiiiiiiieiiiieiiieesiieesieeessbeesssbeesssneesssnessnssessseee s 31
3.2.2  Przeszczep podSKOINY......ccocciiiiiiiiiiiiiiiii e 33

4 Metodyka badan ........cocoviiiiiii e 34
4.1  Technika pobierania aorty piersiowej 0d dawCy. .........cccceererererenieneneseneeeens 34
4.2  Metoda przechowywania aorty do przeszCzepienia.........cccceververenerieneseeieennens 34
4.3 Procedura UWAANTANIA . .......c.curreieirrierieieie e 34
4.4  Technika przeszczepiania ortotopowego aorty brzusznej..........cccceceevvevveceiinenen, 35
4.5 Technika przeszczepiania podskornego aorty brzusznej .........ccooevvvveiieiiiinennn, 36
4.6  Ocena wytrzymato$ci mechanicznej aort..........ccooovvvviiiiiiiiinin i 36
4.7  Ocena IMMmMUNOZENNOSCT A0TT.....ccuviiiiieiiieiiiie et s 37
4.7.1  Ocena immunogennosci aort po przeszczepieniu ortotoOpoOwWym ................... 37
4.7.2  Ocena immunogenno$ci aort po przeszczepieniu podskornym..................... 37

4.8  Barwienia hiStOlOgICZNE Q0NT..........coiiiiiiieieiese s 37

4.9  Znakowania immunohistochemiczne aort do analizy w mikroskopie swietlnym 37
4.10 Ocena parametrow morfologicznych przeszczepionej ortotopowo aorty i naciekow

KOMOTKOWYCR. ... 40

411 Przygotowanie materiatu do analizy w mikroskopie elektronowym ................ 42
412  Analiza statystyczna otrzymanych WyniKOW ...........coovvvveiiiniieniininiseseeenns 42

D VWYKot 44
5.1 Ocena makroskopowa przeszczepionych ortotOpoOWO a0rt..........cccvvvvrvriereeeennn 44



5.2 Budowa morfologiczna aort kontrolnych przed przeszczepieniem. ..................... 46
5.3 Budowa morfologiczna aort po przechowywaniu w NaCl przed

PIZESZCZEPIENIEITL. ...ttt bttt b bbbt 46
5.3.1 Ocena obwodu warstwy wewngetrznej pokrytej srodbtonkiem naczyniowym
a0rt Przed PrzeSZCZEPIENIEM .. ......civeieeiie e ese e s e e e sre e sreesae e snes 47

5.3.2  Ocena grubosci warstwy wewnetrznej, sSrodkowej 1 zewngtrznej w aortach
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu przed przeszczepieniem.... 48

5.3.3  Liczba komodrek migsniowych w warstwie SrodKOwej. .........ccoooverviiiinennne, 49
5.4  Budowa morfologiczna aort przeszczepionych ortotopowo............c.cceevevevenennnn 50
5.4.1  Ocena obwodu warstwy wewngtrznej aort pokrytej srodbtonkiem
NACZYNIOWYM PO PrZESZCZEPIENIU ..vvvrerrerireeitieiesieeieeie e 50
5.4.2  Grubos¢ poszczegdlnych warstw aorty w zaleznos$ci od czasu
przechowywania, okresu po przeszczepieniu i uktadu doswiadczalnego ..... 54
5.4.3  Liczba komorek w warstwie STOAKOWE] ...cvevververiirieiieieienienie e 59
5.5 Budowa ultrastrukturalna aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu
I przeszczepionyCh OrtOtOPOWO. ........ecviiieiiecie et 63
56 Wytrzymato§¢€ mechaniczna @0rt ..........ceiveviiieiiiiiiieii e 68
5.7  Ocena immunogennos$ci aort przechowywanych w bezwodnym NacCl................ 70
5.7.1 Immunogenno$¢ aort zbadana po przeszczepieniu ortotopowym. ................ 70
5.7.2  Immunogenno$¢ aort przechowywanych w NaCl zbadana po przeszczepieniu
POASKOTILYIN L.ttt 80
I B )] (U ] T USRS RPS 85
7 POUSUMOWANIE. ...ttt sttt ettt sttt ettt st e bbb eeneene e e s 100
7.1  Aorty przechowywane, przed przeSzCzepieniemM ........ccccvevverveieeieerieseeseernennes 100
7.2 Aorty przechowywane, po PrzeSZCZEPIENIU. ........erverireeieriereriesie e sieseesieeeeeens 100
ST VAV 01 1o 1] USSR TORSRPRI 102
S & 3 11153 011§ (o177 o TSRS 103
R =Ry 07.4:1 o -SSR STPRSRRS 111
YU 0] 0= TP 114



Wykaz skrotow uzywanych w pracy

AAA (ang. abdominal aortic aneurysm) - t¢tniak aorty brzusznej
CABG (ang. coronary artery by-pass graft) - pomost aortalno-wienicowy

E2F - biatka tworzace rodzine czynnikow transkrypcyjnych regulujacych przejscie z fazy
G1 do fazy S w cyklu komorkowym

EDHF (ang. endothelium derived hiperpolarizing factor) - srédbtonkowy czynnik
hiperpolaryzujacy

EDRF (ang. endothelium-derived relaxing factor) - srodblonkowy czynnik rozszerzajacy

naczynia
EGF (ang. epidermal growth factor) - naskorkowy czynnik wzrostu
ET-1 (ang. endothelin-1) - endotelina-1

EVAR (ang. endovascular aneurysm repair) - wewnatrznaczyniowy zabieg naprawy

tetniaka aorty

FGF (ang. fibroblast growth factor) - czynnik wzrostu fibroblastow

HBGF (ang. heparin-binding growth factor) - czynnik wzrostu wiazacy heparyng
IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1) - insulinopodobny czynnik wzrostu-1
IL (ang. interleukin) - interleukina

INF-gamma (ang. interferon-gamma) - interferon gamma

LDL (ang. low density lipoprotein) - lipoproteiny o matej ggstosci

M-CSF (ang. macrofage colony stimulating factor) - czynnik stymulujgcy kolonie

makrofagdéw

MMP-2 (ang. matrix metalloproteinase-2) - metaloproteinaza macierzy

zewnatrzkomorkowej-2

MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase-9) - metaloproteinaza macierzy

zewnatrzkomorkowej-9
NFkappaB (ang. nuclear factor-kappaB) - czynnik jadrowy-kappaB

NO (ang. nitric oxide) - tlenek azotu



oxLDL (ang. oxidised low density lipoprotein) - zmodyfikowane oksydacyjnie

lipoproteiny o matej gestosci
PDGF (ang. platelet-derived growth factor) - ptytkopochodny czynnik wzrostu
PGI2 (ang. prostacyclin) - prostacyklina

PTCA (ang. percutaneous transluminal coronary angioplasty) - przezskoérna plastyka

naczyn wiencowych

TAA (ang. thoracic aortic aneurysm) - tetniak aorty piersiowej

TGF (ang. transforming growth factor) - transformujacy czynnik wzrostu
TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworu

tx syn - przeszczep wykonany w uktadzie syngenicznym (LEW do LEW)
tx allo - przeszczep wykonany w uktadzie allogenicznym (BN do LEW)

VASP (ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein) - fosfoproteina stymulujaca

wazodylatacje
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Zmiana miazdzycowa.

Schemat obliczen dla kazdej grupy doswiadczalne;.

Technika przeszczepu ortotopowego aorty brzusznej - schemat.

Schemat budowy aorty z uwzglednieniem sposobu dokonywania pomiarow.

Przyktadowe zdj¢cie aorty z wykonanymi w programie Cell pomiarami
parametréw morfologicznych i1 naciekow komoérkowych przeszczepionej
ortotopowo aorty.

Aorta zaraz po pobraniu (A) oraz przechowywana w bezwodnym NaCl
przez 3 miesigce (B); 6 miesiecy (C); i 10 miesiecy (D). Znakowanie
anty HI1S52, pow. x100.

Wielkos¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej srodbtonkiem przed
1 po przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu (wyrazona
w procentach).

Grubo$¢ poszczegdlnych warstw aort przed i po przechowywaniu
w bezwodnym chlorku sodu.

Liczba komoérek migsniowych w warstwie $rodkowej aort przed
I po przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu.

Aorta przechowywana przez 12 miesigcy i przeszczepiona na 15 miesiecy
w uktadzie  syngenicznym (A) lub  allogenicznym (B) oraz
nieprzechowywana, przeszczepiona na 12 miesieccy w ukladzie
allogenicznym (C). Znakowanie anty HIS52, pow. x100.

Aorta przechowywana przez 10 miesigcy 1 przeszczepiona na 3 miesigce
(A) oraz przechowywana przez 12 miesigcy, przeszczepiona na 15 miesiecy
(B) w ukladzie syngenicznym. Znakowanie anty CD31, pow. x200.

Aorta przechowywana przez 12 miesigcy 1 przeszczepiona na 3 miesigce
(A) oraz przechowywana przez 12 miesigcy przeszczepiona na 15 miesiecy
(B) w uktadzie allogenicznym. Znakowanie anty CD31, pow. x100.

Wielko$¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej S$rdédblonkiem
po przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu
(wyrazona w procentach).

Wielkos¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej srodblonkiem
po dlugoterminowym przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu
1 przeszczepieniu (wyrazona w procentach).

Grubo$¢ poszczegdlnych warstw Sciany aort po krotkoterminowym
przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu.
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Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Rycina 25.

Rycina 26.

Rycina 27.

Rycina 28.

Aorta przechowywana przez 12 miesigcy 1 przeszczepiona na 3 miesigce
w uktadzie syngenicznym, H/E, pow. x100, miejsce zespolenia (A),

fragment przeszczepionego naczynia z pogrubiala warstwa wewnetrzna,
H/E pow. x200 (B)

Grubos¢ warstwy wewngtrznej Sciany aort po dlugoterminowym
przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu.

Grubos¢ warstwy srodkowej aort po dlugoterminowym przechowywaniu
w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu.

Grubos$¢ warstwy zewnetrznej aort po dtugoterminowym przechowywaniu
w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu.

Aorta nieprzechowywana, nieprzeszczepiona (A), nieprzechowywana,
przeszczepiona na 6 miesiecy w ukladzie syngenicznym (B),
nieprzechowywana, przeszczepiona na 6 miesiccy w ukladzie
allogenicznym (C), przechowywana przez 6 miesigcy, przeszczepiona na 6
miesiecy w uktadzie allogenicznym (D). Znakowanie anty ED1 pow. x100

Liczba komoérek migsniowych w  warstwie S$rodkowej aort po
przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu.

Aorta przechowywana przez 10 miesiecy, 3 miesigce po syngenicznym
przeszczepieniu (A) oraz aorta przechowywana przez 12 miesigey,
3 miesigce po allogenicznym przeszczepieniu (B). Trichrome Azan
pow. x200.

Liczba  komoérek  migsniowych ~w  warstwie  $Srodkowej  aort
po dlugoterminowym przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu
I przeszczepieniu.

Aorta  kontrolna,  nieprzechowywana,  nieprzeszczepiona  (obraz
ultrastrukturalny).

Aorta przechowywana przez 6 miesiecy, nieprzeszczepiona (obraz
ultrastrukturalny).

Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesigcy
w uktadzie syngenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa wewnetrzna
naczynia (obraz ultrastrukturalny).

Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesigcy
w uktadzie syngenicznym, uwidoczniona na zdjgciu warstwa sSrodkowa
naczynia (obraz ultrastrukturalny).

Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesigcy
W uktadzie allogenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa wewngtrzna
naczynia (obraz ultrastrukturalny).
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Rycina 29.

Rycina 30.

Rycina 31.

Rycina 32.

Rycina 33.

Rycina 34.

Rycina 35.

Rycina 36.

Rycina 37.

Rycina 38.

Rycina 39.

Rycina 40.

Rycina 41.

Rycina 42.

Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesigcy
w uktadzie allogenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa wewnetrzna
naczynia (obraz ultrastrukturalny).

Aorta przechowywana 12 miesigcy, 3 miesigce po przeszczepieniu
allogenicznym; wyznakowana anty: ED1 (A) W3/13 (B) i OX6 (C)
oraz po przeszczepieniu syngenicznym, wyznakowana anty OX6 (D),
pow. x100.

Liczba komoérek OX6+ (MHCII+) naciekajacych warstwe wewnetrzng aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym.

Liczba komoérek EDI+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych warstwe
wewngtrzng aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu
ortotopowym.

Liczba komoérek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych warstwe wewnetrzng
aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu
ortotopowym.

Liczba komorek OX6+ (MHCII+) naciekajacych warstwe srodkowa aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym.

Liczba komoérek EDI+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych warstwe
srodkowa aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu
ortotopowym.

Liczba komorek W3/13 (leukocyty) naciekajacych warstwe $rodkowg aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym.

Liczba komorek OX6+ (MHCII+) naciekajacych warstwe zewnetrzng aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym.

Liczba komorek EDI+ (monocyty/makrofagi) naciekajagcych warstwe
zewngetrzng aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl 1 przeszczepieniu
ortotopowym.

Liczba komoérek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych warstwe zewngtrzng
aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu
ortotopowym.

Aorta nieprzechowywana (kolumna lewa) oraz przechowywana 7 dni
w bezwodnym NaCl (kolumna prawa); 7 dni po allogenicznym podskérnym
wszczepieniu w tape.

Liczba komoérek OX6+ (MHCII+) naciekajacych aorty po przechowywaniu
w bezwodnym NaCl 1 wszczepieniu podskornym.

Liczba komorek EDI+ (monocyty/makrofagi) naciekajagcych aorty
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i wszczepieniu podskornym.
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Rycina43. Liczba komorek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych aorty po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i wszczepieniu podskornym.

Rycina44.  Masa regionalnych wezlow chtonnych po podskornym wszczepieniu aort.
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Zalozenia pracy

Przeszczepy tetnicze sg rutynowa metoda przywracania ukrwienia w zarostowe;j
miazdzycy powodujacej obwodowe niedokrwienie konczyn dolnych. Najlepsze wyniki
osigga si¢ przez uzycie autologicznych przeszczepow zylnych, jako pomostow
omijajacych miejsce niedrozno$ci. W przypadku braku odpowiedniej zyty alternatywa
jest uzycie sztucznej protezy. Jednak w takim wypadku nierzadkim powiklaniem sg
zakazenia w tozysku przeszczepu, wymagajace zastgpienia protezy przeszczepem
opornym na zakazenie. Zakazenie sztucznego przeszczepu jedynie w nielicznych
przypadkach moze by¢ z powodzeniem leczone antybiotykami. W wigkszos$ci
przypadkow nalezy zastapi¢ zakazony przeszczep nowym, najlepiej biologicznym, nie
zasiedlanym przez bakterie i nie naciekanym przez komorki odporno$ciowe biorcy.
Jesli zastosowano by $wiezo pobrany od dawcy allogeniczny przeszczep tetniczy,
wowczas nalezaloby bada¢ zgodno$¢ antygenéw w uktadzie ABO, a takze HLA, a by¢
moze takze stosowa¢ immunosupresj¢. Stosowanie $wiezych alloprzeszczepow
pomimo stabo dodatniej proby krzyzowej, jest dopuszczalne jedynie w sytuacjach
niedokrwienia znacznych obszaréw konczyny lub sepsy zagrazajacych zyciu chorego.
Zwykle do zastgpienia zakazonej protezy uzywane s3 mrozone tetnice z bankow
naczyn. Maja one jednak szereg niedoskonatosci, takich jak np. mata wytrzymatos¢
mechaniczna oraz zachowana immunogenno$¢. Ponadto przy przeszczepach naczyn
mrozonych o malej $rednicy wysoce problematyczne jest zachowanie drozno$ci
przeszczepu. Podobne wady maja przeszczepy przechowywane w glutaraldehydzie.
Jako alternatywa dla przeszczepow allogenicznych stosowane sg takze protezy sztuczne
powlekane jonami srebra o dziataniu bakteriobdjczym lub nasaczane antybiotykami.
Uzycie takich protez nie zapewnia jednak rownie dobrych wynikow leczenia jak
przeszczep biologiczny, jest bowiem obcigzone ryzykiem ponownego rozwoju
zakazenia 1 zapalenia w dawnym lozysku.

Istnieje wigc niewatpliwe zapotrzebowanie na inacze] niz dotychczas
przechowywane tetnice ludzkie, tak by byly one oporne na zasiedlanie przez
mikroorganizmy, wytrzymate mechanicznie i nadawaly si¢ do zastgpienia zakazonych

sztucznych przeszczepow, a nawet do zastosowania jako przetoki hemodializacyjne.
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W Zespole Kliniczno-Badawczym Chirurgii Transplantacyjnej IMDIK PAN
poszukiwalismy metody przechowywania tgtnic spetniajacej te warunki. Jako srodek do
przechowywania zaproponowany zostat bezwodny sproszkowany chlorek sodu. Idea ta
powstala w czasie prowadzenia przez nas badan nad zakazeniami konczyn dolnych
w krajach tropikalnych, gtoéwnie Indiach, gdzie niedostgpne byly urzadzenia do
zamrazania 1 przechowywania tkanek pobranych do oceny histopatologiczne;.
Postanowilismy zastosowa¢ odwodnienie osmotyczne pobranych tkanek za pomocg soli
kuchennej. W poczatkowym  okresie sprawdzalismy wplyw tego sposobu
przechowywania na roézne typy komorek i tkanek. Okazato sig, iz preparaty tkankowe
przechowywane w sproszkowanym chlorku sodu w warunkach o wilgotnosci zero,
zachowywaly przez miesigce prawidlowag strukture mikroskopowa 1 molekularng
badang przeciwciatami monoklonalnymi [Olszewski i wsp. 2004]. WykazaliSmy,
iz skora ludzka przechowywana w bezwodnym chlorku sodu przezywa trwale po
przeszczepieniu i zachowuje swojg strukture molekularng oraz wywotuje jedynie
niewielkg reakcje w miejscu wszczepienia myszy SCID [Olszewski i wsp. 2006].
Ta obserwacja sktonita mnie do zbadania, czy taka metoda mogtaby by¢ zastosowana

do przechowywania tetnic, i tak jak wykazano na innych tkankach, pozwoli ona na:
a) zachowanie niezmienionej struktury,
b) zachowanie wtasciwosci mechanicznych,

C) obnizenie antygenowosci umozliwiajace allogeniczne przeszczepianie bez
immunosupresji.

Postanowitam  przeprowadzi¢  badania nad  przeszczepianiem  aort
przechowywanych w odwodnionym sproszkowanym chlorku sodu szczurom
w uktadzie allogenicznym, wszczepiajac je ortotopowo lub jako pomost, zapewniajac
pelny przeptyw krwi do tylnej czesci ciata zwierzgcia. Zaplanowatam przechowywanie

aort do 12 miesiecy oraz obserwacje po przeszczepieniu trwajace podobny okres czasu.
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1 Wstep

1.1 Miazdzyca zarostowa tetnic.

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego nalezg do najwiekszych probleméw
spotecznych w krajach rozwinietych. W Polsce, podobnie jak w Europie, stanowig
najczestsza przyczyne zgondéw. Zmiany chorobowe toczace si¢ w uktadzie tetniczym
zwykle przebiegaja zgodnie z jednym z dwoch scenariuszy: w pierwszym prowadza do
stopniowego zwezenia $wiatta naczyn, a ostatecznie do ich catkowitego zamknigcia 1
niedokrwienia tkanek potozonych dystalnie, w drugim upo$ledzaja podatnos¢ i
sprezystos$¢ Sciany naczyn prowadzgc do ich trwalego poszerzenia i powstania tetniaka.

Miazdzyca tetnic (tac. atheromatosis, atherosclerosis) jest to choroba
przewlekla, charakteryzujaca si¢ zmianami patologicznymi w blonie wewngtrznej

I srodkowej tetnic z odktadaniem si¢ ztogow lipidowych.

ZtOG LIPIDOWY

ZMIANY
OGNISKOWE

Rycina 1. Zmiana miazdzycowa wg. Avery RK. i wsp. 2003.

Naczyniami najczgéciej objetymi miazdzyca sa aorta, tetnice wiencowe
i moézgowe, oraz tetnice konczyn. Miazdzyca jest glowng przyczyng zmian
zwyrodnieniowo-wytworczych w blonie wewngtrznej i $Srodkowej tetnic. Pomimo
ogromnego postgpu W diagnostyce i leczeniu miazdzycy, jaki dokonatl si¢ w ubieglym

wieku, nadal pozostaje ona ogromnym problemem klinicznym [Kannel i wsp. 2004].
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Etiologia miazdzycy tetnic nie jest w petni poznana. Obecnie wigkszo$¢ badaczy
sktania si¢ do tego, ze powstanie i rozwo6j miazdzycy jest procesem uwarunkowanym
wieloczynnikowo. Uwaza sie, ze najwazniejszym czynnikiem prowadzgcym do zmian
miazdzycowych sg zaburzenia metabolizmu $ciany naczyniowej 1 gospodarki lipidowe;.
Istniejg doniesienia, ze czynnikiem ryzyka rdéwniez majacym duze znaczenie
W wystgpieniu i progresji chordb tetnic, jest palenie papieroséw. Rozwdj choroby
wystepuje 1,7-5,6 razy czesciej u palaczy w poréwnaniu do osoOb niepalgcych
[Fowkesi  wsp. 1992]. Ponadto, do jej wystgpienia  predystynuje
m.in. hipercholesterolemia, wysoki poziom trojglicerydow, wysoki wskaznik BMI,
cukrzyca, nadcis$nienie tetnicze, zaburzenia krzepnigcia krwi oraz stres.

W przeciggu ostatnich lat uzyskano wiele dowodéw na to, ze przewlekle
infekcje bakteryjne 1 wirusowe takze moga indukowac lub przyspiesza¢ rozwdj
miazdzycy [Kazmierski 2009]. Uwaza si¢, ze rolg w patogenezie miazdzycy odgrywa
przede wszystkim zakazenie Cytomegalovirus [Nieto i wsp. 2004]. Podobng rolg
W postepie miazdzycy probowano przypisa¢ takze infekcji Chlamydia pneumoniae
[Luque i wsp. 2012, Sander i wsp. 2001], Helicobacter pylori [Gasbarrini i wsp. 1998],
oraz innym przewlektym zakazeniom [Kiechl i wsp. 2001]. Aktualnie zainteresowanie
badaczy skupia si¢ na genetycznym poditozu miazdzycy. Wiadomo, ze zwapnienie
tetnic, bedace jednym z czynnikow ryzyka w chorobach sercowo-naczyniowych jest
W znacznym stopniu dziedziczne - nawet 40 do 50% przypadkow moze mie¢ podtoze
genetyczne [Marion i wsp. 2012].

Miazdzyca tetnic jest czestsza u mezczyzn 1 nasila si¢ z wiekiem [D’Agostino
i wsp. 2008, Kannel iwsp. 2004]. Powstawanie zmian miazdzycowych w $cianie
naczyn zapoczatkowuje akumulacja utlenionych czastek LDL-cholesterolu przez
komorki $rédbtonka i przemieszczanie ich pod btong wewnetrzng tetnic, do macierzy
podsrédbtonkowej, gdzie tworzg tzw. pasma tluszczowo-lipidowe. Stopien nasilenia
tego zjawiska jest wprost proporcjonalny do poziomu krazacych we krwi czastek LDL
(Lusis 2000). Akumulacja utlenowanych czastek LDL (ox LDL) tuz pod powierzchnig
srodbtonka naczyniowego prowadzi do jego aktywacji i produkcji przez komorki
srodbtonkowe szeregu czgstek prozapalnych, miedzy innymi czynnika stymulujacego
powstawanie kolonii makrofagow (M-CSF). Z naptywajgcych monocytow/makrofagow
powstaja z kolei komorki piankowate gromadzace drogg tzw. ,,szlaku zmiataczowego”
jeszcze wiecej lipidow, pochodzacych z lipoprotein osocza krwi, ktére uprzednio

zostaty uszkodzone przez reaktywne formy tlenu. Dlatego komoérkom zapalnym
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przypisuje si¢ duza role w procesie tworzenia blaszki miazdzycowej [Stary i wsp.
1995]. Ponadto czastki ox LDL hamujg produkcje przez komodrki s$rodbtonka
naczyniowego tlenku azotu, ktory jest mediatorem wielu zjawisk chronigcych przed
miazdzycg, miedzy innymi rozkurczu mie$ni gladkich $ciany naczynia. Utrata
biologicznej aktywnosci komorek $rodblonka wigze si¢ ze wzrostem gotowosci
zakrzepowo-zatorowej [Lusis 2000; Obonska i wsp. 2010]. Nastepstwa miazdzycy
moga by¢ bardzo powazne. Na skutek zwapnienia, odktadania ztogow lipidowych
W obrebie blony wewngetrznej oraz namnazania komorek miesni gtadkich, dochodzi do
zwezenia $wiatla 1 uposledzenia przepltywu krwi przez naczynie. Prowadzi to do
niedokrwienia tkanek i1 narzadéw potozonych dystalnie w stosunku do zmiany
W naczyniu. Zwapnienie t¢tnic mozgu powoduje niedokrwienie mozgu oraz zwigksza
prawdopodobienstwo pegknigcia naczyn 1 udardw, zwlaszcza przy wspotistniejacym
nadci$nieniu tetniczym. Miazdzyca tetnic wiencowych jest jedng z przyczyn choroby
wiencowej, miazdzyca aorty moze prowadzi¢ do powstania tetniaka, zas zakrzepica
w tetnicach obwodowych do utraty konczyny. Pekniecie blaszki miazdzycowej

natomiast bezposrednio zagraza zyciu chorego [Rykowski 1990].

1.1.1 Metody postepowania w przypadku miazdzycy tetnic.

Leczenie miazdzycy moze by¢ zachowawcze (zapobieganie postepowi choroby,
leczenie chorob wspotistniejacych, poprawa ukrwienia konczyn, zapobieganie
zmianom martwiczym oraz leczenie juz istniejgcych) oraz operacyjne. Metoda leczenia
inwazyjnego stosowana u chorych z ostra zakrzepica wystgpujaca w przebiegu
miazdzycy jest zabieg usunigcia skrzepliny, a gdy okaze si¢ on niewystarczajacy
udraznia si¢ tetnice usuwajgc ze S$wiatla naczynia zmiany miazdzycowe wraz
ze zmieniong blong wewnetrzng, a czasami nawet btong migsniowg. Czesto stosowane
jest takze rozszerzanie zw¢zonych naczyn specjalnym balonem rozpr¢zanym w miejscu
zwezenia (metoda przezskornej plastyki naczyn wiencowych, PTCA). W przypadku
gdy powyzsze metody sa niewystarczajagce wykonuje si¢ wszycie odcinkéw naczyn
wtlasnych pacjenta, omijajacych zwezenie (tzw. by-passy zylne lub tetnicze), albo
zabieg wyciecia zmienionego odcinka i wszczepienia innego naczynia lub protezy
naczyniowej dla przywrécenia ciaglosci przeptywu, badz tez wprowadzenia

stent-graftu naczyniowego [Rykowski 1990].
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1.2 Rodzaje przeszczepéw naczyniowych
1.2.1 Sztuczne protezy naczyniowe
1.2.1.1 Rodzaje sztucznych protez naczyniowych.

Obecnie najczesciej wykorzystuje si¢ protezy naczyniowe zbudowane
Z poliestrow: politetrafluoroetylenowe (PTFE) i dakronowe. Protezy
politetrafluoroetylenowe sg szczelne i sztywne. Uzywane sg przede wszystkim do
protezowania matych i $rednich tetnic oraz zyt [Noszczyk i wsp. 1998]. Protezy
dakronowe moga by¢ tkane lub dziane. Protezy tkane charakteryzuja si¢ duza
odporno$ciag na pekanie 1 niskg rozciggliwoscig, co wutatwia dobdr protezy
0 odpowiedniej dlugosci. Sa one mato przepuszczalne, dzieki czemu ryzyko
krwawienia jest mniejsze, a obecnie, dla zwigkszenia szczelnosci, sa zazwyczaj
dodatkowo uszczelniane kolagenem. Stosuje si¢ je przede wszystkim w operacjach
tetniakoéw aorty brzusznej i piersiowej. Wadg tego typu protez jest ryzyko strzepienia.

Protezy dziane charakteryzuja si¢ wigksza przepuszczalnos$cia, sa porowate.
Sprzyja to przerastaniu protezy przez tkanki, ale zwigksza ryzyko krwawienia, co
kiedy§ wigzato si¢ z konieczno$cia uszczelniania protezy krwia chorego
(tzw. preclotting). Jednak stosowane aktualnie protezy posiadajg widokna dziane bardzo
gesto, aby uzyska¢ mniejsza przepuszczalno$¢ i wysoka odpornos$¢ mechaniczng.
Ponadto dzigki powlekaniu protez dzianych kolagenem lub zelatyng nie wystepuje juz
konieczno$¢ dodatkowego uszczelniania protezy krwig. Zaletg protez dzianych jest to,
ze ich uktad wiokien zapewnia niewielkie ryzyko strzepienia si¢ niezaleznie od kata
docinania, co pozwala uzyska¢ trwatos¢ zespolenia [Lew i wsp. 2011].

Sztuczne protezy naczyniowe stosuje si¢ w operacjach metoda klasyczna,
wykonywang przez tradycyjny dostep chirurgiczny - z otwarciem Kklatki piersiowej lub
brzucha. Tak zwane stent-grafty sg odmiang protez sztucznych uzywanych w zabiegach
wewnatrznaczyniowego wszczepienia protezy (EVAR). Stanowia one potaczenie
sztucznej protezy naczyniowej i stentu (metalowej siatki lub sprezyny, wykonanej
z biologicznie neutralnego metalu np. stali czy nitinolu). Endoproteza wprowadzana
jest przez tetnice udowg w postaci Scis$nigtej, a nastepnie, po umieszczeniu jej we
wlasciwym miejscu, rozpr¢zana i mocowana na zasadzie docisku. Obecnie najczestsze
s samorozpre¢zajace si¢ protezy, ktorych rozprezanie wspomaga si¢ ewentualnie za

pomocg balonu [Nataraj i wsp. 2004, Pupka i wsp. 2009].
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1.2.1.2 Powiklania po przeszczepieniu sztucznych protez naczyniowych

Zastosowanie sztucznej protezy jest dobrg alternatywa w przypadku braku
mozliwosci uzyskania od chorego odpowiedniej zyly do przeszczepu. Wszczepienie
sztucznego naczynia, obarczone jest ryzykiem powiktan: niedroznosci w skutek
wykrzepienia, zwezenia na skutek przerostu warstwy wewngtrznej, zakazenia.
Na powyzsze powiklania narazone sg w szczeg6élnosci protezy wykorzystywane do
przetok dializacyjnych i protezowania naczyn obwodowych o matlej $rednicy. Do
niedroznosci dochodzi tu w 30% przypadkow w okresie 5 lat [Fahner i wsp. 2006, Ishi
I wsp. 2008].

W celu poprawienia wynikow uzyskiwanych przy zastosowaniu sztucznych
przeszczepéw Wykorzystuje si¢ obecnie roznego typu modyfikacje takich protez.
Badania majace na celu zmniejszenie trombogennosci rozpocz¢to pod koniec lat 90.
Najpierw wprowadzono do uzytku klinicznego protezy dakronowe ze zwigzanymi
W $cianie protezy czasteczkami heparyny, a kilka lat p6zniej impregnowane heparyng
protezy politetrafluoroetylenowe [Pupka i wsp. 2010].

Badania eksperymentalne na modelu zwierzgcym, jak rowniez niezbyt liczne do
tej pory badania Kliniczne wykazaly, ze odporno$¢ tych protez na powstawanie
zakrzepow jest podobna jak autogennej zyly wszywanej na tym samym poziomie.
W dlugoterminowych obserwacjach rozbiezno$s¢ wynikow jest niestety wigksza na
niekorzy$¢ sztucznych protez optaszczonych heparyna, ale sg one i tak znacznie lepsze
od tradycyjnych protez PTFE. Poza zmniejszeniem trombogenno$ci zwigzanie
heparyny w $cianach protezy hamuje takze w pewnym stopniu przeroSt warstwy
wewnetrznej prowadzacy do zwezenia §wiatta naczynia [Dorigo i wsp. 2011, Pedersen
i wsp. 2010, Pupka i wsp. 2010].

Kolejnym rodzajem protez, ktére maja zapewnia¢ wigkszg droznos$¢ i1 niska
zakrzepowo$C, sg protezy impregnowane heparyng i $rodkiem immunosupresyjnym,
ktorym zazwyczaj jest sirolimus. Przeprowadzone na modelu zwierzecym badania
wykazuja, ze zastosowanie miejscowo dodatkowo leku immunosupresyjnego jeszcze
bardziej redukuje przerost blony wewngtrznej oraz powoduje zmniejszenie naciekow
komoérkowych wokot przeszczepu [Ishii i wsp.2007, Ishii i wsp.2008].

Poza wysoka trombogennoscig sztucznych protez, powazny problem stanowig
takze zakazenia, wystepujace niezaleznie od zastosowanej taktyki postgpowania

chirurgicznego i profilaktyki antybiotykowej. Wedlug jednych autoréw stanowig one
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0,5-2% przypadkow [FitzGerald i wsp. 2005], podczas gdy inne doniesienia mowig
00,5-6% przypadkéw [Ricco 1 wsp. 2011]. Zazwyczaj drobnoustrojami
odpowiedzialnymi za tego typu zakazenia sg bakterie z rodzaju Staphylococcus.
Zakazenie protezy, ze wzgledu na niska penetracje lekéw do wnetrza §ciany protezy,
jedynie w nielicznych przypadkach moze by¢ z powodzeniem leczone antybiotykami
[FitzGerald i wsp. 2005]. Nie jest to powiklanie bardzo czeste, jednak zwigzane
Z wysokg $miertelnoscia.

Ryzyko =zakazenia wusituje si¢ zmniejszy¢é poprzez stosowanie protez
impregnowanych solami srebra lub nasgczanych antybiotykami [Pupka i wsp. 2010].
Wsrod protez optaszczonych srebrem, najczgéciej uzywane w klinice sg protezy
dakronowe dodatkowo uszczelniane kolagenem. Jednak badania do$wiadczalne
wykazuja sprzeczne rezultaty odnos$nie ich wlasciwosci antybakteryjnych,
a w najwigkszym do tej pory randomizowanym badaniu na modelu zwierzecym
wykazano brak wplywu impregnacji srebrem na czesto$¢ wystepowania zakazenia
protezy [Gao i wsp. 2010]. Jesli rozwazamy dziatanie antybakteryjne antybiotyku
zZwigzanego w §cianie naczynia, to z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze
wsrdd sztucznych naczyn impregnowanych antybiotykami najbardziej odporna na
zakazenia jest proteza dakronowa optaszczona rifamping [Lew i wsp. 2011]. Jednak
pomimo wszystko, zastagpienie zakazonej protezy zwyklym przeszczepem

naczyniowym pozostaje nadal najlepszym rozwigzaniem.

1.2.2 Przeszczepy biologiczne autologiczne.

Zastosowanie przeszczepow biologicznych ciagle daje najlepsze rezultaty, ale
ich dostepnos¢ jest ograniczona. Najlepsze wyniki osigga si¢ z uzyciem autologicznych
przeszczepéw zylnych. Zastosowanie zyly wlasnej pacjenta jako pomostu
naczyniowego jest najkorzystniejszym rozwigzaniem ze wzgledu na brak reakcji
immunologicznej na przeszczep, niskie ryzyko infekcji i udowodniona w obserwacjach
dtugoterminowych nizszg trombogennos¢. Ze wzgledu na dlugos¢, szerokos$¢ swiatta
I grubo$¢ $ciany, najczgsciej uzywana jest zyta odpiszczelowa. Jednak nie zawsze
istnieje mozliwo$§¢ pobrania od chorego naczynia, ktére nadawaloby si¢
do przeszczepienia. Wowczas stosuje si¢ sztuczne protezy naczyniowe: dakronowe,
stuzace gtéwnie do rekonstrukcji naczyn u chorych z tetniakami aorty brzusznej

I piersiowej, lub tez zbudowane z politetrafluoroetylenu (PTFE, Gore-Tex).
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1.2.2.1 Przeszczepy allogeniczne i ksenogeniczne.

W latach 50-tych, przed wprowadzeniem protez tetniczych, w przypadku braku
odpowiedniego naczynia wlasnego, alternatywa dla przeszczepu autologicznego
pozostawaty, powszechnie stosowane wowczas, przeszczepy tetnicze allogeniczne
I ksenogeniczne. Pochodzenie tetnicy od niezgodnego tkankowo dawcy, lub tym
bardziej od dawcy innego gatunku, wigzato si¢ z intensywng reakcja biorcy na
przeszczep.

Badania dos§wiadczalne dowodza, ze w przypadku przeszczepu ksenogenicznego
naczynia posiadajacego komoérki $rodbtonkowe i mig§niowe dochodzi do odrzucenia
ostrego lub nadostrego (zaleznie od gatunku). Jednak w nastepujacym pozniej procesie
przewlektego odrzucenia, do reakcji ze strony biorcy dochodzi nawet po
przeszczepieniu naczynia pozbawionego komorek (poddanego tzw. procesowi
decelularyzacji). Tak wiec z cata pewnoscig w przewleklym odrzuceniu przeszczepu
miedzygatunkowego odgrywaja rolg rowniez sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Reakcja immunologiczna biorcy na przeszczepy ksenogeniczne, zardwno pozbawione,
jak nie pozbawione elementow komorkowych, prowadzi do rozpadu elastyny
| ostabienia $ciany naczynia, a co za tym idzie do powstawania te¢tniakow [Allaire
I wsp. 1994].

Jak wynika z obserwacji, w przypadku przeszczepoéw allogenicznych
immunogenne sa przede wszystkim jego elementy komodrkowe. Jesli z naczynia
przeszczepianego W uktadzie allogenicznym zostang uprzednio usunigte elementy
komorkowe (komorki srodbtonka oraz migsni gladkich), nacieki w obrebie warstwy
zewnetrznej sg znacznie mniejsze niz w przypadku decelularyzowanych przeszczepow
ksenogenicznych. W warstwie srodkowej zostaje zachowana elastyna i nie obserwuje
si¢ poszerzenia naczynia. Natomiast jesli przeszczepione zostaje naczynie allogeniczne
wraz z elementami komoérkowymi, dochodzi do zjawisk majgcych miejsce
W przeszczepach ksenogenicznych pozbawionych srodblonka 1 komorek migsniowych
— rozpadu elastyny oraz naciekow komorek uktadu odpornosciowego biorcy
[Allaire i wsp.1996, Allaire i wsp. 1997].

Wykonanie przeszczepow allogenicznych $wiezych naczyn bywa konieczne
w przypadku zakazenia tozyska przeszczepu sztucznego, ale pojawiajg si¢ problemy
zwigzane ze stosowaniem immunosupresji badz doborem dawcow i biorcow pod

wzgledem zgodno$ci glownych antygenéow w zakresie uktadu ABO oraz HLA.
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Uniknigcie odpowiedzi immunologicznej na przeszczep, czy to poprzez wprowadzenie
lekow immunosupresyjnych, czy przez odpowiedni dobor dawcow, pozwala na
zahamowanie procesu degradacji S$ciany przeszczepionego naczynia, zachowanie
srodbtonka naczyniowego i aktywno$ci komorek Sciany przeszczepu [Pupka i wsp.
2004]. Jednak stosowanie lekow immunosupresyjnych pozostaje dyskusyjne, gdyz ma

wiele skutkow ubocznych.

1.2.3 Przechowywane przeszczepy biologiczne.

Ze¢ wzgledu na zapotrzebowanie i ograniczony dostep do $wiezych naczyn
odpowiednich do przeszczepienia, tworzone sa banki naczyn od dawcow. Tetnice
przechowywane sg przede wszystkim przy uzyciu metody zamrozenia w bardzo niskich
temperaturach w zakresie -70 do -196°C (krioprezerwacja) lub jedynie w obnizonej
temperaturze (zwykle +4°C). W latach 80-tych ubieglego wieku probowano takze
przechowywania naczyn w glutaraldehydzie [Dardik i wsp. 1976, Dardik i wsp. 1979].
Co do skutecznos$ci tej metody badacze nie sa zgodni, cze$¢ uwaza, ze daje dobre
rezultaty, [Dardik i wsp. 2002], ale na przyktad Roberts i wsp. (1989) wykazali, ze
metoda ta nie moze konkurowa¢ z wyzej wymienionymi ze wzgledu na gorsza

drozno$¢ przechowywanego naczynia.

1.2.3.1 Powiklania po przeszczepieniu tetnic przechowywanych.

Kazda z metod przechowywania wywiera w pewnym stopniu negatywny wptyw
na struktur¢ naczynia, zachowanie kolagenu i elastyny w niezmienionej formie,
zawarto$¢ komorek miesniowych w warstwie $rodkowej naczynia oraz obecnosé
komorek srodbtonkowych, ktorych utrata prowadzi do zwigkszonej trombogennosci
przeszczepu.

Zwlaszcza w przypadku naczyn o matej $rednicy (ponizej 6 mm), dtugotrwate
utrzymanie drozno$ci przeszczepu lub protezy stanowi powazny problem kliniczny.
Komorowska-Timek i wspotpracownicy (2002) przeprowadzili na grupie ponad 100
szczurOw doswiadczalne przeszczepy naczyh o malej $rednicy (tetnica udowa),
mrozonych w cieklym azocie. Przed przeszczepieniem badacze stosowali
skomplikowany protok6t zamrazania naczyn, poprzedzony poétgodzinng perfuzja
majaca na celu ochtodzenie dawcy, a uzyskany materiat byt przechowywany w ciektym

azocie przez 2 do 3 tygodni. Przeszczepy wykonywano w 3 uktadach do§wiadczalnych:
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swieze alloprzeszczepy, mrozone alloprzeszczepy i mrozone przeszczepy syngeniczne.
Po pierwszym miesigcu droznos$¢ przeszczepionych naczyn we wszystkich grupach
wynosita 100%, jednak po 8 miesigcach wszystkie mrozone alloprzeszczepy bytly
niedrozne, podczas gdy w pozostalych dwoch grupach drozno$¢ pozostawata bez
zmian. Badania kliniczne przeprowadzone przez Farber i wspotpracownikow (2003),
polegajace na przeprowadzeniu rewaskularyzacji ponizej wi¢zadla pachwinowego
Z uzyciem mrozonej odpiszczelowej zyly allogenicznej u prawie 200 chorych
wykazaly, ze pomimo doboru pod katem zgodnos$ci w zakresie uktadu ABO i Rh oraz
terapii wspomagajacej srodkami przeciwzakrzepowymi (warfryng sodu i/lub aspiryng)
drozno$¢ przeszczepionych naczyn pogarszala si¢ bardzo szybko. Po 1 miesigcu od
zabiegu 83% naczyn pozostawato droznych, po podt roku - 50%, po 12 miesigcach
- 30%, a po 24 miesigcach jedynie 18%.

Mrozenie ma wi¢c niekorzystny wptyw na droznos¢ przeszczepionego naczynia.
Utrzymanie droznos$ci przeszczepu przez jak najdtuzszy czas ma zas kluczowe
znaczenie dla zapewnienia wystarczajacej perfuzji tkanek w okresie tworzenia krazenia
obocznego w przypadku leczenia krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych.

Pupka i wspotpracownicy (2003) przeprowadzili u 39 chorych wymiang
zainfekowanej protezy naczyniowej w odcinku aortalno-biodrowo-udowym
na alloprzeszczep tetniczy. Przeszczepy przechowywane byty metoda zimnego
niedokrwienia (+4°C w ptynie konserwujacym University of Wisconsin) lub mrozone
(-196°C). Alloprzeszczep przechowywany w +4°C wszczepiono u 35 chorych, przy
czym 16 z nich otrzymywato leczenie immunosupresyjne (grupa 1), grupa 2
pozostawata bez lekow immunosupresyjnych; naczynie przechowywane przez
zamrozenie wszczepiono czterem osobom (grupa 3). W grupie 1 (z immunosupresja)
nie obserwowano powiktan w postaci peknigcia przeszczepu z powodu degradacji jego
sciany. W grupie 2 wystepowaly powiktania zwigzane z uszkodzeniem $ciany
przeszczepu - u 3 chorych pekniecie, u 3 zakrzepica i u 2 tetniaki. Tetniaki stwierdzono
takze we wszystkich czterech przeszczepach naczyn mrozonych (100% w poréwnaniu
do 10% w grupie naczyn nie poddanych mrozeniu). Wyniki tych badan sugeruja,
Ze zamrazanie znaczaco obniza wytrzymato$¢ S$ciany naczynia 1 zwigksza
prawdopodobienstwo wystapienia tetniaka. Istniejg doniesienia, ze zamrazanie tkanek
w fazie gazowej azotu o temperaturze -150°C oraz fazie cieklej o temperaturze -196°C
niszczy wilokna elastynowe. Naczynia poddane zamrozeniu zawieraja ich mniej niz

nieprzechowywane [Wollmann i wsp. 2011]. Ponadto w trakcie odmrazania powstajg
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mikropekniecia naczyn, szczegoélnie w obrebie warstwy wewnetrznej i Srodkowej
[Bujan i wsp. 2000, Pegg i wsp. 1997, Rendal i wsp. 2004]. Podatno$¢ na pgkanie
obserwuje si¢ zwlaszcza przy przechowywaniu w bardzo niskich temperaturach i
szybkim odmrazaniu [Pascual i wsp. 2005, Yi Xu i wsp. 2008]. Zamrazanie naczyn w
temperaturze -80°C pozwala lepiej zachowaé struktur¢ i wlasciwo$ci mechaniczne
naczyn [Hunt i wsp. 1994, Masson i wsp. 2009]. Jednak zastosowanie mikroskopii
wielofotonowej umozliwito uwidocznienie uszkodzen macierzy zewnatrzkomoérkowej,
ktorych nie obserwowano w mikroskopie §wietlnym [Schenke-Layland i wsp. 2006].

Mrozenie uszkadza takze komorki s$rodbtonka. Praca doswiadczalna Rendal
I wspotpracownikow z 2004 roku, przeprowadzona na naczyniach $winskich wykazata,
ze podczas przechowywania naczyn, zarowno w fazie ciekltej jak 1 gazowej azotu,
dochodzi do zniszczenia komorek $rédbtonkowych. Inni autorzy donosza z kolei
0 zachowaniu struktury $rodbtonka przy jednoczesnym uposledzeniu jego funkcji
wskutek zamrazania naczyn [Langerak i wsp. 2001]. Dodatkowe zastosowanie
substancji chronigcych tkanke przed wptywem niskiej temperatury (Krioprotekcyjnych)
oraz okreslonych procedur zamrazania i rozmrazania ma wpltyw na poprawe wynikow
[Arnaud 2000, Pukacki i wsp. 2000], jednak wigkszos¢ badaczy pozostaje zgodna co do
negatywnego wpltywu mrozenia na komoérki srodbtonka, ktory staje si¢ jeszcze bardziej
wyrazny w przypadku naczyn poddanych przeszczepieniu, a wigc narazonych na stres
zwigzany z przeptywem Krwi (ang.shear stress) [Pascual i wsp. 2001]. Takze przy
przechowywaniu w warunkach hipotermii stosowanie pltyndw takich jak University of
Wisconsin (UW), Modified University of Wisconsin (mUW), EuroCollins (EC), czy
Bretschneider  histidine-tryptophan-ketoglutarate  (HTK)  poprawia parametry
przechowywanej tkanki. Na przyktad kurczliwo$§¢ komorek migsni gladkich zostaje
najlepiej zachowana w ptynie UW, ale sa to dane dla krotkich okresow
przechowywania (24-72 godzin) [Corner i wsp. 2003].

Mrozone naczynia zachowujg komorki migsni gltadkich w warstwie Srodkowe;.
Langerak i wspotpracownicy (2001) wykazali obecno$¢ komorek migsni gladkich
W $cianie naczyn przechowywanych przez 6 tygodni w temperaturze -197°C, jednak
komorki te wykazywaly mniejsza kurczliwos¢ wzgledem kurczliwosci przed
zamrozeniem. Obecno$¢ komodrek migsniowych naczynia z jednej strony pozytywnie
wplywa na wytrzymato$¢ $ciany naczynia, z drugiej strony ich wlasciwosci
immunogenne moga mie¢ negatywny wplyw na czas ,przezycia”’ przeszczepu.

Pomimo, Zze komorki migsniowe uzyskane z mrozonej aorty wykazuja nieznaczng
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ekspresje antygenow zgodnosci tkankowej, to po stymulacji INF-gamma ekspresja
czasteczek MHC klasy II na powierzchni tych komorek znaczaco wzrasta
[Salomon i wsp. 1993].

Jako alternatywe dla krioprezerwacji wymienia si¢ takze proces witryfikacji,
czyli btyskawicznego chlodzenia przy zastosowaniu wysokiego stezenia substancji
krioprotekcyjnych, co pozwala na uniknigcie tworzenia krysztalow lodu
uszkadzajgcych tkank¢ [Brockbank i wsp. 2000, Thakrar i wsp. 2006].

Jesli chodzi o przechowywanie w glutaraldehydzie, istniejag duze rozbieznosci
w pogladach badaczy. Cz¢$¢ uwaza t¢ metode za wysoce skuteczng i pozwalajaca
na zachowanie droznosci naczynia [Dardik i wsp. 2002], podczas gdy inni donosza
0 Znacznym pogorszeniu drozno$ci takich naczyn juz po 4 tygodniach
po przeszczepieniu (75% w porownaniu do 95% w grupie kontrolnej) [Roberts i wsp.
1989]. Istniejg rowniez doniesienia, ze utrwalanie w gluteraldehydzie pozwala jedynie
na stabilizacj¢ kolagenu a nie pozostalych sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej,
W szczegolnosci elastyny [Jayakrishnan i wsp. 1996], co skutkuje tym, ze tetnice tak
utrwalane charakteryzuja si¢ malg wytrzymato§cia mechaniczng po przeszczepieniu
[Lee i wsp. 2001].

Ponadto naczynia allogeniczne zachowujg immunogenno$¢ w réznym stopniu,
zaleznie od zastosowanej metody przechowywania. Tak wigc, aby droznos$¢ i struktura
przechowywanego allograftu pozostaly zachowane dilugoterminowo, niejednokrotnie
zachodzi konieczno$¢ zastosowania lekow immunosupresyjnych, podobnie jak
w wypadku przeszczepiania $wiezo pobranych naczyn [Vischjager i wsp. 1996].

Stosowane w klinice przechowywanie naczyn metoda zimnego niedokrwienia
(w temperaturze +4°C) umozliwia zachowanie wtokien elastycznych i kolagenowych
oraz utrzymanie niezmienionej wytrzymato$ci mechanicznej $ciany naczynia.
Ta metoda pozwala jednak przechowywa¢ naczynia przez krotki okres czasu
- maksymalnie do 30 dni [Gacko 1 wsp. 2004], czy wedtug innych autoréw do 42 dni
[Galambos i wsp. 2005]. Po tym czasie dochodzi do fragmentacji wtokien elastycznych
i kolagenowych. W przeciwienstwie do zamrozenia w temperaturach ponizej -80°C, juz
7-dniowe przechowywanie naczyn metodg zimnego niedokrwienia prowadzi do
rozpadu wszystkich typéw komoérek w naczyniu, a wigc uzyskania catkowicie
pozbawionego komorek przeszczepu [Gacko i1 wsp. 2004]. Uzyskanie naczynia
bezkomoérkowego, a wigc pozbawionego swoich najbardziej immunogennych

elementéw jest w przypadku przeszczepow allogenicznych Kkorzystne. Teoria
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ta znajduje potwierdzenie podczas prob stosowania przeszczepow ksenogenicznych,
w przypadku ktorych problem odrzucenia jest jeszcze wickszy. W takiej sytuacji
przygotowanie naczynia do przeszczepu wymaga procesu decelularyzacji, czyli
pozbawienia naczynia elementéw komorkowych, za pomocg enzymdéw badz
detergentow. Tak przygotowane przeszczepy pokrywa si¢ heparyng, aby zmniejszy¢
ryzyko powstawania zakrzepéw na pozbawionej s$rodbtonka powierzchni naczynia
[Conklin i wsp. 2002].

Istnieje szereg badan potwierdzajacych korzystny wplyw decelularyzacji na
zmniejszenie immunogennos$ci alloprzeszczepow a co za tym idzie zniszczen
dokonywanych przez komoérki odpornosciowe biorcy. Jednakze badacze wskazujg
jednoczesnie na fakt, ze repopulacja przeszczepianego naczynia komorkami zgodnymi
pod wzgledem antygenow zgodnos$ci tkankowej, a najlepiej komoédrkami wilasnymi,

pozwolitaby uzyska¢ optymalne wyniki [Grauss i wsp. 2003, Meyer i wsp. 2005].

1.2.4 Pro6by rozwiazania problemu przechowywania i immunogennosci tetnic.

Jedng z potencjalnych metod przechowywania naczyn jakg mozna rozwazaé,
jest utrwalenie materialu biologicznego przez odwodnienie osmotyczne. W warunkach
fizjologicznych komoérki ssakow ulegaja ekspozycji na wysokie ci$nienie osmotyczne.
Sa to np. komorki rdzenia nerki, narazone na dzialanie wysokich stezen soli i mocznika
[Burg 1995]. Istnieje takze wiele przyktadow komorek, czy nawet catych organizmoéw,
ktore przystosowaty si¢ do bardzo wysokich stezen soli w $rodowisku zewnetrznym.
Nalezy tu wymieni¢ bakterie, ktore przezywaja nie tylko w oceanach o ci$nieniu
osmotycznym siggajacym nawet 1000mOsmol/kg, ale réwniez w stonych jeziorach,
ktorych woda stanowi nasycony roztwor soli. Istniejg rOwniez bezkregowce, u ktorych
stezenie soli w ptynie zewnatrzkomorkowym jest takie samo jak w wodzie morskiej,
w ktorej zyja [Dmitrieva 1 wsp. 2005]. Niestety, w przypadku wigkszosci komorek
narazenie na stres osmotyczny ma powazne konsekwencje. Nalezg do nich
m.in. peknigcia nici DNA i zahamowanie procesOw jego reperacji na skutek obnizonej
aktywacji czynnikow biorgcych udziat w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, takich jak
Mre 11, H2AX czy Chk 1 [Dmitrieva i wsp. 2004; Dmitrieva i wsp. 2005]. By¢ moze
jednak gwattowny proces dehydratacji, ktéry ma miejsce podczas umieszczenia
komorek badz tkanek w sproszkowanym, bezwodnym chlorku sodu jest na tyle szybki,

ze pozwala na uniknig¢cie stresu osmotycznego.
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Weczesdniejsze prace prowadzone w naszym zespole wykazaty, ze osmotyczne
odwodnienie tkanki moze stanowi¢ alternatywng metode przechowywania i pozwala na
zachowanie struktury tkanki w przypadku skory 1 weztow chtonnych [Olszewski 1 wsp.
2004]. Ponadto skoéra przechowywana w bezwodnym chlorku sodu wywotuje jedynie
niewielkg reakcje odpornosciowa w miejscu implantacji [Olszewski 1 wsp. 2006].
ProwadziliSmy réwniez badania nad przechowywaniem w ten sposéb hepatocytow,
ktore wykazaty, ze po przechowywaniu, a nastepnie uwodnieniu, mozliwe jest
uzyskanie komoérek o niemal niezmienionej morfologii. Oznaczanie poziomu apoptozy
metodg TUNEL i anty-sSSDNA wykazalo, ze poziom apoptozy w hepatocytach
przechowywanych przez okres kilku dni w bezwodnym chlorku sodu z 20% BSA
wynosi jedynie okolo 5%, w poréwnaniu do 90% w przypadku hepatocytéw
przechowywanych bez utrwalenia [Gewartowska i wsp. 2005].

Bazujac na wynikach dotychczasowych doswiadczen, postanowitam zbadac, czy
metoda przechowywania w odwodnionym chlorku sodu okaze si¢ skuteczna takze
w przypadku tetnic i pozwoli na ich dtugoterminowe przechowywanie, zachowanie

nienaruszonej struktury $ciany naczynia oraz obnizenie jego antygenowosci.
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2 Cel pracy

Zbadanie, czy metoda przechowywania tetnic w bezwodnym chlorku sodu

pozwala na:
a) zachowanie niezmienionej struktury,
b) zachowanie wlasciwosci mechanicznych,

C) obnizenie antygenowosci tgtnic umozliwiajace ich allogeniczne przeszczepianie bez

immunosupres;ji.
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3 Materialy

Wszystkie eksperymenty byly wykonywane za zgodg IV Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie (uchwata nr 23/2009).
Badania prowadzono na samcach szczuréw szczepoéw wsobnych Lewis (LEW) i Brown
Norway (BN) o ciezarze ciata 250-300g, pochodzacych ze zwierzgtarni IMDiK PAN.
Szczury szczepéow LEW (RTIA') i BN (RT1A") zostaly wybrane ze wzgledu
na wysokg immunogenno$¢ BN wzgledem LEW. Hodowla zwierzat prowadzona byta
w warunkach jalowych (za §luzg) w temperaturze 22°C+2°C, przy wilgotnosci 50-60%
oraz z zachowaniem rytmu dobowego dzien/noc - 12h/12h. Zwierzeta otrzymywaty
pasz¢ SSniff sterylizowang promieniowaniem jonizujagcym w dawce 25 kGy oraz wode

sterylizowang za pomoca filtra RO i promieniowania UV.

3.1 Model badawczy

Badania prowadzitam na dwoch modelach doswiadczalnych:

3.1.1 Przeszczep ortotopowy

Doswiadczenie polegalo na ortotopowym przeszczepieniu aorty dilugosci
2-3 centymetrow, metoda koniec do boku. We wszystkich eksperymentach biorcami
przeszczepu byly szczury szczepu LEW. Aorty do przeszczepienia uzyskano
od szczuréw szczepéw LEW i BN, wykonano przeszczepy w uktadzie syngenicznym
i allogenicznym.  Naczynia przed przeszczepieniem  byly  przechowywane
w bezwodnym chlorku sodu przez okres 1 do 12 miesi¢cy albo przeszczepiane bez
przechowywania, natychmiast po pobraniu.

3.1.2 Przeszczep podskérny

Dos$wiadczenie polegato na podskdérnym wszczepieniu w tapg fragmentow aort
0 dtugosci 1 centymetra szczurom szczepu LEW. Aorty do przeszczepienia uzyskano
od szczurow szczepow LEW 1 BN, wykonano przeszczepy w uktadzie syngenicznym
i allogenicznym. Naczynia byly przechowywane w bezwodnym chlorku sodu przez
7 dni albo przeszczepiane bez przechowywania, natychmiast po pobraniu. Po 7 dniach
pobrano wycinki skéry z obu tap, w celu zbadania naciekdw komdérkowych w miejscu
przeszczepu. Pobierano roéwniez wezty chtonne podkolanowe i biodrowe dla okre$lenia
reakcji immunologicznej w weztach. Jest to rutynowy test do badania immunogennosci

in vivo.
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3.2 Grupy doswiadczalne
3.2.1 Przeszczep ortotopowy

Tetnice byly przechowywane w bezwodnym chlorku sodu od 0 do 15 miesigcy
I przeszczepiane na okres od 3 do 15 miesiecy. Wykonano syngeniczne i allogeniczne
przeszczepy tetnic pobranych od szczuréw szczepéw wsobnych LEW (RTIA')
i BN (RT1A"). Liczebnos¢ zwierzat w grupach badanych i kontrolnych (aorty

nieprzeszczepione) wynosita od 3 do 8.

Tabela. 1. Grupy doswiadczalne w modelu przeszczepéw ortotopowych.

Rodzaj
Nr przeszczepu Czas przechowywania w Czas Wykonane
grupy (liczba zwierzat | NaCl obserwacji oznaczenia
N=)
Syngeniczny ] o MS (n=3)
1 Nieprzechowywany 6 miesiecy
(N=5) WM (n=3)
Allogeniczny ] MS (n=3)
2 Nieprzechowywany 6 miesiecy
(N=7) WM (n=4)
Syngeniczny
3 6 miesigcy 6 miesigcy WM (n=3)
(N=3)
Allogeniczny o o MS (n=3)
4 6 miesigcy 6 miesigcy
(N=4) WM (n=3)
Syngeniczny
5 1 miesiac 12 miesiecy ME (n=4)
(N=4)
Allogeniczny
6 1 miesigc 12 miesiecy ME (n=4)
(N=5)
Syngeniczny o o ,
7 10 miesiecy 3 miesigce MS (n=3)
(N=3)
Allogeniczny ,
8 12 miesiecy 3 miesigce MS (n=3)
(N=3)
Syngeniczny MS (n=3)
9 12 miesigcy 15 miesiecy
(N=4) WM (n=3)
Allogeniczny MS (n=3)
10 12 miesigcy 15 miesigcy
(N=8) WM (n=5)

MS- Mikroskopia §wietlna, ME- Mikroskopia elektronowa, WM- Wytrzymato$¢ mechaniczna
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Analize mikroskopowa przeszczepéw wykonalam w kazdej

grupie na

3 szczurach. Obliczenia wykonywatam z 3 fragmentéow kazdego preparatu, w kazdym

oceniatam badane parametry na 5 polach o wielkosci 100x100um, co daje 45 pomiarow

dla danego parametru w kazdej grupie.

SCHEMAT OBLICZEN DLA KAZDEJ GRUPY DOSWIADCZALNE)

& #SICZUR1

/ FRAGMENT |

- FRAGMENT 1

\ POMIAR 1
/ | FRAGMENT il | POMIAR 2
POMIAR 3
‘ SZCZUR 2 POMIAR 4
\ POMIAR 5
Rycina 2. Schemat obliczen dla kazdej grupy doswiadczalnej.
Tabela. 2. Grupy kontrolne.
Czas
Nr grupy ) o Wykonane
przechowywania | Czas po przeszczepieniu )
(liczba zwierzat N=) oznaczenia
w NaCl
| MS (n=3)
0 0 ME (n=4)
(N=7)
WM (n=4)
I .
. MS (n=3)
(N=3) 3 miesigce 0
i MS (n=3)
6 miesigcy 0 ME (n=4)
(N=7)
WM (n=3)
v ,
-, MS$ (n=3)
(N=3) 10 miesigcy 0

MS- Mikroskopia §wietlna, ME- Mikroskopia elektronowa, WM- Wytrzymato$¢ mechaniczna
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3.2.2 Przeszczep podskérny

Grupy doswiadczalne w modelu przeszczepéw podskornych:

Grupa badana: Trzem szczurom szczepu LEW wszczepiono podskérnie aorty
przechowywane przez 7 dni. W tlape lewa wszczepiono aorty BN (podskorny
przeszczep allogeniczny — sc tx allogeniczny), a w tape prawa aorty LEW (podskorny

przeszczep syngeniczny — sc tx syngeniczny).
Grupa kontrolna: Trzem szczurom szczepu LEW wszczepiono podskornie

nieprzechowywane aorty (bezposrednio po pobraniu). W lape lewa wszczepiatam aorty

BN, a w tape prawag aorty LEW.
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4 Metodyka badan

4.1 Technika pobierania aorty piersiowej od dawcy.
Po uspieniu 3,6% wodzianem chloralu, podanym dootrzewnowo w dawce

10ml/kg mc. i skrwawieniu dawcy wykonywano kolejno:

— przecigcie przepony i otwarcie klatki piersiowej dwoma bocznymi cigciami przez

zebra,
— przecigcie tuku aorty, pnia ptucnego, zyt gtéwnych i wyjecie serca i ptuc,
- wypreparowanie aorty piersiowej, podwigzanie tetnic bocznych i ich odcigcie,

— wycigcie aorty piersiowej.

4.2 Metoda przechowywania aorty do przeszczepienia.

Chlorek sodu przeznaczony do przechowywania tkanek poddawano
sproszkowaniu z uzyciem mtynka elektrycznego, a nast¢gpnie odwodnieniu poprzez
wyprazenie przez 2 godziny w 220°C. Fragmenty aort umieszczano w bezwodnym
chlorku sodu i przechowywano szczelnie zawinigte w folii aluminiowej w temperaturze
4°C przez okres od tygodnia do 15 miesi¢cy. Aorty byly poddane dziataniu chlorku
sodu jedynie z zewnatrz, nie byto stycznos$ci soli ze §wiatlem naczynia. Konce naczyn
narazone na dzialanie NaCl od strony wewnetrznej naczynia byly odcinane przed

przeszczepieniem na odcinku po 2-3 mm z kazdej strony.

4.3 Procedura uwadniania

Aorty byly uwadniane poprzez trzykrotne umieszczenie w 20 ml 0,9% NacCl
z5% albuming bydleca (Sigma-Aldrich, USA nr kat. A9647). Procedure
przeprowadzano w temperaturze 4°C na kotysce. Przed przeszczepieniem naczynie
byto odptukiwane w 0,9 % NaCl bez dodatku albuminy. Czas uwadniania byt

dostosowany do czasu przechowywania w chlorku sodu i wynosit od 1,5 h do 96 h.

Tabela 3. Czas przechowywania i uwadniania aort.

Czas przechowywania Czas uwadniania
7 dni 1,5 godziny

6 miesigcy 48 godzin

10-15 miesiecy 96 godzin
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4.4 Technika przeszczepiania ortotopowego aorty brzusznej
Zwierz¢ w znieczuleniu ogdélnym 3,6% wodzianem chloralu podanym
dootrzewnowo w dawce 10ml/kg mc. bylo otwierane cigciem wzdluz linii biatej,

a nastepnie:

— odpreparowywano naczynia gtowne brzuszne szczura i oddzielano aort¢ od zyty

gtownej dolnej,

— na aorte¢ zaktadano zaciski naczyniowe, migdzy zaciskami wykonywano podtuzne

nacigcie o dlugosci 4 mm,

— mikrochirurgicznym szwem ciagglym wykonywano zespolenie gorne, koniec do

boku, miedzy aortag dawcy a biorcy,

— w identyczny sposéb zespalano drugi koniec aorty dawcy z aortg biorcy uzyskujac

»petle naczyniowa”,

- podwigzywano aorte biorcy pomiedzy zespoleniami, by wymusi¢ przeptyw krwi

jedynie przez przeszczepione naczynie,

- zdejmowano zaciski naczyniowe i po kontroli szczelno$ci zespolenia zamykano

powtoki.
AORTA BIORCY
PODWIAZKA
ODCINAJACA — PRZESZCZEPIONA
PRZEPLYW KRWI AORTA
PRZEZ AORTE
BIORCY MIEJSCE
ZESPOLENIA

Rycina 3. Technika przeszczepu ortotopowego aorty brzusznej — schemat.

Po zakonczeniu czasu obserwacji (od 6 do 15 miesigcy) zwierze w znieczuleniu
ogolnym 3,6% wodzianem chloralu otwierano wzdtuz linii biatej, preparowano miejsca
zespolen, zaktadano podwiazki powyzej 1 ponizej zespolen, a nast¢pnie pobierano
przeszczepiony fragment aorty. Po pobraniu zwierze bylo poddawane eutanazji przez

wykrwawienie.
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Fragmenty aort do barwien histologicznych i znakowania przeciwciatami
utrwalano w acetonie z suchym lodem i przechowywano w temperaturze -80°C.
Liczebnos$¢ szczurow w kazdej z grup, w ktorych wykonano znakowania wynosita n=3.

Material do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano po wykonaniu
perfuzji zwierzat przez lewa komore serca utrwalaczem: 2% roztworem
paraformaldehydu i 2,5% aldehydu glutarowego w 0,1M buforze kokodylanowym.

Liczebnos¢ szczuréw w kazdej z grup wynosita n=4.

45 Technika przeszczepiania podskérnego aorty brzusznej

Wykonano  podskorne  wszczepienie w  lape  us$pionego  szczura
1-centymetrowych odcinkow aort przechowywanych w NaCl i $§wiezych. Naczynia
uzyskano od szczurow szczepu BN (sc tx allogeniczny) lub LEW (sc tx syngeniczny).
W miejscu wszczepienia nie zaktadano szwow, aby unikng¢ naciekow zapalnych wokot
szwu. Po 7 dniach szczury usypiano i pobierano wycinki skory z tkanka podskorna
Z obu tap. Wypreparowano i zwazono wezty chtonne podkolanowe i biodrowe w celu
okreslenia reakcji immunologicznej w weztach. Po pobraniu zwierz¢ bylo poddawane
eutanazji przez wykrwawienie. Fragmenty skory utrwalano w acetonie z suchym lodem

i przechowywano w temperaturze -80°C.

4.6 Ocena wytrzymalo$ci mechanicznej aort

Wytrzymato§¢ mechaniczng naczyn badano poprzez okreslenie dwoch
parametrow: wytrzymato§ci na rozcigganie (badanie wytrzymatosciowe w probie
rozciggania) oraz oznaczanie maksymalnego ci$nienia Wwewnatrznaczyniowego
(badanie wytrzymato$ciowe w probie cisnieniowej). Wytrzymato$¢ na rozcigganie
badano urzadzeniem Wagner Force Dial™, model FDK / FDN (Wagner instruments,
P.0.B 1217 Greenwich, USA) na l-centymetrowych odcinkach naczyn pochodzacych
ze srodkowej czesci petli, przyktadajac site rozciagajacg wzdluz dtugiej osi naczynia.

Badanie wytrzymatosciowe w prébie ciSnieniowej wykonywano przez
stopniowe zwigkszanie ci$nienia wewnatrz naczynia o $wietle zamknietym

podwiagzkami. Odczytu dokonywano manometrem w momencie peknig¢cia naczynia.
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4.7 Ocena immunogennosci aort
4.7.1 Ocena immunogennosci aort po przeszczepieniu ortotopowym

Immunogenno$¢ aort po przeszczepieniu ortotopowym byla badana na
podstawie oceny intensywnosci naciekow komoérkowych w miejscu przeszczepu.
Oceniano wielkos$¢ naciekow w kazdej z warstw przeszczepionego naczynia. Komorki
naciekajace przeszczep identyfikowano z uzyciem przeciwciat ED1, OX6 1 W3/13.
Oceny dokonano za pomocg programu Cell Imaging Software for Life Science

Microscopy firmy Olympus.

4.7.2 Ocena immunogennosci aort po przeszczepieniu podskérnym

Immunogenno$¢ aort po przeszczepie podskornym byta badana na podstawie
oceny intensywnos$ci naciekOw komodrkowych w miejscu przeszczepu. Komorki
naciekajace przeszczep identyfikowano z uzyciem przeciwcial ED1, OX6 i W3/13.
Oceny dokonano za pomocg programu Cell Imaging Software for Life Science
Microscopy firmy Olympus. Reakcje immunologiczng regionalnych (podkolanowych
i biodrowych) weztow chtonnych na przeszczep okre$lano na podstawie zmian w ich
masie. Wezty wazono przy uzyciu wagi Mettler Toledo XS 205. Odczytu dokonywano

z doktadnoscia do czwartego miejsca po przecinku.

4.8 Barwienia histologiczne aort

Wszystkie barwienia i znakowania przeprowadzano na tkankach mrozonych,
utrwalonych w acetonie z suchym lodem. Po pobraniu aorty ci¢to na skrawki
0 grubosci Sum przy uzyciu kriostatu firmy Leica model CM 1850 UV i barwiono
hematoksyling/eozyng oraz metoda trichrome Azan na obecnos¢ widkien

kolagenowych.

4.9 Znakowania immunohistochemiczne aort do analizy w mikroskopie Swietlnym

Do identyfikacji antygenéw powierzchniowych komorek zastosowano
przeciwciala monoklonalne mysie skierowane przeciwko antygenom szczurzym.
Przeciwciat CD31, RECA-1 (HIS 52) oraz CD54 uzywano do identyfikacji komorek
srodblonka naczyniowego. Znakowanie leukocytéw przeciwciatami ED1 (CD68), OX6
(MHC 1I) i W3/13 (CD43) miato na celu monitorowanie reakcji immunologicznej

biorcy na przeszczep. Stosowano metod¢ posredniego znakowania przy uzyciu
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kompleksu biotyna-streptawidyna-fosfataza alkaliczna (LSAB-2 Kit AP, DAKO A/S,
Dania, nr kat. K0674). Preparaty tkankowe utrwalano 10 minut w acetonie, a nastgpnie
suszono. W celu zablokowania niespecyficznego barwienia, tkanki inkubowano
z surowicg kozig, rozcienczong 1:1 buforem Tris pH=7,6 przez 20 minut
W temperaturze pokojowej, po czym naktadano na 45 minut pierwszorzgdowe

przeciwciata monoklonalne znakujace komorki:
a) Srodbtonka naczyniowego:

CD 31 (1:30, mysie anty szczurze, Serotec, Oxford, UK, nr kat. MCA 1334G),

RECA-1 (HIS 52) (1:30, mysie anty szczurze, Serotec, Oxford, UK, nr Kat.
MCA970R),

CD 54 (1:30, mysie anty szczurze, Serotec, Oxford, UK, nr kat. MCAT773).

b) Uktadu odpornosciowego:
ED 1 (1:100, mysie anty szczurze CD68, Serotec, Oxford, UK, nr kat. MCA341R),
OX 6 (1:100, mysie anty szczurze RT1B, Serotec, Oxford, UK, nr kat. MCA46G),

W 3/13 (1:100, mysie anty szczurze CD43, Serotec, Oxford, UK, nr kat. MCAb4G).

Po odptukaniu w buforze Tris pH=7.6 preparaty inkubowano 15 minut
Z ll-rzgdowym biotynylowanym przeciwcialem kozim skierowanym przeciwko
immunoglobulinie myszy, nastgpnie naktadano streptawidyn¢ skoniugowana
z alkaliczng fosfataza. Odptukiwano w buforze Tris pH=7,6 1 przeprowadzono reakcje
z chromogennym substratem dla alkalicznej fosfatazy (Vector Laboratories, USA,
nr kat. SK-5100) przez 15 min. Preparaty ptukano w wodzie destylowanej, dobarwiano

hematoksyling przez 55 sekund 1 zatapiano w zelu glicerynowym.
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Tabela 4. Charakterystyka uzytych przeciwciat.

Przeciwcialo Ekspresja antygenu Funkcja
Pelni role w interakcjach adhezyjnych
pomigdzy sasiadujacymi komorkami
srodblonka oraz migdzy leukocytami
cD31 Komorki ciaglego $rodblonka | a komérkami $rodblonka. Homofilne CD31
naczyniowego. uczestniczy w diapedezie leukocytow przez
srodbtonek, heterofilne CD31 pelni role
W migracji ~ monocytow  przez  blong
podstawna podsroédbtonkowa.
Jest jedynym  specyficznym  markerem
RECAL Antygen ekspresjonowany | wszystkich typoéw szczurzych komorek
(HIS 52) przez szczurze  komorki | §rédbtonka naczyniowego. Charakter tego
srodbtonkowe. antygenu powierzchniowego jest nadal
nieznany.
Komorki $rodbtonka, migsni
gladkich, fibroblastow. | ) ) L
_ ) _ | Bierze udziat w procesie adhezji i migracji
ICAM-1 Indukcja tego biatka, wigze si¢ )
. _ leukocytow  przez  barier¢  komorek
(CD 54) z obecnoscia  mediatoréw
srodbtonka.
procesu zapalnego np. TNF-a,
INF-y, IL-1.
Moze odgrywac rolg w procesie fagocytozy
Silna ekspresja przez | przez makrofagi, oraz w interakcjach
ED1 monocyty i makrofagi, staba | z innymi komdrkami i patogenami. Wiaze si¢
(CD68) przez granulocyty krwi | z tkankowo-specyficznymi lektynami
obwodowej. i selektynami, co umozliwia zasiedlanie
okreslonych obszarow.
OX 6 Limfocyty B, komorki | Prezentacja antygenu, mediowanie
dendrytyczne, makrofagi, | odpowiedzi immunologicznej lub tolerancji
(MHCII, RT1B) _
komorki nablonkowe. na antygen.
Silna ekspresja na leukocytach, , _
W3/13 o ) Pelni role antyadhezyjng, sygnatowa oraz
z wyjatkiem limfocytow B w _ ) )
(CD43) w oddziatywaniach cytoszkieletowych.

fazie spoczynkowej.
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4.10 Ocena parametréw morfologicznych przeszczepionej ortotopowo aorty i

naciekow komorkowych.

Do oceny preparatow wykorzystano mikroskop s$wietlny (IX71, Olympus,

Japan) wyposazony w kamere (SPT-M324CE, Sony, Japan) z oprogramowaniem Cell

Imaging Software for Life Science Microscopy firmy Olympus (Olympus, Germany).

Badano nastgepujace parametry:

A.

Wielkos¢ obwodu warstwy wewnetrznej pokryte] $rodbtonkiem naczyniowym
(oceniana w przekroju poprzecznym, wyrazona jako warto$¢ procentowa, poprzez
stosunek dtugosci fragmentu warstwy wewnetrznej pokrytej srodbtonkiem do catej

dtugos$ci warstwy wewnetrznej),

. Liczbe komorek pozytywnych w obrebie warstwy wewngtrznej (Srednia z 5 pol

0 wymiarach 100x100 um),
Szeroko$¢ warstwy wewnetrznej w um ($rednia z 5 pomiarow),

Liczbe komorek pozytywnych w obrebie warstwy srodkowej (Srednia z 5 pol

0 wymiarach 100x100um),

Liczbe komoérek w obrebie warstwy srodkowej (Srednia z 5 pédl o wymiarach
100x100pm),

Szeroko$¢ warstwy srodkowej w um ($rednia z 5 pomiardw),

Szeroko$¢ warstwy zewnetrznej w um ($rednia z 5 pomiarow),

. Liczbe komorek pozytywnych w obrgbie warstwy zewnetrznej (Srednia z 5 pol

0 wymiarach 100x100um).

W przypadku przeszczepow podskornych badano jedynie intensywno$¢ reakcji

immunologicznej poprzez ocen¢ naciekow komorek ED1, OX6 i W3/13 pozytywnych.
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WARSTWA ZEWNETRZNA

WARSTWA WEWNETRZNA WARSTWA SRODKOWA

Rycina 4. Schemat budowy aorty z uwzglednieniem sposobu dokonywania pomiarow.

Wyjasnienia oznaczen w tek$cie na stronie 39.
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Rycina 5. Przyktadowe zdjecie aorty z wykonanymi w programie Cell pomiarami parametrow

morfologicznych i naciekow komoérkowych przeszczepionej ortotopowo aorty.
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4.11 Przygotowanie materialu do analizy w mikroskopie elektronowym

W celu uzyskania materialu do badan ultrastruktury aort w mikroskopie
elektronowym kazde zwierz¢ zostato poddane perfuzji przez lewa komore¢ serca
utrwalaczem: 2% roztworem paraformaldehydu i 2,5% glutaraldenydu w 0,1M buforze
kokodylanowym, pH 7,4, przez 20 minut w temperaturze 20°C. Po perfuzji aorty
pobierano i utrwalano w tym samym roztworze przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej, nastepnie przez 48 godzin w temperaturze 4°C. Po utrwaleniu aorty ptukano
w 0,1M buforze kokodylanowym przez 24 godziny. Tkanke osmowano uzywajac
mieszaniny 1% tlenku osmu (OsOg4) i 0.8% zelazicyjanku potasu Ks[Fe(CN)s] przez
2 godziny w temperaturze pokojowej. Material odwadniano przeprowadzajac przez
szereg alkoholi oraz tlenek propylenu (C3HesO), poczatkowo czysty, a nastgpnie ze
wzrastajacym stezeniem zywicy (w proporcji 3:1, 1:1, 1:3). Ostatnim etapem procedury
bylo zatopienie aorty w czystej zywicy. Material ci¢to na skrawki ultracienkie

i analizowano w elektronowym mikroskopie transmisyjnym JEM-1200EX.

4.12 Analiza statystyczna otrzymanych wynikéow

Stosownie do charakteru poszczegdlnych parametréw, cze$¢ z nich poddano
przed analizg transformacji: katowej (procent obwodu warstwy wewnetrznej pokrytej
srodblonkiem naczyniowym), pierwiastkowej (zliczenia komorek odpornosciowych
biorcy naciekajacych przeszczep) lub logarytmicznej (szeroko$¢ poszczegdlnych
warstw aort, reakcja regionalnych weztéw chtonnych).

Poréwnania wielokrotne przeprowadzono metodg Tukey'a, poprzedzong analizg
wariancji w klasyfikacji pojedynczej (SAS/ANOVA, SAS Institute 2010) na trzech
poziomach istotnosci: 0,05; 0,01 i 0,001. Rownolegle wykonano (w przypadku
wynikow do$wiadczen z przeszczepoéw ortotopowych i1 podskérnych) poréwnania
parami metoda Satterthwaite'a, co dalo mozliwo$¢ uniezaleznienia si¢ od zatozenia
0 jednorodnos$ci zmienno$ci. W poszczegdlnych kombinacjach czynnikéw znaleziono
95% przedzialy ufnosci dla warto$ci $rednich poszczegdlnych cech. W przypadku
stosowania transformacji danych wyliczono przedziaty dla cech transformowanych, po
czym przeniesiono je do skali oryginalnej przez zastosowanie transformacji

odwrotnych.
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Wyniki doswiadczen dotyczacych wytrzymatosci mechanicznej aort byly
danymi lewostronnie ucietymi, co wykluczalo proste =zastosowanie metod
parametrycznych. Grupy porownano za pomoca testu rangowego Kruskala-Wallisa
z wykorzystaniem permutacyjnego rozktadu statystyki testu do oceny istotnosci

statystycznej. Otrzymane wartos$ci liczbowe przedstawiono w formie $redniej +SEM.
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5 Wyniki
5.1 Ocena makroskopowa przeszczepionych ortotopowo aort

Wszystkie aorty nieprzechowywane, przeszczepione na 6 miesiecy w uktadzie
syngenicznym (grupa 1) zachowywaly drozno$¢ i tetnily. Nie zaobserwowalam
powstania  t¢tniakow. Natomiast w  grupie naczyn nieprzechowywanych,
przeszczepionych réwniez na 6 miesi¢cy, ale w uktadzie allogenicznym (grupa 2)
droznych byto 71,4%, tetnito 57,1%, a poszerzonych bylo 14,3%. Aorty
przechowywane przez 6 miesigcy 1 przeszczepione na 6 miesigcy w uktadzie
syngenicznym (grupa 3) byly drozne i tetnity, nie obserwowalam roéwniez
wystgpowania tetniakow. Natomiast naczynia allogeniczne przechowywane przez
6 miesigcy i przeszczepione na 6 miesigcy (grupa 4) zachowywaly drozno$c¢ i tetnity
w 75% przypadkow, a 25% z nich bylo poszerzonych. Po krétkoterminowym
przechowywaniu (30 dni) i przeszczepieniu na 12 miesigcy, zarOwno w uktadzie
syngenicznym (grupa 5), jak i allogenicznym (grupa 6), aorty zachowywaty takie same
parametry jak w grupie 1. Dlugoterminowe przechowywanie (10-12 miesigcy)
I krotkoterminowe (3 miesigce) przeszczepienie powodowalo nieznaczne pogorszenie
parametrow w naczyniach allogenicznych (grupa 8), ale nie syngenicznych (grupa 7).
Po dlugoterminowym przechowywaniu (12 miesiecy) 1 dlugoterminowym
przeszczepieniu (na 15 miesigcy) (grupy 9 i 10) odsetek naczyn droznych i tetnigcych
zmniejszyl si¢, a poszerzonych zwigkszyl zarbwno w przeszczepach syngenicznych,

jak i allogenicznych (tabela 5).
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Tabela 5. Ocena makroskopowa aort po przeszczepieniu ortotopowym.

Czas po )
Czas w NaCl o Droznos$¢ | Tetnienie | Poszerzenie | N=
przeszczepieniu

Grupal Nieprzecho- 5/5 5/5 0/5

. 6 miesigcy N=5
Syngeniczne | wywane (100%) (100%) (0%)
Grupa 2 Nieprzecho- 5/7 4/7 17

) 6 miesigcy N=7
Allogeniczne | wywane (71,4%) (57,1%) (14,3%)
Grupa3 3/3 3/3 0/3

) 6 miesigcy 6 miesigcy N=3
Syngeniczne (100%) (100%) (0%)
Grupa4 o 3/4 3/4 1/4

) 6 miesigcy 6 miesigcy N=4
Allogeniczne (75%) (75%) (25%)
Grupa5 . ok 4/4 4/4 0/4

) 30 dni N=4
Syngeniczne 12 miesigcy (100%) (100%) (0%)
Grupa 6 ) ok 5/5 5/5 0/5

) 30 dni N=5
Allogeniczne 12 miesigcy (100%) (100%) (0%)
Grupa 7 ) 3/3 3/3 0/3

) 10 miesiecy 3 miesigce N=3
Syngeniczne (100%) (100%) (0%)
Grupa 8 3/3 2/3 1/3

) 12 miesigcy 3 miesigce N=3
Allogeniczne (100%) (66,6%) | (33,3%)
Grupa 9 4/4 3/4 1/4

) 12 miesiecy 15 miesigcy N=4
Syngeniczne (100%) (75%) (25%)
Grupa 10 o 718 718 4/8

) 12 miesigcy 15 miesigcy N=8
Allogeniczne (87,5%) (87,5%) | (50%)

Jesli porownywacé srednig wynikow w grupach naczyn nieprzechowywanych

I przechowywanych

| przeszczepienia),

(bez

to naczynia przechowywane w bezwodnym chlorku sodu

wzgledu

dtugosé

czasu

przechowywania

| przeszczepione w ukladzie syngenicznym maja niemalze te same parametry co

swieze: drozno$¢ (tak jak w przypadku §wiezych) 100%, tetnienie 92,9% (w przypadku

swiezych 100%), poszerzenie 8,3% (w przypadku $wiezych 0%). Grupa tetnic
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przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepionych w ukladzie
allogenicznym rézni si¢ natomiast w sposob dos$¢ istotny od grupy kontrolnej aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym. WSs$rod tetnic
przechowywanych droznych pozostawato 90,6% (w poréwnaniu do 71,4%), tetnito
82,3% (w porownaniu do 57,1%), a poszerzenie obserwowatam w 27,1%
w poréwnaniu  do 14,3% w grupie kontrolnej aort nieprzechowywanych

przeszczepionych w uktadzie allogenicznym (tabela 6).

Tabela 6. Ocena makroskopowa aort po przeszczepieniu ortotopowym - usrednione wyniki.

Droznos$¢ Tetnienie Poszerzenie
Nieprzechowywane syngeniczne 100% 100% 0%
Przechowywane syngeniczne 100% 92,9% 8,3%
Nieprzechowywne allogeniczne 71,4% 57,1% 14,3%
Przechowywane allogeniczne 90,6% 82,3% 27,1%

5.2 Budowa morfologiczna aort kontrolnych przed przeszczepieniem.

Sciana aort kontrolnych zdrowego szczura (N=3), nie poddanych procesowi
przechowywania, sktadata si¢ z trzech warstw. Warstwa wewngtrzna wystana byla
cigglym, ptaskim s$rodbtonkiem naczyniowym, znakujagcym si¢ przeciwciatami
anty HIS52 i anty CD31, jak rowniez mniej specyficznym w stosunku do komorek
srodbtonka przeciwciatem anty CD54. Komorki tej warstwy spoczywaly na cienkiej
btonie podstawnej, pod ktorg wystepowata warstwa srodkowa. Jej grubo§¢ w aortach
nieprzechowywanych przed przeszczepieniem wynosita srednio 117+4,5um. Warstwe
te tworzyly witokna elastyczne (8-10 warstw) o ukladzie okr¢znym. Pomigdzy
wloéknami obserwowatam licznie wystepujace komorki migsniowe ($rednio 67+1,2
komorek). Grubos¢ warstwy zewnetrznej, zawierajacej liczne wlokna kolagenowe

i elastynowe wynosita $rednio 16,9+2,6pum.

5.3 Budowa morfologiczna aort po przechowywaniu w NaCl przed
przeszczepieniem.

W celu zbadania, czy metoda przechowywania w bezwodnym chlorku sodu pozwoli
na uzyskanie naczyn charakteryzujacych si¢ parametrami umozliwiajgcymi ich
zastosowanie do przeszczepow, po procesie przechowywania w NaCl dokonatam oceny

morfologicznej aort. Badalam obwod warstwy wewnetrznej pokrytej $rodblonkiem
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naczyniowym aort przed przeszczepieniem, ocenialam grubo$¢ poszczegolnych warstw

aorty oraz liczebno$¢ komorek migsniowych w warstwie srodkowe;.

5.3.1 Ocena obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej Srodblonkiem
naczyniowym przed przeszczepieniem.

W przypadku aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu przed
przeszczepieniem nie zidentyfikowatam komorek $rodblonka naczyniowego
znakujgcych si¢ przeciwciatami anty HIS52, anty CD31 i anty CD54. Obserwowatam
natomiast zachowana struktur¢ witokien elastycznych i obecne migdzy nimi lekko
obkurczone miofibroblasty. Komorki $rodbtonka naczyniowego (zabarwione na
czerwono) obecne byly jedynie w nieprzechowywanej aorcie. Poza tym obraz aort
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu nie odbiegat od obrazu aorty kontrolnej

(rycina 6).

Rycina 6. Aorta $wieza po pobraniu (A) oraz przechowywana w bezwodnym NaCl przez
3 miesigce (B); 6 miesigcy (C); i 10 miesieccy (D). Znakowanie anty HIS 52, pow. x100.

EC-komorki §rodbtonka naczyniowego.
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Na ponizszym wykresie przedstawitam wyniki obliczen procentu obwodu
warstwy wewnetrznej aort pokrytego srodbtonkiem w grupach aort przed i po

przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu.

WIELKOSC OBWODU WARSTWY WEWNETRZNEJ
AORT POKRYTEJ SRODBLONKIEM PRZED | PO
PRZECHOWYWANIU (WYRAZONA W PROCENTACH)
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Rycina 7. Wielko$¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej $rodbtonkiem przed i po
przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu (wyrazona w procentach). Analize statystyczng
wykonatam metoda porownan wielokrotnych Tukey’a ANOVA, *** p<0,001. Wyniki badan
przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne =SEM. Linig przerywana oznaczono dane stanowiace

punkt odniesienia w analizie statystycznej. Skrot ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

5.3.2 Ocena gruboSci warstwy wewnetrznej, Srodkowej i zewnetrznej w aortach
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu przed przeszczepieniem.
Grubo$¢ warstwy wewnetrznej aort nieprzechowywanych wynosita $rednio

3,05£0,3um. Byta ona poréwnywalna do warto$ci obserwowanych w aortach

przechowywanych 3 miesigce, ale istotnie statystycznie nizsza (p<0,01), niz

w przypadku aort przechowywanych 6 miesigcy (7£0,6um) 1 10 miesigcy

(7,33+0,3um). Moze to wynika¢ z nadmiernej rehydratacji tkanki po przechowywaniu.

Grubos$¢ warstwy srodkowej byta porownywalna we wszystkich badanych grupach i

wynosita 109,2+3,2um do 126+3,6um, natomiast w przypadku warstwy zewngtrznej

roznice istotng statystycznie (p<0,05) zaobserwowano jedynie pomigdzy aortami

nieprzechowywanymi, a przechowywanymi przez 10 miesigcy (16,9+2,6um w

poréwnaniu do 37,8+1,4um). Dane te przedstawia rycina 8.
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Rycina 8. Grubos¢ poszczegolnych warstw aort przed i po przechowywaniu w bezwodnym chlorku
sodu. Analizg statystyczng wykonatlam metoda poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA;
* p<0,05; ** p<0,01. Wyniki badan przedstawione sa jako S$rednie arytmetyczne =SEM.

Skrét ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

5.3.3 Liczba komérek mi¢sniowych w warstwie Srodkowe;j.

W aortach nieprzechowywanych oraz przechowywanych w bezwodnym chlorku
sodu przez 6 i 10 miesigcy liczba komodrek migsniowych w warstwie $srodkowej byta
porownywalna i wynosita odpowiednio: 64, 57 i 60 (rycina 11). Liczbe komorek
W obrgbie warstwy srodkowej podaje jako $rednig z 5 p6l o wymiarach 100x100pm.
W przypadku aort przechowywanych przez 3 miesigce liczba komorek migsniowych
w warstwie $rodkowej byla nieco nizsza niz w pozostalych grupach i wynosita 46.

Dane te przedstawia rycina 9.
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_LICZBA KOMOREK MIESNIOWYCH W WARSTWIE
SRODKOWEJ AORT PRZED | PO PRZECHOWYWANIU

1004

*% *

[LICZBA KOMOREK]

Rycina 9. Liczba komoérek migéniowych w warstwie srodkowej aort przed i po przechowywaniu w
bezwodnym chlorku sodu. Analize statystyczng wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych
Tukey’a ANOVA * p<0,05; ** p<0,01. Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne

+SEM. Skroét ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

5.4 Budowa morfologiczna aort przeszczepionych ortotopowo.
54.1 Ocena (_)bwodu warstwy wevx_'n(;_trznej aort pokrytej Sréodblonkiem
naczyniowym po przeszczepieniu.

Naczynia przechowywane przez 12 miesiecy w bezwodnym chlorku sodu
| przeszczepione na 15 miesiecy, zarowno w ukladzie syngenicznym, jak
I allogenicznym charakteryzowaly si¢ obecnos$cig komorek §rodbtonka naczyniowego
wyrazajacych antygen HIS52 (rycina 10). Podobnej obserwacji dokonatam

w przypadku naczyh nieprzechowywanych i dlugoterminowo przeszczepionych.
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Rycina 10. Aorta przechowywana przez 12 miesiecy i przeszczepiona na 15 miesi¢gcy w uktadzie
syngenicznym (A) lub allogenicznym (B) oraz nieprzechowywana, przeszczepiona na 12 miesigcy
w uktadzie allogenicznym (C). Znakowanie anty HIS52; na czerwono wyznakowane komorki

srodbtonka wyscietajace naczynie (EC); pow. x100.

W przeszczepionych aortach obserwowatam takze obecnos$¢ antygenow CD31
na komoérkach §rodbtonka naczyniowego (rycina 11 i 12). Analogiczna sytuacja miata

miejsce w przypadku antygenu CD54.

Rycina 11. Aorta przechowywana przez 10 miesigcy i przeszczepiona na 3 miesiace (A) oraz
przechowywana przez 12 miesigcy, przeszczepiona na 15 miesiecy (B) w uktadzie syngenicznym.
Znakowanie anty CD31; na czerwono wyznakowane komorki srodbtonka wys$cietajgce naczynie
(EC); pow. x200.
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Rycina 12. Aorta przechowywana przez 12 miesiecy i przeszczepiona na 3 miesigce (A) oraz
przechowywana przez 12 miesigcy przeszczepiona na 15 miesigey (B) w uktadzie allogenicznym.
Znakowanie anty CD31; na czerwono wyznakowane komorki $rodbtonka wyscietajace naczynie;
pow. x100.

Na rycinie 13 przedstawitam wielko$¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort
pokrytej srodbtonkiem. w aortach nieprzechowywanych, zardwno
nieprzeszczepionych, jak przeszczepionych w uktadzie syn- i allogenicznym czesé
warstwy wewngtrznej naczynia pokrytej $§rodbtonkiem wynosita 91 - 98%. Natomiast
w przypadku aort poddanych procesowi przechowywania w bezwodnym NaCl, ale
nieprzeszczepionych stanowita ona jedynie ok. 1% powierzchni (stupek zielony). Po
przeszczepieniu pozbawionych $rédbtonka aort przechowywanych przez 6 miesigcy na
6 miesigcy obserwowatam zwigkszenie procentu obwodu warstwy wewngtrznej

pokrytej srodbtonkiem naczyniowym do ponad 90% (stupek fioletowy).

52
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Rycina 13. Wielko$¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej srodblonkiem po przeszczepieniu
(wyrazona w procentach). Analize statystyczng wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych
Tukey’a ANOVA *** p <0,001. Wyniki badan przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne =SEM.
Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystycznej. Skrot

,,Dez tX”’ oznacza aorty nieprzeszczepione.

We wszystkich ocenianych grupach doswiadczalnych procent obwodu warstwy
wewnetrznej aort pokrytej S$rodbtonkiem, po dlugoterminowym przechowywaniu
w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu, byt poréwnywalny i wynosit od 93 do

99,5%. Dane te przedstawia rycina 14.

53



WIELKOSC OBWODU WARSTWY WEWNETRZNEJ
AORT POKRYTEJ SRODBLONKIEM PO
DLUGOTERMINOWYM PRZECHOWYWANIU
| PRZESZCZEPIENIU (WYRAZONA W PROCENTACH)

* %k %k

100 -

%

50 -
0 -
A%
y
{s@vﬁ@,\e
o
NS \s
¢ & o
1\ N
& o
\\\Q' Q,(’Q‘ Q’l&o Qj?’
quf < Q

Rycina 14. Wielko$¢ obwodu warstwy wewnetrznej aort pokrytej $rodblonkiem po
dlugoterminowym przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu (wyrazona
w procentach). Analize statystyczng wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych Tukey’a
ANOVA. Wyniki badan przedstawione sg jako srednie arytmetyczne £SEM. *** p<0,001. Linig
przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystycznej. Skrot ,,bez tx”

o0znacza aorty nieprzeszczepione.

5.4.2 Grubosé poszczegolnych warstw aorty w zaleznos$ci od czasu przechowywania,
okresu po przeszczepieniu i ukladu doswiadczalnego.

W grupie aort przechowywanych przez 6 miesiecy w NaCl i przeszczepionych
na 6 miesigcy w uktadzie allogenicznym obserwowatam znaczny przerost warstwy
wewnetrznej, ktorej  grubo$¢  wynosita  106+£16,3um w  pordéwnaniu  do
nieprzechowywanych, nieprzeszczepionych - 3+0,3um i nieprzechowywanych,
przeszczepionych na 6 miesiecy W uktadzie syngenicznym - 12+1,6um. W grupie aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych allogenicznie na 6 miesigcy grubo$¢ warstwy

wewnetrznej byta niemal dwukrotnie wigksza (196+58,3um) niz w przypadku aort
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przechowywanych. Réznice w grubosci warstwy srodkowej pomigdzy tymi grupami
byly nieznaczne. Warstwa zewnetrzna aort po przeszczepieniu byta we wszystkich
grupach  doswiadczalnych  istotnie  statystycznie  (p<0,001) grubsza niz
w nieprzechowywanych, nieprzeszczepionych aortach kontrolnych (92,6+5,7um;

130,8+23,1um i 115,2+13,1lum w poréwnaniu do 16,9+2,6um). Dane te przedstawia

rycina 15.
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Rycina 15. Grubo$¢ poszczegdlnych warstw $ciany aort po krotkoterminowym przechowywaniu w
bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu. Analize statystyczng wykonatam metoda porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; *** p <0,001. Wyniki badan przedstawione sg jako
$rednie arytmetyczne =SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia

w analizie statystycznej. Skrot ,,bez tx”” oznacza aorty nieprzeszczepione.

Grubo$¢  warstwy  wewnetrznej  $ciany aort po  dlugoterminowym

przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu byta w analizowanych
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grupach doswiadczalnych wicksza w poréwnaniu do nieprzechowywanych
I nieprzeszczepionych aort kontrolnych. Przy przeszczepach aort diugoterminowo
przechowywanych  (syngenicznych  przeszczepach  dlugoterminowych,  za$
allogenicznych zarowno krotko- jak 1 dlugoterminowych) grubos¢ warstwy
wewnetrznej byla znaczaco wyzsza 1 wynosita odpowiednio 152,3+15,2um
(dla syngenicznych) oraz 122,6£153um i 106,6+18,9um (dla allogenicznych)
w poréwnaniu do 3+0,3um w aortach kontrolnych. Zwigkszenie grubosci warstwy
wewnetrznej obserwowalam takze w przypadku aort nieprzechowywanych,
przeszczepionych dtugoterminowo w uktadzie syngenicznym (58+15um w poréwnaniu
do 3+0,3um). Podobny wynik otrzymatam w krotkoterminowych przeszczepach

syngenicznych aort przechowywanych 10 miesi¢cy (72+4,7um). Dane te przedstawiaja

ryciny 16 i 17.
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Rycina 16. Aorta przechowywana przez 12 miesigcy i przeszczepiona na 3 miesigce w ukladzie
syngenicznym, H/E, pow. x100, miejsce zespolenia (A), fragment przeszczepionego naczynia

Z pogrubiata warstwg wewnetrzng, H/E x200 (B).
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Rycina 17. Grubo$¢ warstwy wewnetrznej $ciany aort po diugoterminowym przechowywaniu
W bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu. Analize¢ statystyczng wykonalam metoda porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; *** p <0,001. Wyniki badan przedstawione sg jako
srednie arytmetyczne =SEM. Linig przerywana oznaczono dane stanowiace punkt odniesienia

w analizie statystycznej. Skrot ,,bez tx”” 0znacza aorty nieprzeszczepione.

We  wszystkich analizowanych grupach  do$wiadczalnych aort
przechowywanych w NaCl i przeszczepionych grubos¢ warstwy srodkowej §ciany aort
byla zblizona i wynosita od 73+2,3 pm do 90,7+2,3um. Istotnie statystycznie wigksza
byta szeroko$¢ warstwy s$rodkowej w grupach aort nieprzechowywanych, zaréwno
nieprzeszczepionych (117+4,5um), jak przeszczepionych syngenicznie (138,3+3,4um),

CO przedstawia rycina 18.
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Rycina 18. Grubos¢ warstwy $rodkowej aort po dtugoterminowym przechowywaniu w bezwodnym
chlorku sodu i przeszczepieniu. Analizg statystyczng wykonatam metoda porownan wielokrotnych
Tukey’a ANOVA * p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001. Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie
arytmetyczne =SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia w analizie

statystycznej. Skrot ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

Grubo$¢ warstwy zewnetrznej $ciany aort byla wicksza we wszystkich
analizowanych grupach doswiadczalnych aort dlugoterminowo przechowywanych
| przeszczepionych w poréwnaniu do aort kontrolnych — nieprzechowywanych,
nieprzeszczepionych. Takiej zalezno$ci nie stwierdzitam w poréwnaniu do grupy aort

nieprzechowywanych i przeszczepionych, co przedstawia rycina 19.
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Rycina 19. Grubo$¢ warstwy zewngtrznej aort po dlugoterminowym przechowywaniu
W bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu. Analize statystyczng wykonatam metoda porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA *** p <0,001; ** p<0,01; * p<0,05. Wyniki badan przedstawione
sa jako $rednie arytmetyczne +£SEM. Liniag przerywang oznaczono dane stanowiace punkt

odniesienia w analizie statystycznej. Skrot ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

5.4.3 Liczba komérek w warstwie srodkowej.

W  przypadku aort przechowywanych przez 6  miesigcy, ale
nieprzeszczepionych, liczba komoérek migsniowych byla wysoka i poréwnywalna do
nieprzechowywanej i nieprzeszczepionej aorty kontrolnej (57+2,1 versus 64=+1,2
komorek). Podobnie bylo w grupie aort nieprzechowywanych i przeszczepionych
w uktadzie syngenicznym. Po przeszczepieniu allogenicznym nieprzechowywanej
aorty obserwowalam zmniejszenie si¢ liczby komoérek migsniowych w warstwie
srodkowej aorty prawie o potowe (do 31+4,7 komorek). Przechowywanie przez
6 miesiecy w NaCl i przeszczepienie w uktadzie allogenicznym prowadzito natomiast

do niemal catkowitej utraty miofibroblastow. Dane te przedstawiaja ryciny 20 i 21.
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Rycina 20. Aorta nieprzechowywana, nieprzeszczepiona (A), nieprzechowywana, przeszczepiona
na 6 miesigcy w uktadzie syngenicznym (B), nieprzechowywana, przeszczepiona na 6 miesiecy
w uktadzie allogenicznym (C), przechowywana przez 6 miesiecy, przeszczepiona na 6 miesiecy
w uktadzie allogenicznym (D). Strzalka oznaczono komodrki migéniowe pomigdzy widknami
elastycznymi w warstwie $rodkowej: liczne (A,B), nieliczne (C) i obserwowane sporadycznie (D).
(C) Widoczny naciek komorek ED1* (wyznakowanych na czerwono). (A, B, D) Brak nacieku.
Znakowanie anty ED1 (monocyty/makrofagi) pow. x100.
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LICZBA KOMOREK MIESNIOWYCH W WARSTWIE
SRODKOWEJ AORT PO PRZESZCZEPIENIU

80+ kK

[LICZBA KOMOREK]

Rycina 21. Liczba komorek migéniowych w warstwie $rodkowej aort po przechowywaniu
w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu. Analizg statystyczng wykonatam metodg porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA *** p <0,001; * p<0,05. Wyniki badan przedstawione sg jako

srednie arytmetyczne +SEM. Skrot ,,bez tx” oznacza aorty nieprzeszczepione.

Aorty przechowywane dtugoterminowo (przez 10-12 miesigcy), przeszczepione
zarowno w uktadzie syngenicznym jak allogenicznym, charakteryzowaly si¢
obecno$cia jedynie pojedynczych komoérek migsniowych w warstwie $rodkowe;.
Na liczbe komoérek nie miat wptywu czas przeszczepienia — podobna sytuacja miala
miejsce zarowno po krotkoterminowym (na 3 miesigce) jak dlugoterminowym
(na 15 miesigcy) przeszczepieniu. Wiokna elastynowe i kolagenowe byty dobrze
zachowane, jedynie miejscami charakteryzowaly si¢ nieco poluzniong i lekko

zaburzong struktura (rycina 22 i 23).
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Rycina 22. Aorta przechowywana przez 10 miesigcy, 3 miesigce po syngenicznym przeszczepieniu
(A) oraz aorta przechowywana przez 12 miesiecy, 3 miesigce po allogenicznym przeszczepieniu
(B). Trichrome Azan; pow. x 200.

LICZBA KOMOREK MIESNIOWYCH W WARSTWIE
SRODKOWEJ AORT PO DLUGOTERMINOWYM
PRZECHOWYWANIU | PRZESZCZEPIENIU

100- ki

*k%k

[LICZBA KOMOREK]

Rycina 23. Liczba komoérek mig$niowych w warstwie $rodkowej aort po dlugoterminowym
przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu i przeszczepieniu. Analizg statystyczng wykonatam
metodg poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA *** p <0,001. Wyniki badan przedstawione sg
jako $rednie arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia

w analizie statystycznej.
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5.5 Budowa ultrastrukturalna aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu
I przeszczepionych ortotopowo.

W  aortach kontrolnych, pobranych  od  zdrowych  szczurow,
nieprzechowywanych 1 nieprzeszczepionych analiza mikroskopowo-elektronowa
wykazala obecnos$¢ ciagle; warstwy komorek srodbtonkowych, lezacych na cienkiej
btonie podstawnej oraz obecnych pod nig warstwy witokien elastynowych i komoérek

mig¢sniowych (rycina 24).
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Rycina 24. Aorta kontrolna, nieprzechowywana, nieprzeszczepiona. E - komorka $rodbtonka,

M — komoérka migsniowa, * - warstwa elastyny.
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W grupie aort przechowywanych, ale nieprzeszczepionych, nie obserwowano
obecnosci komorek o morfologii komorek srodbtonkowych. Warstwa elastyny oraz

migsnidwka pozostawaly zachowane (rycina 25).

Rycina 25. Aorta przechowywana przez 6 miesigcy, nieprzeszczepiona. M — komoérka migsniowa,

* - warstwa elastyny.
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W aortach przechowywanych 1 miesigc, a nastgpnie przeszczepionych na
12 miesigcy obserwowano wyraznie wyodrgbniona warstwg komorek srodbtonkowych
i zachowang warstweg witokien elastynowych. Obecna pod $rodbtonkiem blona
podstawna byla wyraznie poszerzona (rycina 26). W poszerzonej btonie podstawnej

obserwowano wypustki fibroblastow i komoérek migsniowych oraz pasma kolagenu.

Rycina 26. Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesiecy w ukladzie

syngenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa wewnetrzna naczynia. E - komorka $rodbtonka,

M — komoérka migsniowa, BL — btona podstawna, * - warstwa elastyny.
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Warstwa $rodkowa aort przechowywanych przez 1 miesigc, przeszczepionych
na 12 miesigcy w ukladzie syngenicznym byta dobrze zachowana (rycina 27).

Wystepowaly tam komorki migéniowe, wypustki fibroblastow, pojedyncze komorki

tuczne, oraz wtasne naczynia zaopatrujace (vasa vasorum).

Rycina 27. Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesiecy w ukladzie
syngenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa §rodkowa naczynia. M — komoérka migéniowa,

Ms — mastocyt, V — vasa vasorum.

Analiza mikroskopowo-elektronowa aort przechowywanych przez 1 miesigac,
a nastepnie przeszczepionych na 12 miesiecy w uktadzie allogenicznym wykazata
obecnos¢ komorek s$rodbtonka wyscietajacych $ciane aorty od strony luminalnej.
Komorki wykazywaty cechy hipertrofii, a w ich cytoplazmie obecne byty centriole.
Niekiedy warstwa elastyny byta odstonigta, obecne byty jedynie pojedyncze komorki
o morfologii podobnej do komoérek s$rodbtonkowych. Pod warstwg elastyny

wystepowaty komorki migsniowe oraz ich wypustki (rycina 28).
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Rycina 28. Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesiecy w uktadzie

allogenicznym, uwidoczniona na zdjgciu warstwa wewnetrzna naczynia. E - komorka
srodblonkowa, M - komorka migéniowa, * - warstwa elastyny, — centriola, ® prawdopodobnie

migrujace komorki srodbtonka.

W tej grupie doswiadczalnej obserwowano réwniez naczynia z ogniskowo
wystepujaca druga warstwa komorek srodbtonkowych. Komorki §rédbtonkowe lezace
bezposrednio na blonie podstawnej przylegaty do siebie tworzac jednolita warstwe.
Komorki gornej warstwy posiadaty liczne wypustki, i jak jest to widoczne na rycinie

29, pozostawaty punktowo potaczone z lezacymi ponizej komoérkami warstwy ciagtej.
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Rycina 29. Aorta przechowywana przez 1 miesigc, przeszczepiona na 12 miesiecy w uktadzie
allogenicznym, uwidoczniona na zdjeciu warstwa wewngtrzna naczynia. E - komorka

srodblonkowa, E' — komorka $rodbtonka lezgca na warstwie §rodblonka, * - warstwa elastyny.

5.6 Wytrzymalo$¢ mechaniczna aort.

Wytrzymalo§¢ mechaniczng naczyn badano poprzez okreSlenie dwoch
parametrow: wytrzymato$ci na rozcigganie (ang. tensile strenght) oraz maksymalnego
ci$nienia wewnatrznaczyniowego (badanie wytrzymato§ciowe w probie ci$nieniowej).
Srednia wytrzymato§¢ na rozciaganie aort kontrolnych (nieprzechowywanych,
nieprzeszczepionych) wynosita 437+82g 1 byla porownywalna do wytrzymato$ci aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych na 6 miesigcy w uktadzie syngenicznym
(416+75g). Aorty nieprzechowywane, przeszczepione na 6 miesigcy, ale w ukladzie
allogenicznym, cechowaly si¢ znacznie nizszg wytrzymatos$cig (283+93g), podobnie
jak aorty przechowywane przez 6 miesiecy, przeszczepione na 6 miesigcy w uktadzie
syngenicznym (272+67g). We wszystkich pozostatych grupach, zaréwno w przypadku

aort przechowywanych w NaCl, jak nieprzechowywanych, wytrzymato$¢ na zerwanie
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wynosila ponizej 200 g. Warto$¢ ta nie zostata okreslona precyzyjniej ze wzgledu na

ograniczenia techniczne urzadzenia pomiarowego.

Wytrzymato$¢ na ci$nienie wywierane na $ciany naczynia we wszystkich

badanych grupach wynosita powyzej 300 mm Hg (warto$¢ maksymalna w pomiarze

manometrem). Dane przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Wytrzymatos¢ mechaniczna aort szczurzych.

Czas
przechowywania

Czas

przeszczepienia

Uklad
doswiadczalny

(liczba zwierzat

Srednia
wytrzymalo§é

na zerwanie

Wytrzymalo$é
na ciS$nienie

wywierane na

[miesiace] NS) (tensile §ciany naczynia
- strenght) [g] [mm Hg]

0 0 ) 437 >300
N=4
Syngeniczn

0 6 ynd Y 416 >300
N=3
Syngeniczn

6 6 ynd Y 272 >300
N=3
Allogeniczny

0 6 283 >300
N=4
Allogeniczny

6 6 <200 >300
N=3
Syngeniczn

0 >12 ynd Y <200 >300
N=3
Allogeniczny

0 >12 <200 >300
N=3
Syngeniczn

12 15 Y Y <200 >300
N=3
Allogeniczny

12 15 N=E <200 >300
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Wyniki badan wytrzymatos$ci aort byly danymi lewostronnie ucigtymi (granica
odczytu urzadzenia pomiarowego), co wykluczalo proste zastosowanie metod
parametrycznych. Grupy poréwnano za pomoca testu rangowego Kruskala-Wallisa
z wykorzystaniem  permutacyjnego rozktadu statystyki testu (Manly 1997,
SAS/NPARIWAY, SAS Institute 2010) do oceny istotnosci statystyczne;.

Istotno$¢ statystyczng wykazano przy porOwnaniu grup przeszczepow
0 wytrzymalo$ci  ponizej 200 g z grupami aort nieprzechowywanych
I nieprzeszczepionych oraz nieprzechowywanych i przeszczepionych na 6 miesigcy

w uktadzie syngenicznym. Poziom istotnos$ci statystycznej wynosit p <0,05.

5.7 Ocena immunogennosci aort przechowywanych w bezwodnym NacCl.

5.7.1 Immunogennos$¢ aort zbadana po przeszczepieniu ortotopowym.

W aortach przechowywanych 12 miesiccy w NaCl, 3 miesigce po
przeszczepieniu allogenicznym (rycina 30) obserwowatam nacieki komorek
odpornosciowych — monocytow/makrofagéw (A), leukocytow (B) i komérek MHC IT*
(C). Komorki jednojadrzaste byty widoczne jedynie od strony warstwy zewnetrznej
naczynia i nie infiltrowatly $ciany aorty. Obecno$¢ komorek MHC 11" zaobserwowatam
takze w warstwie zewnetrznej aort przechowywanych 12 miesiecy w NaCl, 3 miesigce

po przeszczepieniu syngenicznym (D).
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Rycina 30. Aorta przechowywana 12 miesigcy, 3 miesigce po przeszczepieniu allogenicznym;

wyznakowana anty ED1 (A) W3/13 (B) i OX6 (C) oraz po przeszczepieniu syngenicznym,
wyznakowana anty OX6 (D). Komoérki pozytywne zabarwione na kolor czerwony, pow. x 100.

5.7.1.1 Liczba komorek immunologicznie czynnych biorcy naciekajacych warstwe

wewnetrzng przeszczepionej aorty.

Liczba komoérek OX6+  naciekajacych  warstwe  wewnetrzng — aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych w ukladzie syngenicznym oraz aort
przechowywanych (we wszystkich schematach do§wiadczalnych) wynosita $rednio
0-1 komorki (w 5 polach obliczeniowych o wymiarach 100x100um). Jedynie w grupie
aort nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym obserwowatam
wieksze nagromadzenie komérek OX6+ ($rednio 7+2,6 komoérek). Dane te przedstawia
rycina 31.
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LICZBA KOMOREK OX6+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE WEWNETRZNA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 31. Liczba komoérek OX6+ (MHCII+) naciekajagcych warstwe wewngtrzng aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analizg statystyczng
wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,01; **p<0,05; *** p <0,001.
Wyniki badan przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowiace punkt odniesienia w analizie statystycznej.

Podobnie jak w przypadku komorek OX6+, duzy naciek komorek ED1+ w obrebie
warstwy wewnetrznej obserwowatam jedynie w grupie aort nieprzechowywanych,
przeszczepionych w ukladzie allogenicznym. Niewielki, ale istotnie statystycznie wigkszy
(p<0,05) w porownaniu do kontroli (nieprzechowywanych aort przeszczepionych
w uktadzie syngenicznym) byl naciek w warstwie wewngtrznej aort przechowywanych
6 miesigcy w NaCl, przeszczepionych na 6 miesiecy w ukladzie allogenicznym (Srednia

wynosita 1,5+0,4 w poréwnaniu do 0,1+0,1 komoérek) co przedstawia rycina 32.
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LICZBA KOMOREK ED1+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE WEWNETRZNA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 32. Liczba komoérek ED1+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych warstwe wewngtrzng aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analize statystyczng
wykonatam metodg poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; *** p <0,001.
Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne +SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowiace punkt odniesienia w analizie statystycznej.
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Nacieki komoérek W3/13+ byly niewielkie we wszystkich grupach
do$wiadczalnych. = Maksymalng ich liczb¢  zidentyfikowalam w  grupie
nieprzechowywanych aort przeszczepionych w uktadzie allogenicznym na 6 miesiecy

($rednio 3+0,9 komorki) (rycina 33).

LICZBA KOMOREK W3/13+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE, WEWNETRZNA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 33. Liczba komorek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych warstwe wewngtrzng aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analize statystyczng
wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA ** p<0,01; *** p <0,001.
Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne +SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowiace punkt odniesienia w analizie statystycznej.
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5.7.1.2 Liczba komérek immunologicznie czynnych biorcy naciekajacych warstwe

srodkowa przeszczepionej aorty.

W  grupie aort nieprzechowywanych, przeszczepionych w ukladzie
allogenicznym na 6 miesiecy komoérek OX6+ bylo srednio 6,3+1,4. W pozostatych
grupach natomiast byly one obserwowane sporadycznie (0-2). Dane te przedstawia

rycina 34.

LICZBA KOI\!IOREK OX6+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE, SRODKOWA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 34. Liczba komoérek OX6+ (MHCII+) naciekajacych warstwe s$rodkowa aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analizg statystyczng
wykonatam metodag porownan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; ** p<0,01.
Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne +SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowiace punkt odniesienia w analizie statystycznej.
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Podobnie jak w przypadku komoérek OX6+, naciek komorek EDI1+ jest
zauwazalny jedynie w grypie aort nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie

allogenicznym (Srednio 5,5+1,3 komorek), co przedstawia rycina 35.

LICZBA KOMCREK ED1+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE, SRODKOWA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 35. Liczba komorek ED1+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych warstwe srodkowa
aort po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analiz¢ statystyczng
wykonatam  metoda  poréwnan  wielokrotnych  Tukey’a ANOVA  ***  p<0,001.
Wyniki badan przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystyczne;.
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W warstwie $srodkowej nacieki komérek W3/13+ byly niewielkie we wszystkich

grupach doswiadczalnych (rycina 36).

LICZBA KOMOIREK W3/13+ NACIEKAJACYCH
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Rycina 36. Liczba komoérek W3/13 (leukocyty) naciekajacych warstwe $rodkowa aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analize statystyczng
wykonatam  metoda  poréwnan  wielokrotnych  Tukey’a ~ ANOVA,  ***p<0,001.
Wyniki badan przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystycznej.

5.7.1.3 Liczba komdrek immunologicznie czynnych biorcy naciekajacych warstwe

zewnetrzna przeszczepionej aorty.

Obserwowatam znaczny naciek komoérek OX6+ w warstwie zewngtrznej aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym na 6 miesigcy
(Srednio 19,2+3,3 komoérek w 5 polach o wymiarach 100x100 pm) oraz aort
przechowywanych w NaCl przez 12 miesigcy, przeszczepionych w uktadzie
allogenicznym na 3 miesigce (Srednio 18,5+1,9 komorek). W pozostalych grupach

doswiadczalnych liczba komoérek OX6+ wynosita 1,9+0,4 do 6,1+1,1 i nie odbiegala
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W sposOb istotny statystycznie od grupy kontrolnej aort nieprzechowywanych,
przeszczepionych w uktadzie syngenicznym na 6 miesigcy ($rednio 3,1+0,4 komorek).

Dane te przedstawiono na rycinie 37.
LICZBA KOMOREK OX6+ NACIEKAJACYCH
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Rycina 37. Liczba komoérek OX6+ (MHCII+) naciekajacych warstwe zewnetrzng aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analiz¢ statystyczng
wykonatam metodg poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; ** p<0,01; ***p <0,001.
Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne +SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowiace punkt odniesienia w analizie statystycznej.

Naciek komorek ED1+ w warstwie zewngtrznej aort byt nieco mniej intensywny
niz w przypadku komorek OX6+. W grupach aort przechowywanych liczba komorek
ED1+ w warstwie zewnetrznej byla poréwnywalna do grupy kontrolnej aort

nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie syngenicznym na 6 miesigcy
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(3,1+0,3 komorek). W  przypadku allogenicznego  przeszczepienia  aort
nieprzechowywanych na 6 miesigcy oraz aort przechowywanych w NaCl przez
12 miesiecy na 3 miesigce, wynosit srednio 12+2,5 i 8,5+1,6 komoérek, co przedstawia
rycina 38.

LICZBA KOMOREK ED1+ NACIEKAJACYCH
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o I —
|
|
o 20- !
X 1
w |
S :
= 154
(@]
<
104
N
O
=)
54
0-
] 2 2 2 2 2 2
NN 2R 2 2N\
S N NN NN

Rycina 38. Liczba komoérek ED1+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych warstwe zewnetrzng aort
po przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analize statystyczng
wykonatam metodg poréwnan  wielokrotnych Tukey’a ANOVA *** p  <0,001.
Wyniki badan przedstawione sa jako $rednie arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystycznej.

Liczba komoérek W3/13+ naciekajacych  warstwe zewngtrzng  aort
nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym na 6 miesigcy,
wynosi $rednio 19,2+4,4 komoérek 1 jest istotnie statystycznie wyzsza, niz we
wszystkich pozostatych grupach, wlacznie z grupa aort przechowywanych w NaCl
przez 12 miesigcy, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym na 3 miesigce

(6,2+0,5 komorek) (rycina 39).
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LICZBA KOMOREK W3/13+ NACIEKAJACYCH
WARSTWE ZEWNE TRZNA AORT PO
PRZESZCZEPIENIU ORTOTOPOWYM
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Rycina 39. Liczba komoérek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych warstwe zewnetrzng aort po
przechowywaniu w bezwodnym NaCl i przeszczepieniu ortotopowym. Analizg statystyczng
wykonatam metoda poréwnan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; **p<0,01; *** p <0,001.
Wyniki badan przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne +SEM. Linig przerywang oznaczono

dane stanowigce punkt odniesienia w analizie statystycznej.

5.7.2 Immunogenno$¢ aort przechowywanych w NaCl zbadana po przeszczepieniu

podskornym.

5.7.2.1 Liczba komoérek immunologicznie czynnych biorcy naciekajacych aorte

wszczepiong podskornie.

W przypadku aort nieprzechowywanych, przeszczepionych w ukladzie
allogenicznym (rycina 40, kolumna lewa - zdj. A,C,E) obserwowatam wicksze nacieki
komorek odpornosciowych biorcy (wyznakowane na czerwono), niz w przypadku aort
przeszczepionych w uktadzie allogenicznym, ktére byty poddane wczesniej procesowi

przechowywania w bezwodnym chlorku sodu (kolumna prawa - zdj. B,D,F).
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Obserwacja ta powtarzata si¢ W przypadku wszystkich badanych fenotypéw komorek

(OX6+, ED1+ i W3/13+).
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Rycina 40. Aorta nieprzechowywana (kolumna lewa) oraz przechowywana 7 dni w bezwodnym
NaCl (kolumna prawa); 7 dni po allogenicznym podskérnym wszczepieniu w tape. A,B - na
czerwono wyznakowane komoérki MHC klasy I pozytywne (OX6+), C,D- monocyty/makrofagi
(ED1+), E,F- leukocyty (W3/13+) pow. x100.
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Nacieki komorek OX6+ we wszystkich preparatach aort przechowywanych, bez
wzgledu na uktad doswiadczalny, byly porownywalne jak w nieprzechowywanych,
syngenicznie przeszczepionych aortach kontrolnych oraz w przypadku operacji
pozorowanej. Liczba komoérek OX6+ nacickajgcych nieprzechowywane, wszczepione
w uktadzie allogenicznym aorty byla istotnie statystycznie wyzsza niz we wszystkich
pozostalych grupach (rycina 41). Analogiczna sytuacja miata miejsce w przypadku

komorek ED1+ i W3/13+ (dane przedstawione na rycinach 42 i 43).
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Rycina 41. Liczba komorek OX6+ (MHCII+) naciekajacych aorty po przechowywaniu w
bezwodnym NaCl i wszczepieniu podskornym. Analize¢ statystyczng wykonatam metoda porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; ***p<0,001. Wyniki badan przedstawione sa jako
srednie arytmetyczne =SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowiace punkt odniesienia

w analizie statystycznej.
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LICZBA KOMOREK ED1* NACIEKAJACYCH
PODSKORNIE WSZCZEPIONA AORTE
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Rycina 42. Liczba komorek ED1+ (monocyty/makrofagi) naciekajacych aorty po przechowywaniu
w bezwodnym NaCl i wszczepieniu podskdornym. Analize statystyczng wykonalam metoda
porownan wielokrotnych Tukey’a ANOVA * p<0,05; *** p<0,001. Wyniki badan przedstawione
sa jako s$rednie arytmetyczne +=SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt

odniesienia w analizie statystycznej.

LICZBA KOMOREK W3/13* NACIEKAJACYCH
PODSKORNIE WSZCZEPIONA AORTE
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Rycina 43. Liczba komoérek W3/13+ (leukocyty) naciekajacych aorty po przechowywaniu w
bezwodnym NaCl i wszczepieniu podskornym. Analize statystyczng wykonatam metoda porownan
wielokrotnych Tukey’a ANOVA *** p<0,001. Wyniki badan przedstawione s3 jako $rednie
arytmetyczne £SEM. Linig przerywang oznaczono dane stanowigce punkt odniesienia w analizie

statystycznej.
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5.7.2.2 Reakcja regionalnych wezléw chlonnych po podskérnym wszczepieniu aorty.

Masa regionalnych (podkolanowych i biodrowych) weztow chtonnych po
podskornym wszczepieniu aort w tapg byla nizsza w grupie aort przechowywanych w
bezwodnym chlorku sodu niz nieprzechowywanych (rycina 44), jednak nie byly to

roznice istotne statystycznie.

MASA WEZt.OW CHLONNYCH PO PODSKORNEJ
IMMUNIZACJI AORTAMI
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Rycina 44. Masa regionalnych weztow chlonnych po podskérnym wszczepieniu aort. Analize
statystyczng wykonatam metodg porownan wielokrotnych Tukey’a ANOVA. Wyniki badan

przedstawione sg jako $rednie arytmetyczne £SEM.
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6 Dyskusja

Przedstawiona przeze mnie w niniejszej pracy metoda umozliwia
dtugoterminowe przechowywanie w bezwodnym chlorku sodu naczyn tetniczych do
przeszczepienia. Zastosowanie tej metody przechowywania pozwalato na zachowanie
w warunkach do$wiadczalnych funkcji przeszczepionego naczynia nawet przez
15 miesigcy. Drozno$¢ naczynia oraz zmiany w §cianie przeszczepu byly w pewnym
stopniu zalezne od syn- i allogenicznosci oraz czasu przechowywania przeszczepu.

Aorty przechowywane w bezwodnym chlorku sodu przez 30 dni
| przeszczepione na 12 miesiecy, zarowno w ukladzie syngenicznym jak
I allogenicznym zachowaly we wszystkich przypadkach drozno$¢ i niezmienione
Swiatto. Wyniki te byty identyczne z rezultatem uzyskanym w grupie kontrolnej aort
syngenicznych przeszczepionych zaraz po pobraniu.

Aorty syngeniczne przechowywane przez 6 miesiecy 1 przeszczepione na
6 miesigcy bytly drozne i tetnity, a takze nie obserwowatam wyst¢powania tetniakow.
Aorty allogeniczne przechowywane przez 6 miesigcy 1 przeszczepione na OKres
6 miesiecy zachowywaty drozno$é i tetnity w 75% przypadkow, a 25% z nich miato
poszerzone §wiatto.

Po dlugoterminowym przechowywaniu (12 miesigcy) 1 dlugoterminowym
przeszczepieniu (15 miesiecy) odsetek naczyn droznych w grupie przeszczepow
syngenicznych byt taki jak w aortach nieprzechowywanych (100%), a w grupie
przeszczepow allogenicznych wynosit on 87,5%. Poszerzenie $wiatla naczyn
obserwowalam w 25% przypadkdw w grupie naczyn przeszczepionych w ukladzie
syngenicznym i w 50% przypadkow w uktadzie allogenicznym.

Wszystkie aorty nieprzechowywane, przeszczepione w uktadzie syngenicznym
zachowaty po 6 miesigcach od przeszczepienia droznos¢, tetnity, a ich przekrdj nie
zmienit si¢. W  ukladzie allogenicznym cze$ciowg droznos¢ zachowato
71% przeszczepow, tetnito 57,1%, a 14% uleglo tetniakowatemu poszerzeniu.

Powyzsze obserwacje wskazuja, Zze naczynia przechowywane w bezwodnym
chlorku sodu 1 przeszczepione w uktadzie allogenicznym utrzymuja droznosé
I zachowuja niezmieniony ksztalt w wigkszym procencie przypadkéw niz naczynia
allogeniczne przeszczepiane natychmiast po pobraniu.

Utrata droznosci cze¢sci aort przeszczepionych w uktadzie allogenicznym mogta

wynika¢ z reakcji uktadu odpornosciowego biorcy na przeszczep. To réwniez moglo
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by¢ przyczyna poszerzenia $wiatta niektorych badanych naczyn allogenicznych. Proces
zapalny zwiazany z reakcja odrzucania obcej tkanki prowadzi do uszkodzenia $Sciany
przeszczepu. Do utraty droznosci dochodzi w mechanizmie agregacji czynnikow
morfotycznych krwi, wydzielania czynnikow wzrostu, a nastepnie hiperproliferacji
oraz migracji komoérek migsniowych z warstwy $rodkowej do wewngtrznej
[Mennander i wsp. 1991].

Reakcja zapalna na allogeniczny przeszczep prowadzi takze do uszkodzenia
$ciany naczynia, uruchomienia kaskady krzepniecia i degradacji proteolitycznej
wldkien elastycznych sciany przeszczepu, ktorych uszkodzenie skutkuje obnizeniem
wytrzymatosci naczynia i powstawaniem te¢tniakow [Gacko 1 wsp. 2004]. Zatem
biologiczny mechanizm rzadszego powstawania tetniakbw w  naczyniach
przechowywanych ttumaczy¢ mozna utrata wlasciwos$ci immunogennych przeszczepu
pod wptywem dziatania st¢zonego chlorku sodu.

W sytuacji, gdy wymagana S$rednica naczynia jest niewielka (np. przy
wykonywaniu pomostu omijajacego udowo-podkolanowego), problem powstawania
zakrzepow 1 utraty droznosci sztucznych protez jest tak samo istotny jak w przypadku
krioprzechowywanych przeszczepow allogenicznych, o czym wspominatam we
wstepie. Uzyskane przeze mnie wyniki w grupie przeszczepdw allogenicznych aort
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu i1 przeszczepionych na rok s3
znamiennie lepsze, niz w przypadku protez naczyniowych czy tetnic mrozonych.
Drozno$¢ pomostéw sztucznych i zylnych przez rok od momentu przeszczepienia jest
zblizona (76,9% PTFE wzgledem 77,1% w przypadku przeszczepu zyly wlasnej).
Jednak w dluzszym, 3-letnim, okresie obserwacji znacznie wyzszy odsetek
przeszczepdw z zyly wilasnej zachowuje przeptyw (48,7%, PTFE w pordéwnaniu do
77,1% zyty wtasnej) [Conklin i wsp. 2002]. W badaniach przeprowadzonych przez
Pupke 1 wspotpracownikow (2010) sposrod protez impregnowanych heparyng po roku
droznos¢ zachowalo 71% protez dakronowych i1 62% protez z PTFE. Podczas
5-letniego okresu obserwacji po protezowaniu z uzyciem protez dakronowych
Z heparyng badz protez z PTFE uzyskano jeszcze nizszy odsetek droznych naczyn
- odpowiednio 46% i 35% w obu grupach [Devine i wsp. 2004]. Metaanaliza 7 badan
przeprowadzona przez Takagi i wspolpracownikow (2010) data podobne rezultaty:
49,2% droznych protez dakronowych wzgledem 38,4% droznych protez PTFE
w 5-letnim okresie obserwacji. Natomiast drozno$¢ tetnic przechowywanych

w bezwodnym chlorku sodu, w zaleznosci od czasu przechowywania i ukladu
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doswiadczalnego wahata si¢ od 87,5% do 100%, $rednio dla wszystkich badanych aort
93,55%.

Po przechowywaniu aort w bezwodnym chlorku sodu ale przed ich
przeszczepieniem wykonatam szereg oznaczen, majacych na celu okreslenie wptywu
zastosowane] metody przechowywania na tetnice. Okazalo sig, ze aorty
przechowywane w bezwodnym chlorku sodu zachowuja niezmieniong budowg $ciany.
Grubo$¢ warstwy wewnetrznej aort 3, 6 i 10 miesiecy po przechowywaniu
W bezwodnym chlorku sodu byla nieznacznie wigksza niz w aortach kontrolnych
natychmiast po pobraniu, prawdopodobnie na skutek zbyt intensywnego uwodnienia,
za$ grubos¢ warstwy srodkowej i zewnetrznej aort po przechowywaniu w NaCl i aort
nieprzechowywanych byla poroéwnywalna.

W moich badaniach wykazatam, ze naczynia poddane dziataniu bezwodnego
chlorku sodu przez 3, 6 i 10 miesigcy zachowaly prawidlowa strukturg¢ wiokien
elastynowych i kolagenowych, czego nie udaje si¢ osiggna¢ innymi metodami. Takze
liczba komoérek mig$niowych w warstwie §rodkowej byta poréwnywalna w aortach
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu i w aortach nieprzechowywanych.
Jednak w przeprowadzonych przeze mnie badaniach immunohistochemicznych
z zastosowaniem  przeciwcial  przeciwko  antygenom  komorek  $rddbtonka
(CD31, HIS52, CD54), nie stwierdzitam obecnosci komorek srodbtonka w naczyniach
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu. Wyniki te potwierdzitam w badaniu
z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej. Oznacza to, ze $rodblonek ulega
zniszczeniu podczas procesu przechowywania lub uwadniania.

Tak wiec metoda przechowywania naczyn w bezwodnym chlorku sodu pozwala
na zachowanie wtokien elastycznych, komorek migéniowych, ale prowadzi do utraty
komorek $rodbtonka naczyniowego.

Nasuwa to pytania: czy takie naczynie zachowuje swoja warto$¢ jako materiat
do przeszczepu, czy utrata S$rodblonka ma jakiekolwiek znaczenie dla jego
funkcjonowania i ,,zywotnos$ci”?

Za najwazniejszy uwazam fakt, Zze naczynie funkcjonuje jako przewod,
wykazuje wystarczajgcg elastyczno$¢ i wytrzymalo§¢ mechaniczng aby oprzeé sig¢
ci$nieniu krwi i funkcja ta utrzymuje si¢ nawet wiele miesiecy po przeszczepieniu.

Srodblonek petni funkcje ochronng i wydzielnicza. Wydzielany przez
srodbtonek tlenek azotu dziata rozkurczajaco na naczynie oraz hamujaco na

proliferacj¢ komorek miesni gladkich w $cianie naczynia. Dodatkowo s$rodblonek
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uwalnia prostacykliny, naczyniorozkurczajace oraz hamujace adhezj¢ leukocytow
I adherencje¢ oraz agregacj¢ ptytek krwi [Obonska i wsp. 2010, Tousoulis 1 wsp. 2012].

Majac na uwadze jedynie powyzsze funkcje, utrata komorek $rodblonka
w trakcie przechowywania w NaCl stanowitaby wad¢ tej metody. Tak wiec z jednej
strony utrata komorek $rodbtonkowych moze mie¢ negatywne skutki, takie jak
zwickszenie czgstotliwosci powstawania zakrzepdw czy przerost warstwy wewnetrznej
przeszczepionego naczynia, ale z drugiej strony elementy komorkowe allogenicznych
naczyn krwionosnych sa ich najbardziej immunogenng czes$cig [Allaire i wsp.1996;
Allaire i wsp. 1997]. Patrzac na to zagadnienie z tej perspektywy, lepiej jest
przeszczepi¢ naczynie o nizszej immunogennosci, chociaz pozbawione S$rodbtonka
spetniajacego funkcje ochronng, niz ryzykowa¢ powstanie nasilonej reakcji
immunologicznej biorcy na przeszczep allogeniczny.

Niezaleznie od metody przygotowania i przechowywania wszystkie naczynia
po przeszczepieniu ulegaja przebudowie tkankowej. Doktadnie tak samo dzieje
si¢ w przypadku naczynia przechowywanego w bezwodnym chlorku sodu. Zakres
I natgzenie procesu przebudowy jest jednak rézne i zalezy nie tylko od zastosowanej
metody przygotowania i przechowywania przeszczepu, ale rowniez cech wyjsciowych
uzytego materialu tkankowego. Ponadto przeszczepiane naczynie narazone jest
na uszkodzenia mechaniczne podczas operacji, uszkodzenia  zwigzane
z niedokrwieniem, a w przypadku przeszczepu allogenicznego takze na uszkodzenia
zwigzane z reakcjg immunologiczng biorcy na obcg tkanke.

W czasie procesu przechowywania w bezwodnym chlorku sodu dochodzi
do prawie catkowitego zniszczenia §rédbtonka. Komorki srodbtonka zostaja zachowane
jedynie na 1% obwodu naczynia. Po przeszczepieniu natomiast, we wszystkich
badanych przeze mnie uktadach doswiadczalnych, zidentyfikowalam obecnos¢
srodbtonka naczyniowego wysScietajagcego pogrubiata warstwe wewnetrzng naczyn
I pokrywajacego nawet 90% obwodu naczynia. Poniewaz nie stwierdzalam obecnosci
komoérek $srodbtonkowych w aortach przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu
przed przeszczepieniem, uwazam, ze ulegt on regeneracji PO przeszczepieniu
w organizmie biorcy.

Powstaje pytanie o pochodzenie komorek srodblonkowych, ktorymi pokryt sie
przeszczep. W preparatach histologicznych analizowanych w mikroskopie $wietlnym
obserwowalam ,napetzanie” komodrek od strony zespolen z naczyniem biorcy,

co sugeruje, ze pochodzg one od gospodarza. Podobne spostrzezenie poczynili Bigaud
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I wspotpracownicy (1999), jak réwniez Andriambeloson i wspotpracownicy (2001).
Ich badania wykazaly tworzenie neointimy - po miesigcu od przeszczepienia w
okolicach zespolen, a po 2 miesigcach w catym naczyniu.

Natomiast wykonana przeze mnie analiza z uzyciem mikroskopii elektronowej
ujawnita, ze miejscowo widoczne sg dwie warstwy komoérek o cechach
ultrastrukturalnych komorek $rodblonkowych. Komorki goérnej warstwy posiadaja
liczne wypustki, pozostajac w ogniskowym kontakcie z komorkami tworzacymi
warstwe ciggla. Pozwala to przypuszczaé, ze sa to komoérki migrujace, zasiedlajace
$cian¢ naczynia od strony S$wiatta. Te obserwacje takze pozostaja w zgodzie
z doniesieniami literaturowymi [Hu i wsp. 2003], potwierdzajacymi, ze komorki
srodblonkowe pokrywajace przeszczep pochodza od biorcy, a biora poczatek
z krazacych komorek progenitorowych. Uzyty przez autorow uklad doswiadczalny
(przeszczep allogeniczny u myszy, komorki $rodblonkowe dawcy lub biorcy
konstytutywnie wyrazaty B-galaktozydaze) umozliwial bardzo doktadne przesledzenie
pochodzenia komorek $rodbtonka. Badacze ci wykazali, ze w przeszczepie
allogenicznym do 3 dnia po przeszczepieniu dochodzi do zmniejszenia o potowe, a do
tygodnia do niemal catkowitej utraty srodbtonka dawcy, z jednoczesna repopulacja
(pelna po 4 tygodniach) komoérkami biorcy.

Na podstawie moich do$wiadczen uwazam, ze regeneracja S$rodblonka
W przeszczepionym naczyniu prawdopodobnie zachodzi jednoczesnie od strony
zespolen z naczyniem biorcy 1 od Swiatta naczynia, na catej jego dlugosci, przez
zasiedlanie przez komorki krazace i w obu przypadkach nowo powstaly srodblonek
pochodzi od biorcy.

Z literatury wynika, Zze po przeszczepieniu naczynia pokrytego $rddblonkiem,
zardOwno syngenicznego, jak allogenicznego, dochodzi do uszkodzenia i utraty
srodbtonka przeszczepu. Przez 3 dni przebieg procesu regeneracji w obu typach
przeszczepow jest podobny. W pierwszym dniu po przeszczepieniu zardOwno naczynia
syngeniczne, jak allogeniczne wykazuja podobny stopien uszkodzenia $rodblonka,
glownie w okolicach zespolen. Prawdopodobnie jest to wynik urazu zwigzanego
z operacjg i niedokrwieniem. W przypadku przeszczepu syngenicznego regeneracja
srodbtonka przebiega stale az do 14 dnia, kiedy to zostaje ukonczona. W przeszczepie
allogenicznym natomiast okoto 7-10 dnia dochodzi do ponownego uszkodzenia
srodbtonka, tym razem na podtozu reakcji immunologicznej. W 2 1 3 tygodniu

po przeszczepie obserwuje si¢ przyleganie monocytow/makrofagow 1 limfocytow T,
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a po 3 tygodniach naczynie jest ponownie catkowicie pozbawione $rodbtonka. Dopiero
po 2 miesigcach nastepuje jego catkowita regeneracja [Andriambeloson i wsp. 2001,
Hu i wsp. 2003].

Poniewaz po 7 dniach od operacji w przeszczepach allogenicznych rozpoczyna
si¢  intensywny proces  przylegania  leukocytow 1  utraty = $rdédbtonka
[Andriambeloson i wsp. 2001], wykorzystanie alloprzeszczepéw pozbawionych
srodbtonka  wydawaloby sie¢  korzystne. Pozwalatoby unikng¢ odpowiedzi
immunologicznej biorcy na komorki §rodblonka przeszczepu. W ten sposob skrocony
zostalby czas regeneracji warstwy wewnetrznej naczynia przez komorki biorcy.

Autorzy  badan  doswiadczalnych  nad  przechowywaniem  naczyn
do przeszczepienia w glicerolu takze sklaniajg si¢ do twierdzenia, ze brak
allogenicznych komorek $rodbtonka w naczyniu stanowi zalete testowanej przez nich
metody przechowywania [Fahner i wsp. 2008]. Z przeprowadzonych przez t¢ grupe
doswiadczen wynika, ze przechowywany w glicerolu, bezkomorkowy przeszczep ulega
szybszemu pokryciu $rodbtonkiem biorcy, reakcja immunologiczna biorcy jest stabsza,
a co za tym idzie mniej wyrazny jest przerost warstwy wewngetrznej. Podobna sytuacja
ma miejsce przy przechowywaniu naczyn w bezwodnym chlorku sodu, kiedy uzyskuje
si¢ naczynia o zachowanej strukturze wiokien elastycznych, ale pozbawione komorek
srodblonka naczyniowego.

Srodbtonek odgrywa takze role antytrombogenng. Jednak na korzysé
przeszczepiania naczyn nie zawierajacych komorek srodbtonka dawcy swiadczag wyniki
doswiadczen Komorowskiej-Timek i wspotpracownikow z 2002 roku, polegajace na
przeszczepianiu mrozonych tetnic udowych u szczurow. Autorzy wykazali,
ze poczatkowy brak S$rodbtonka w przeszczepianych naczyniach nie ma wpltywu
na uzyskang pozniej droznos$¢ przeszczepow. Wyniki te sg tym bardziej istotne,
ze schemat do$§wiadczalny dotyczyt naczyn o bardzo matej srednicy, a wigc szczegdlnie
narazonych na powstawanie zakrzepow 1 niedroznosci.

Badania dowodzg, ze komorki §rodbtonka w przeszczepach allogenicznych nie
sa niezbedne, gdyz okoto 11 dnia po przeszczepieniu komorki $rodbtonka ulegaja
destrukcji w procesie ostrego odrzucenia. Dochodzi do uwolnienia czynnika
aktywujacego ptytki (PAF) 1 wzrostu stezenia tromboksanu, co inicjuje kaskade
krzepnigcia [Gacko 1 wsp. 2004]. Przeszczepienie naczynia allogenicznego
z zachowanymi komoérkami $§rodblonka prowadzi do silnej reakcji immunologicznej

biorcy, w przebiegu ktorej dochodzi do calkowitej utraty §rodbtonka [Redwood i wsp.
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2001]. Intensywny proces odrzucenia, poza utratg $rodblonka i opdznieniem procesu
jego regeneracji prowadzi do zniszczenia wiokien elastycznych naczynia, a co za tym
idzie ostabienia jego wlasciwosci mechanicznych 1 powstawania tetniakow.
W przeszczepianych przeze mnie naczyniach przechowywanych w bezwodnym chlorku
sodu nie obserwowatam tak intensywnej reakcji biorcy na przeszczep. We wszystkich
grupach doswiadczalnych dochodzito do regeneracji $rodbtonka komoérkami biorcy.
Dlatego uwazam, ze zjawisko utraty komorek srédbtonka w przechowywanych badang
przeze mnie metodg naczyniach jest korzystne, jako ze szukamy nie metody
pozwalajacej na jak najlepsze utrwalenie calej struktury tkanki, ale takiej ktora pozwoli
na osiagniecie jak najdtuzszego czasu przezycia przeszCzepu.

Kolejnym badanym przeze mnie parametrem byla obecnos¢ komodrek
mig¢sniowych (SMC) w warstwie srodkowej naczyn. Bezposrednio po przechowywaniu
naczyn liczba SMC byla poréwnywalna jak w kontrolnych, nieprzechowywanych
aortach. Jednak we wszystkich grupach aort przechowywanych w bezwodnym chlorku
sodu po przeszczepieniu obserwowatam niemal catlkowita utrate miofibroblastow
warstwy $Srodkowej naczynia. Liczba komorek spadta srednio z 64 (Srednia obliczen
z 5 po6l owymiarach 100x100um) w S$wiezej aorcie do 46-60 w aortach
przechowywanych, ale nieprzeszczepionych i do 2-6 (w zaleznosci od uktadu
doswiadczalnego) w aortach przechowywanych i przeszczepionych.

Z literatury wiadomo, ze po przeszczepieniu S$wiezej aorty w ukladzie
allogenicznym juz po 14 dniach dochodzi do zmniejszenia liczby komorek
mig$niowych w warstwie $rodkowej [Andriambeloson i wsp. 2001, Bigaud i wsp.
1999]. Bigaud i wspotpracownicy (1999) wykonywali alloprzeszczepy aorty na modelu
szczurzym. Wykazali oni, ze w 14 dniu nastgpuje spadek liczby komorek w warstwie
srodkowej, zas po 56 dniach warstwa Srodkowa jest juz ich catkowicie pozbawiona
I obserwuje si¢ peknigcia wiokien elastycznych. Nie stwierdzili natomiast takich zmian,
jesli zwierzeta doswiadczalne otrzymywaty cyklosporyne w dawce 7,5mg/kg/dzien,
co sugeruje, ze w procesie odgrywata role odpowiedZz immunologiczna biorcy.

Wyniki te potwierdza praca Rossmanna i wspotpracownikow (1999)
przeprowadzona rowniez na modelu szczurzym. W przypadku przeszczepow
syngenicznych autorzy po 3 miesigcach obserwowali, ze struktura zarowno warstwy
wewnetrznej, jak i $§rodkowej naczynia nie odbiega od kontroli. W przeszczepach

allogenicznych natomiast stwierdzili znaczne pogrubienie warstwy wewngtrznej
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I obecno$¢ w jej obrebie komodrek migsniowych, podczas gdy wickszos¢ komorek
mig¢$niowych warstwy srodkowej ulegta nekrozie.

W  przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniach liczba komorek
w naczyniach po przeszczepieniu allogenicznym byta o potow¢ nizsza niz
w wyjsciowej aorcie (31 wzgledem 64), i nizsza niz w aorcie przeszczepionej
syngenicznie (31 wzgledem 56). Potwierdza to rol¢ odpowiedzi immunologiczne;j
biorcy w procesie utraty komorek mieSniowych w przeszczepie allogenicznym.
W przypadku aort, ktore byly przechowywane w bezwodnym chlorku sodu
obserwowatam jednak niemal catkowitg utrate komorek warstwy srodkowej, zarowno
w przeszczepach syngenicznych, jak allogenicznych (2-6 komorek, w zaleznosci
od uktadu doswiadczalnego). Zjawisko to mozna wyjasni¢ dwojako: 1) komorki
W przeszczepianym naczyniu sg nadal zywe, ale podczas procesu przeszczepienia,
zwigzanego z nim stresu, urazu mechanicznego, niedokrwiennego i reakcji
immunologicznej dochodzi do ich obumarcia, 2) komorki w naczyniu poddanym
przechowywaniu juz nie sg zywe, lub zywe, ale powaznie uszkodzone, czego nie udato
si¢ zaobserwowad, gdyz w barwieniach histologicznych wida¢ zachowane jadra
komoérkowe. Poniewaz utrata komorek jest duzo wyrazniejsza w aortach
po przechowywaniu w NaCl, niz w przypadku $wiezego przeszczepu allogenicznego
uwazam, ze to bezwodny chlorek sodu powoduje w trakcie procesu przechowywania
uszkodzenia w komoérkach miesniowych. Po przeszczepieniu dochodzi do ich rozpadu.
Zachowane zostaja jednak widkna elastynowe 1 kolagenowe, w przeciwienstwie
do przeszczepow allogenicznych aort S$wiezych, gdzie obserwuje si¢ peknigcia
I rozluznienie struktury wiokien.

Fahner i wspotpracownicy (2009) w swoich badaniach nad przechowywaniem
aort szczurzych w glicerolu wykazali, Ze w alloprzeszczepach przechowywanych ta
metodg liczba komorek migsniowych w warstwie srodkowej spada szybko w przeciggu
pierwszego tygodnia, ale pdzniej utrzymuje si¢ na stalym poziomie do 90 dni
po przeszczepie. W grupie kontrolnej, ktorg stanowity nieprzechowywane przeszczepy
syngeniczne, ilo§¢ SMC poczatkowo byla wyzsza, niz w przechowywanych,
ale w dlugoterminowych obserwacjach (powyzej 2 tygodni) w obu grupach byta
porownywalna. Minus tej pracy stanowi fakt, ze badania nie obejmowaly grupy
alloprzeszczepdéw aort nieprzechowywanych, wiec trudno definitywnie stwierdzi¢,
czy obserwowane rozbiezno$ci byly wynikiem przechowywania aorty przed

przeszczepieniem czy tez prowadzenia obserwacji na innym uktadzie doswiadczalnym.
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W przypadku przeszczepoéw naczyn mrozonych réwniez dochodzi do spadku
ilosci komorek mig$niowych w warstwie Srodkowej. Yamada i wspolpracownicy
(2012) wykonali na modelu krdliczym  allogeniczne  przeszczepy — aort
przechowywanych w temperaturze -80°C przez 2 miesigce. Autorzy zaobserwowali,
ze juz po 2 dniach od przeszczepienia liczba SMC jest o potowe nizsza niz wyj$ciowo,
jednak pdzniej do 11 dnia szybko rosnie, az do osiagnigcia liczebnosci takiej jak
W aorcie kontrolnej, po czym ponownie spada. Poczatkowa intensywna proliferacja
SMC jest prawdopodobnie reakcjg na czynniki wzrostu wydzielane po uszkodzeniu
srodblonka, urazie zwigzanym 2z przeszczepieniem, czy tez w przypadku
alloprzeszczepoéw jako reakcja na obcg tkankg. Mechanizm ten opisano w literaturze
[Behrendt i wsp. 2000]. Limfocyty T biorcy ulegajg aktywacji i wydzielaja liczne
cytokiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, INF-gamma, TNF-alpha i TNF-beta), co stymuluje
produkcje kolejnych cytokin i ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych. Prowadzi to
do infiltracji 1 akumulacji makrofagdw w obrebie $ciany naczynia. Dochodzi
do miejscowego procesu zapalnego, aktywowane makrofagi i limfocyty produkuja
cytokiny i czynniki wzrostu (PDGF, IGF-1, FGF, HBGF, EGF, TGF-beta). Ma miejsce
stymulacja proliferacji komoérek migsniowych oraz syntezy i wydzielania przez nie
sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej. Po aktywacji komorki migsniowe ulegaja
zmianie fenotypowej i stajg si¢ komorkami wydzielniczymi posiadajacymi zdolnosé
do migracji. Przemieszczaja si¢ do neointimy, co prowadzi do jej przerostu
[Faxon i wsp. 2004].

Przerost warstwy wewnetrznej jest obecnie uwazany za gtdwng przyczyne utraty
droznosci przeszczepu w okresie od 2 do 24 miesigcy po wszczepieniu [Lemson i wsp.
2000]. Poniewaz proliferacja komorek mig$éniowych jest podstawowym czynnikiem
powodujacym przerost warstwy wewnegtrznej 1 utrate drozno$ci przeszczepu,
mozliwo$¢ zahamowania nadmiernej proliferacji SMC mogtaby stanowi¢ rozwigzanie
tego problemu.

Ehsan i wspotpracownicy w 2001 roku przeprowadzili badania do$wiadczalne
polegajace na przeszczepianiu zyly szyjnej do tetnicy szyjnej u krolikow
Z hipercholesterolemia. Doswiadczenia wykazaty, ze $rédoperacyjne podanie
,wabikowej” (ang. decoy) sekwencji oligonukleotydowej (ODN), odpowiadajacej
miejscom wigzania E2F (kluczowy czynnik transkrypcyjny cyklu komodrkowego)
prowadzi do zahamowania proliferacji SMC i zapobiega przerostowi warstwy

wewnetrznej W przeszczepionych naczyniach. W efekcie nawet u krolikow
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pozostajacych przez po6t roku na diecie wysokocholesterolowej nie dochodzito
do przerostu warstwy wewngetrznej i powstania niedrozno$ci W przeszczepionym
naczyniu.

Podobne badania, rowniez na modelu krdliczym, ale z uzyciem chimeryczne;j
»wabikowej” sekwencji oligonukleotydowej (ODN) wchodzacej w interakcje
rownoczesnie z E2F i NFkappaB wykonali Miyake i wspotpracownicy (2008).
W grupie doswiadczalnej, ktéra miata podawane ODN badacze zaobserwowali spadek
proliferacji, jak rowniez zahamowanie migracji SMC (w testach in vitro). Testy in vivo
wykazaly mniejszy przerost warstwy wewnetrznej i oprocz tego mniejsza infiltracjg
makrofagow do przeszczepu.

W moich dos$wiadczeniach wykazalam, ze po przeszczepieniu $wiezych aort
w uktadzie allogenicznym na 6 miesiecy dochodzi do znacznego przerostu warstwy
wewngetrznej aort. Obserwacja ta jest zgodna z literaturg [Rossmann i wsp. 1999].
W grupie aort przechowywanych w NaCl przez 6 miesigcy i przeszczepionych
allogenicznie na 6 miesi¢cy, grubos¢ warstwy wewnetrznej wynosita $rednio 106 pum,
aw grupie aort nieprzechowywanych, przeszczepionych allogenicznie okoto 196 pum.
Grubos¢ warstwy wewnetrznej aort kontrolnych zdrowego szczura wynosita 3 pm. Tak
wiec w przypadku przeszczepienia allogenicznego na 6 miesiecy zarbwno w grupie
aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu, jak nieprzechowywanych
obserwowalam pogrubienie warstwy wewngtrznej, jednak w przypadku aort
przechowywanych byta ona prawie dwukrotnie ciensza. Fakt, ze komorki migsniowe
warstwy §rodkowej aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu sg uszkodzone
i jest ich bardzo malo, stanowi swojego rodzaju zabezpieczenie przed ich
hiperproliferacja 1 niekontrolowanym przerostem warstwy wewnetrznej. We
wszystkich grupach naczyn przechowywanych w bezwodnym NaCl, a nastepnie
przeszczepionych, obserwowalam przerost warstwy wewnetrznej, jednak nie w stopniu
majgcym jakikolwiek niekorzystny wplyw na droznos¢, a co za tym idzie
na prawidtowe funkcjonowanie naczynia.

Nieznaczny przerost warstwy wewnetrznej naczynia, pod warunkiem ze nie
powoduje istotnego zwezenia $wiatla naczynia, moze mie¢ tez pozytywny aspekt.
Neointima zbudowana jest z komorek mie$niowych i macierzy zewnatrzkomoérkowej,
wigc strukturalnie odpowiada warstwie S$rodkowej naczynia biorcy - umozliwia

przejgcie przez warstwe wewnetrzng niektorych funkcji pozbawionej SMC warstwy
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srodkowej i utrzymanie dtugoterminowej homeostazy [Bellon i wsp. 1996, Redwood
I wsp. 2001].

Badania wykazujg, ze przerost warstwy wewnetrznej nie ma wplywu
na architekture warstwy srodkowej. Salomon i wspoétpracownicy w 1991 roku badali
tetnicg wiencowa od chorych po przeszczepieniu serca (§redni czas po przeszczepieniu
wynosit 13,2 miesigca). Nawet w preparatach charakteryzujacych si¢ znacznym
pogrubieniem warstwy wewnetrznej nie zaobserwowali zaburzen w budowie btony
sprezystej wewnetrznej i widkien elastycznych warstwy srodkowej. Podobna sytuacja
ma miejsce w przypadku naczyn przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu
I przeszczepionych - przerost intimy nie ma wptywu na budowg widkien elastycznych
warstwy Srodkowe;j.

Z danych literaturowych wynika, ze w przypadku przeszczepow allogenicznych
dochodzi do zmniejszenia grubosci warstwy srodkowej. Zjawisko to obserwowane jest
relatywnie poézno - miedzy 30 a 40 dniem po przeszczepieniu. Poczatkowo wigzano je
z migracja komorek migsniowych do warstwy wewngtrznej, jednak obecnie wydaje sie,
ze decydujacy wplyw ma raczej ich obumieranie, gdyz utrata SMC zaczyna si¢ jeszcze
przed rozpoczgciem formowania intimy [Bigaud i wsp. 1999, Rossmann i wsp. 1999].

W swoich badaniach zaobserwowatam, ze we wszystkich grupach
doswiadczalnych aort przechowywanych 1 przeszczepionych grubo$¢ warstwy
srodkowej $ciany naczynia byla poroéwnywalna, 1 istotnie statystycznie nizsza
w stosunku do aort kontrolnych — nieprzechowywanych, nieprzeszczepionych oraz
nieprzechowywanych i przeszczepionych. To potwierdza hipotezg, ze komorki
mig$niowe warstwy $rodkowej podczas przechowywania w chlorku sodu ulegaja
uszkodzeniu i obumieraja, co skutkuje znacznym zmniejszeniem grubosci tej warstwy.

Podobne obserwacje poczynili autorzy pracy dotyczacej dziatania
glutaraldehydu [Dumont i wsp. 1993]. Przeszczepiali oni aorty szczurze w uktadzie
syngenicznym i allogenicznym. Po 3 tygodniach od zabiegu zaobserwowali,
ze naczynia przechowywane w glutaraldehydzie maja cienszg warstwe $rodkowa, bez
wzgledu na zastosowany uktad do§wiadczalny. Badacze ci podkreslajg w swojej pracy,
ze skutkiem przechowywania w glutaraldehydzie byta tez mniejsza odpowiedz
proliferacyjna komorek migsniowych. Tak wigc utrata komorek miesniowych warstwy
srodkowej naczynia moze mie¢ takze swoj pozytywny aspekt.

Grubos$¢ warstwy zewnetrznej $ciany aort byta wyzsza we wszystkich grupach

doswiadczalnych aort przechowywanych i przeszczepionych niz w aortach kontrolnych
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- nieprzechowywanych, nieprzeszczepionych. Nie stwierdzitam natomiast takiej
zalezno$ci w porownaniu do grupy aort nieprzechowywanych i przeszczepionych.
Zatem zmiana grubosci warstwy zewnetrznej prawdopodobnie nie ma zadnego zwigzku
z procesem przechowywania w bezwodnym chlorku sodu.

Kluczowy dla funkcjonowania przeszczepionego naczynia parametr, jakim jest
wytrzymatos¢ mechaniczna naczyn, badatam poprzez okreslenie dwoch parametrow:
wytrzymatosci na site dzialajacg wzdluz osi dlugiej naczynia (rozcigganie)
| wytrzymaloéci na sil¢ dziatlajaca prostopadle do S$ciany naczynia (ciSnienie
wewnetrzne).

Srednia wytrzymato$¢ na rozcigganie aort kontrolnych (nieprzechowywanych,
nieprzeszczepionych) wynosita 437+82g. Wytrzymatos$¢ tych aort po przeszczepieniu
na 6 miesigcy w ukladzie syngenicznym byla poréwnywalna i wynosita $rednio
416+75g. Aorty nieprzechowywane i przeszczepione takze na 6 miesigcy, ale w
uktadzie allogenicznym, cechowaly si¢ znacznie nizsza wytrzymalos$cig, wynoszaca
srednio 283g. To wskazuje, ze w wyniku reakcji biorcy na przeszczep allogeniczny
dochodzi do ostabienia wytrzymato$ci przeszczepu na zerwanie. Wytrzymato$¢ na
rozcigganie aort przechowywanych przez 6 miesigcy W bezwodnym chlorku sodu i
przeszczepionych w uktadzie syngenicznym wynosita $rednio 272g. Wartos¢ ta jest
bliska wytrzymatosci aort nieprzechowywanych i przeszczepionych w uktadzie
allogenicznym  (272+67g  wzgledem 283+93g), ale =znacznie nizsza niz
przeszczepionych w uktadzie syngenicznym (272+67g wzgledem 416+75g).

Wytrzymato$¢ aort przechowywanych przez 6 miesiecy w chlorku sodu
I przeszczepionych na 6 miesiecy w uktadzie allogenicznym wynosita ponizej 200g.
Warto$¢ ta nie zostata okreslona precyzyjniej ze wzgledu na ograniczenia techniczne
urzadzenia pomiarowego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze przechowywanie
w bezwodnym chlorku sodu powoduje zmniejszenie wytrzymatosci naczynia
na rozcigganie.

Po czasie dluzszym niz jeden rok od przeszczepienia, zaro6wno aorty
nieprzechowywanie, jak i przechowywane w bezwodnym chlorku sodu, przeszczepione
zarowno w uktadzie syngenicznym jak i allogenicznym, wykazywaly wytrzymatos¢
na rozciaganie ponizej 200g. Swiadczy to o tym, ze do ostabienia wytrzymatosci
przeszczepionego naczynia na zerwanie w dlugoterminowych obserwacjach dochodzi

niezaleznie 0d tego, czy naczynie bylo przechowywane w bezwodnym chlorku sodu.
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Drugim badanym parametrem byta wytrzymato$¢ na cisnienie wywierane
na $ciany naczynia wyrazone W mm stupa Hg.

W warunkach fizjologicznych ci$nienie wywierane na §ciany naczynia nie
przekracza 200 mm Hg. Do pomiaru wybrano manometr o maksymalnej warto$ci
odczytu 300 mm Hg, aby znacznie przekroczone zostaty wartoéci fizjologiczne. Zadne
badane przeze mnie przeszczepy, w zadnej grupie do$wiadczalnej, nie ulegly
rozerwaniu przy probie ci§nieniowej o nacisku przekraczajacym 300 mm shupa Hg.

Roznice w wytrzymatos$ci na ci§nienie wywierane na $ciany naczynia pomiedzy
aortami  przechowywanymi i nieprzechowywanymi, nawet przy znacznie
przekroczonym ci$nieniu fizjologicznym byly nierejestrowalne.

Spadek wytrzymato$ci na zerwanie §wiadczy o tym, ze parametry mechaniczne
ulegajag pogorszeniu podczas przechowywania w bezwodnym chlorku sodu. Jednak
w warunkach in vivo kluczowa rolg¢ dla ,,przezycia” przeszczepu petni wytrzymatosé na
sity skierowane prostopadle do jego dtugiej osi, wywierane przez przeptyw krwi w jego
wnetrzu. Sily dziatajace in vivo wzdtuz dlugiej osi naczynia sg znacznie mniejsze.
Dlatego wytrzymato$¢ na rozcigganie ma znaczenie drugorzedne. Ponadto ich warto$ci
zmierzone w trakcie doswiadczen in vitro znacznie przekraczaly wartosci wystepujace
w warunkach in vivo.

We wszystkich ukladach dos$wiadczalnych, bez wzgledu na czas
przechowywania i czas od przeszczepienia, aorty przechowywane w bezwodnym
chlorku sodu wytrzymuja ciSnienie wewngtrzne znacznie przewyzszajace cisnienie
fizjologiczne, a to uzasadnia ich zastosowania w klinice.

Ponadto ogromng zaleta aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu
byla ich niska immunogenno$¢. Immunogenno$¢ jest oceniana gestoscig naciekow
komorek jednojadrzastych biorcy. W przeszczepach ortotopowych nacieki z komorek
zapalnych w obrebie warstwy S$rodkowej 1 wewnetrznej obserwowatam jedynie
W grupie aort nieprzechowywanych, przeszczepionych w uktadzie allogenicznym. Ilo$§¢
komorek o fenotypie ED1* i OX6" (monocytow/makrofagow i komorek MHC II7),
naciekajacych $ciang¢ naczynia w grupie przeszczepoOw allogenicznych, wynosita
6 komorek (Srednia obliczen z 5 p6l o wymiarach 100x100um). Komoérek o fenotypie
W3/13"* (leukocytéw) byto $rednio o potowe mniej.

Dla aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu bez wzgledu na czas
przechowywania i uktad do$wiadczalny ilo$¢ komoérek EDI1*, OX6+ i W3/13+

W obrebie warstwy wewngtrznej i srodkowej wynosita od 0 do 2,5 komorek. Aorty
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przechowywane w bezwodnym chlorku sodu odznaczaty si¢ statystycznie istotnie
nizszg immunogennos$cig niz allogeniczne przeszczepy aort nieprzechowywanych. W
przypadku przeszczepoéw syngenicznych aorty przechowywane w NaCl nie
wywotywaly zadnej, a grupie przeszczepow allogenicznych wywotywaly znikomag
reakcje odpornosciowg biorcy wokoét przeszcezepu.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Yamade i wspotpracownikow (2012)
dotyczace przeszczepow mrozonych aort na modelu kroliczym takze wykazaty,
ze w warstwie $rodkowej nacieki komorek jednojadrzastych biorcy zdarzaja si¢
sporadycznie. W tych doswiadczeniach, podobnie jak ja w swoich, autorzy
obserwowali, ze warstwa §rodkowa naczyn mrozonych i przeszczepionych jest prawie
catkowicie pozbawiona komorek mig$niowych - poczawszy od 60 do 720 dnia
PO przeszczepieniu.

W  catkowitej opozycji do tej pracy pozostaja wyniki badan Moriyamy
I wspotpracownikow (2001), ktore mialy na celu ustalenie, czy istnieja rdznice
W immunogenno$ci  naczyn  $wiezych,  mrozonych i  przechowywanych
w glutaraldehydzie. Autorzy wykonali allogeniczne, podskorne wszczepienie szczurom
szczepu LEW fragmentow aorty piersiowej $wiezej (grupa 1), mrozonej (grupa 2)
I przechowywanej w glutaraldehydzie (grupa 3). Zbadanie wielkosci naciekow
komorek jednojadrzastych biorcy w 7, 14, 28 i 56 dniu po wszczepieniu wykazato,
ze nie ma roznicy pomigdzy grupami 1 i 2, a jedynie w grupie aort przechowywanych
w glutaraldehydzie nacieki byly mniejsze.

Zbadano takze immunogenno$¢ tetnic szyjnych mrozonych w temperaturze
-150°C do -170°C i przeszczepianych na modelu owczym. Po 3 miesigcach
od przeszczepienia okazato si¢, ze w obrebie warstwy zewngtrznej zaro6wno tetnic
mrozonych, jak $wiezych, ma miejsce intensywny proces zapalny, dochodzi do utraty
komorek migsniowych i przerostu warstwy wewnetrznej [Nataf i wsp. 1995].

Wyniki tych doswiadczen sugeruja, ze najczesciej stosowana w klinice metoda
przechowywania naczyn, jaka jest mrozenie, prowadzi do zachowania immunogennosci
przechowywanego naczynia, podczas gdy przechowywanie w NaCl t3 immunogennos$¢
obniza.

W warstwie zewnetrznej we wszystkich grupach doswiadczalnych liczebnos¢
wszystkich badanych przeze mnie populacji komoérek odpornosciowych biorcy byta
wigksza niz w pozostalych warstwach. Wynika to z faktu, Zze w obrgbie warstwy

zewnetrznej wystepuja, nawet w warunkach fizjologicznych tzw. ,,komorki rezydentne”
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[Bigaud i wsp. 1999, Rossmann i wsp. 1999]. Nacieki wszystkich trzech badanych
subpopulacji komorek rowniez byly istotnie statystycznie mniejsze w aortach
przechowywanych w chlorku sodu w poréwnaniu do aort kontrolnych. Wyjatek
stanowila grupa aort przechowywanych przez 12 miesigcy, przeszczepionych na 3
miesigce w uktadzie allogenicznym, w ktorej nacieki komoérek OX6+ i EDI+ byly
porownywalne jak w nieprzechowywanych aortach allogenicznych, przeszczepionych
na 6 miesi¢cy. Trudno jednak wyciaggna¢ wniosek, ze immunogennos¢ w tej grupie nie
zmienita si¢ wzgledem aort nieprzechowywanych, gdyz brak w moim modelu
do$wiadczalnym grupy aort nieprzechowywanych przeszczepionych allogenicznie na
ten sam okres czasu. Tak wigc pordwnywane grupy nie korespondujg ze sobg idealnie
pod wzgledem czasu obserwacji, co ma kluczowe znaczenie w badaniu nasilenia
reakcji zapalnej.

Takie wyjasnienie potwierdza rdéwniez moja obserwacja, ze aorty
przechowywane przez 6 miesi¢cy i1 przeszczepione na 6 miesiecy wykazuja istotnie
statystycznie mniejszg immunogennos$¢ niz aorty nieprzechowywane, przeszczepione
allogenicznie na doktadnie ten sam okres czasu. W grupie aort przechowywanych
nacieki wszystkich 3 badanych subpopulacji komoérek sg znacznie mniejsze.

Obserwacje, ze aorty allogeniczne przechowywane w bezwodnym chlorku sodu,
we wszystkich grupach do$wiadczalnych, po przeszczepieniu ortotopowym wykazuja
nizsza immunogenno$¢ niz aorty przeszczepione natychmiast po pobraniu
potwierdzitam w doswiadczeniach polegajacych na podskornym wszczepieniu aort
W tape szczura. Nacieki wokol przeszczepdw aort przechowywanych w bezwodnym
NaCl, bez wzgledu na uklad do$wiadczalny, pozostawaly na poziomie naciekow
w grupie nieprzechowywanych przeszczepdéw syngenicznych. Byly réwniez istotnie
statystycznie mniejsze niz w aortach nieprzechowywanych, wszczepionych w uktadzie
allogenicznym. Dodatkowo, masa podkolanowych i biodrowych weziow chtonnych
po podskérnym wszczepieniu aort w lapg byla nieznacznie nizsza w grupie aort
przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu, ale nie byta to rdznica istotna
statystycznie.

Przechowywanie naczyn t¢tniczych w bezwodnym NaCl wydaje sie¢ oryginalng
| pelnowarto$ciowg metoda 0 znaczeniu klinicznym, szczegdlnie do operacji
rewaskularyzacyjnych w zakazonych tkankach. Przeprowadzone przez nas dalsze
badania na te¢tnicach $wini, a wigc naczyniach o wymiarach podobnych do tetnic

ludzkich, potwierdzity wyniki uzyskane w niniejszej pracy.
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7

Podsumowanie

7.1  Aorty przechowywane, przed przeszczepieniem.

1)

2)

3)

Aorty przechowywane w bezwodnym NaCl i przygotowane do przeszczepienia,
zachowuja prawie niezmieniong budowe¢ morfologiczng i ultrastrukturalng. Wyjatek
stanowi cze$ciowy brak komorek s$rodblonka, co obserwowalam w naczyniach

przechowywanych przez 3, 6 1 10 miesigcy.

Liczba komorek migsniowych w warstwie srodkowej byta poréwnywalna w aortach
przechowywanych i w aortach nieprzechowywanych. Struktura wlokien
elastynowych i kolagenowych w warstwie srodkowej byta zachowana bez wzgledu

na czas przechowywania.

Grubo$¢ warstwy wewnetrznej aort byla nieznacznie, ale w sposob istotny
statystycznie wigksza, niz w aortach kontrolnych natychmiast po pobraniu. Grubos¢
warstwy $rodkowej i zewnetrznej aort przechowywanych i nieprzechowywanych

byta porownywalna.

7.2 Aorty przechowywane, po przeszczepieniu

1)

a)

b)

d)

Aorty przechowywane w bezwodnym NaCl po przeszczepieniu tetnity
i pozostawatly drozne nawet do 15 miesigcy po przeszczepieniu.

We  wszystkich  grupach  przechowywanych i  przeszczepionych  aort
zidentyfikowatam  pojawienie = si¢  komorek  §rodbtonka  naczyniowego
wyscietajacego warstwe wewnetrzng.

Liczba komorek migsniowych w warstwie Ssrodkowej aort przechowywanych
I przeszczepionych byta obnizona w porownaniu do aort nieprzechowywanych.
Struktura wiokien elastynowych i kolagenowych w warstwie $rodkowej aort
przechowywanych i przeszczepionych byta zachowana.

Grubo$¢ warstwy wewnetrznej aort po przechowywaniu w bezwodnym chlorku
sodu i przeszczepieniu, zarbwno w ukladzie syngenicznym jak i allogenicznym,
byta w sposob istotny statystycznie wigksza, niz w aortach kontrolnych natychmiast
po pobraniu oraz wigksza, niz w przypadku aort nieprzechowywanych,
przeszczepionych w ukladzie syngenicznym. Nie miato to jednak wplywu na

droznos¢.
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€)

f)

2)

3)

Grubos¢ warstwy Srodkowej aort po przechowywaniu w bezwodnym chlorku sodu
i przeszczepieniu byla w sposob istotny statystycznie nizsza w stosunku do aort
kontrolnych-nieprzechowywanych, nieprzeszczepionych oraz nieprzechowywanych
i przeszczepionych.

Grubos$¢ warstwy zewnetrznej aort po przechowywaniu w bezwodnym chlorku
sodu i przeszczepieniu byla w sposob istotny statystycznie wigksza, niz w aortach
kontrolnych natychmiast po pobraniu, ale nie odbiegata od aort kontrolnych-
nieprzechowywanych, przeszczepionych.

Wytrzymato$¢ na ci$nienie wywierane na $ciany naczynia we wszystkich badanych
uktadach doswiadczalnych, zaréwno w przypadku aort przechowywanych w
bezwodnym NaCl i przeszczepionych, jak i aort kontrolnych wynosita powyzej
300mm Hg. W teécie na rozcigganie (ang. tensile strength) parametry
wytrzymato$ci  mechanicznej  przeszczepoOw  naczyn  przechowywanych
W bezwodnym NaCl byly nizsze.

Aorty przechowywane w bezwodnym NaCl i przeszczepione odznaczaty si¢ niska
immunogennosciag wywolywaty jedynie niewielka reakcje immunologiczng wokot
przeszczepoéw allogenicznych. Obserwacja ta znalazta potwierdzenie w przypadku
podskoérnych implantacji, gdzie zaro6wno nacieki wokot przeszezepow aort
syn- i allogenicznych przechowywanych w bezwodnym NaCl, jak i reakcja

regionalnych weztéw byty minimalne.
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8 Whnioski

Metoda dlugoterminowego przechowywania aorty szczura w odwodnionym
sproszkowanym chlorku sodu pozwala na skuteczne jej przeszczepienie z zachowaniem
struktury i hemodynamiki. Aorta allogeniczna tak przechowywana i przeszczepiona
wywotuje jedynie sladowg odpowiedz ze strony biorcy. Metoda ta, po przeprowadzeniu
badan na duzych zwierzgtach moglaby by¢ zastosowana do przechowywania tetnic
ludzkich.
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Streszczenie

Wstep. Przeszczepy tetnicze sa rutynowa metoda przywracania ukrwienia
W zarostowe] miazdzycy powodujacej obwodowe niedokrwienie konczyn dolnych.
Najlepsze wyniki osigga si¢ przez uzycie autologicznych przeszczepdéw zylnych jako
pomost omijajacy miejsce niedroznosci. W przypadku braku odpowiedniej zyly
alternatywa jest uzycie sztucznej protezy. Jednak w takim wypadku nierzadkim
powiklaniem sg zakazenia w tozysku przeszczepu wymagajace zastgpienia protezy
przeszczepem opornym na zakazenie. Zakazenie sztucznego przeszczepu jedynie
w nielicznych przypadkach moze by¢ z powodzeniem leczone antybiotykami.
W wiekszosci wypadkéw, zakazony przeszczep powinien by¢ zastgpiony nowym,
najlepiej przeszczepem biologicznym, nie przyciggajagcym bakterii 1 komorek
odporno$ciowych biorcy. Zwykle do zastgpienia zakazonej protezy uzywane
sa mrozone t¢tnice z bankdow naczyn. Wykazuja one jednak szereg niedoskonatosci
takich jak np. mata wytrzymalo§¢ mechaniczna oraz zachowana immunogennosc¢.
Ponadto przy przeszczepach naczyn krioprzechowywanych o matej $rednicy wysoce
problematyczne jest zachowanie droznosci przeszczepu. Podobne wady maja
przeszczepy przechowywane w glutaraldehydzie. Jako alternatywa do przeszczepow
allogenicznych stosowane sg takze protezy sztuczne powlekane jonami srebra
0 dziataniu bakteriobojczym lub nasgczane antybiotykami. Uzycie takich protez
nie zapewnia jednak rownie dobrych wynikow leczenia jak przeszczep biologiczny,
bowiem ten nowy przeszczep jest obcigzony ryzykiem ponownego rozwoju zakazenia
I zapalenia w dawnym tozysku. Istnieje wigc niewatpliwe zapotrzebowanie na inaczej
niz dotychczas przechowywane tetnice ludzkie, tak by byly one oporne na zasiedlanie
przez mikroorganizmy, wytrzymate mechanicznie i1 nadawaty si¢ do zastgpienia
zakazonych sztucznych przeszczepow, a nawet do zastosowania jako przetoki
hemodializacyjne.

W Zespole Kliniczno-Badawczym Chirurgii Transplantacyjnej IMDiIK PAN
poszukiwalismy metody przechowywania tetnic spetniajacej te warunki. Jako Srodek
do przechowywania zaproponowany zostat bezwodny sproszkowany chlorek sodu.
Idea ta powstata w czasie prowadzenia przez nas badan nad zakazeniami konczyn
dolnych w krajach tropikalnych, gtdwnie Indiach, gdzie niedostgpne byly urzadzenia
do zamrazania pobranych do histopatologii tkanek. PostanowiliSmy zastosowac

odwodnienie osmotyczne pobranych tkanek za pomocg soli kuchenne;j.
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W prowadzonych dotychczas przez nas badaniach sprawdzalismy wplyw
przechowywania w bezwodnym chlorku sodu na rézne typy komorek i tkanek.
Prace prowadzone w naszym zespole wykazaly, ze skoéra przechowywana
w bezwodnym chlorku sodu zachowuje swojg struktur¢ molekularng i wywotuje
jedynie niewielka reakcje w miejscu wszczepienia [Olszewski WL. i wsp. 2006].
Ta obserwacja sklonita mnie do zbadania, czy taka metoda mogtaby by¢ zastosowana

do przechowywania tetnic, i tak jak wykazano na innych tkankach, pozwoli ona na:
a) zachowanie niezmienionej struktury,
b) zachowanie wlasciwosci mechanicznych,

C) obnizenie antygenowosci umozliwiajace ich allogeniczne przeszczepianie bez

immunosupres;ji.

Postanowitam  przeprowadzi¢  badania nad  przeszczepianiem  aorty
przechowywanej w odwodnionym sproszkowanym chlorku sodu u szczurow
w uktadzie allogenicznym, wszczepiajac ja ortotopowo lub jako pomost, zapewniajac
petlny przeptyw krwi do tylnej cz¢$ci ciala zwierzecia. Zaplanowatam przechowywanie
do 12 miesigcy oraz obserwacje po przeszczepieniu trwajgce podobny okres czasu.

Metody. Fragmenty szczurzej aorty byly przechowywane w odwodnionym
chlorku sodu przez okres do 12 miesiecy w temperaturze 4°C. Wykonano syngeniczne
i allogeniczne przeszczepy aort na 3 do 15 miesigcy.

Po pobraniu aorty cigtam na skrawki o grubosci Sum 1 barwitam
hematoksyling/eozyng, metoda trichrome Azan na obecno$¢ widkien kolagenowych
I metoda Gomoriego na obecno$¢ wiokien retikulinowych oraz znakowalam
przeciwciatami. Do identyfikacji komorek $rodblonka naczyniowego stosowatam
przeciwciala anty- CD31, RECA-1 (HIS 52) oraz CD54. Znakowanie przeciwciatlami
anty- ED1 (CD68), OX6 (MHC II) i W3/13 (CD43) wykonywatam w celu
monitorowania reakcji immunologicznej biorcy na przeszczep. Cze$¢ materiatu
poddatam analizie ultrastrukturalnej z uzyciem mikroskopii elektronowej. Oceniatam
takze wytrzymalo§¢ mechaniczng aort poprzez okreslenie dwdch parametrow:
wytrzymato$ci na rozciaganie (ang. tensile strenght) oraz maksymalnego ci$nienia
wewnatrznaczyniowego (badanie wytrzymato$ciowe w probie cisnieniowej).

Wyniki. Przeszczepy aort przechowywanych w bezwodnym chlorku sodu

tetnity 1 pozostawaly drozne do 15 miesigcy po transplantacji. Nie obserwowatam
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zakrzepicy wewnatrz przeszczepu, jedynie nieznaczne pogrubienie neointimy.
Barwienie metodami H/E i Trichrom Azan wykazaly dobrze zachowang strukture
anatomiczng, jedynie liczba komoérek migsniowych byla nizsza niz w aortach
nieprzechowywanych. Nie byto ro6znic pomiedzy aortami przechowywanymi
I przeszczepionymi, a kontrolnymi syngenicznymi przeszczepami w znakowaniu na
CD31, CD 54, RECA-1. Analiza w mikroskopie elektronowym wykazata nie zmieniong
strukture elastyny, obecnos¢ miofibroblastow miedzy widknami elastynowymi oraz
pojedyncze komorki endotelialne. Nacieki komoérek ED1, OX 6 i W3/13 pozytywnych
w $cianie przeszczepionych naczyn byly nieznaczne. W tescie na rozcigganie (ang.
tensile strength) parametry wytrzymalo§ci mechanicznej przeszczepdw naczyn
przechowywanych w bezwodnym NaCl byly nizsze niz w przypadku aort
nieprzechowywanych, jednak nie miato to wpltywu na funkcjonowanie naczynia.
Wytrzymalo$¢ na ciSnienie wywierane na $ciany naczynia we wszystkich badanych
uktadach  doswiadczalnych, zaréwno w przypadku aort przechowywanych
w bezwodnym NaCl i przeszczepionych jak aort kontrolnych wynosita powyzej
300mm Hg.

Whnioski. Aorty przechowywane w bezwodnym chlorku sodu przez okres do 12
miesigcy po przeszczepieniu pozostaly drozne i zachowaty prawidlowa budowe
kolagenu i elastyny. Naczynia po przechowywaniu w NaCl charakteryzowatly si¢
znacznie nizszg immunogennos$cig niz nieprzechowywane naczynia allogeniczne. Ich
wytrzymato$¢ na zerwanie byla nizsza, jednak nie bylo réznic w wytrzymatosci
na ci$nienie wewnatrznaczyniowe pomiedzy grupami.

Przeprowadzone przeze mnie badania pokazuja, ze przechowywanie naczyn
tetniczych w bezwodnym NaCl jest oryginalng i pelnowartosciowa metoda 0 znaczeniu

klinicznym, szczeg6lnie do operacji rewaskularyzacyjnych w zakazonych tkankach.
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Summary

Background. Autologous venous grafts provide best results for arterial bypass
grafting for arterial stenosis. In case of lack of suitable venous graft prosthesis which
are easily accessible but susceptible to infection may be an alternative.

Unfortunately only in some cases such infection can be forced with antibiotics.
In case of infection at the site of teflon implantation or a-v fistula for hemodialysis
allografts become grafts of choice. The so far used cryopreserved human arteries have
limited longevity and are mechanically fragile. Moreover, using cryopreserved
allografts we have to face the problem of thrombosis and stenosis of the graft,
especially in case of small diameter grafts. Similar defects have allografts preserved
in glutaraldehyde. Also, the transplanted allogeneic arteries evoke immune reaction.
That’s why to obtain good long-term results in the case of both fresh and frozen
allograft transplantation usage of immunosuppressive drugs is often necessary.
As an alternative prosthesis coated with silver ions and antibiotics are used, but still,
the results are not satisfactory. For this reasons, a method for successful long-term
preservation of arterial allografts with strong mechanical endurance, low antigenicity,
resistant to colonization by micro-organisms, and suitable for the replacement of
infected synthetic grafts is needed.

In the Department of Surgical Research and Transplantology we have been
looking for method of preservation the arteries that would meet these conditions. In our
previous research we investigated how the preservation in anhydric sodium chloride
would influence various types of tissues and cells. This idea arised while we were
performing research on lower limbs infections in tropical countries, especially India,
where the devices for freezing tissues collected for histopathology weren’t easily
accessible. We decided to apply the method of osmotic dehydration of tissues.
We reported, that skin preserved in sodium chloride powder retains its molecular
structure and evokes only minor reaction at the site of implantation [Olszewski i wsp.
2006]. This prompted me to investigate whether also arteries can be preserved in this

fashion with:

a) unchanged morphology,
b) strong mechanical endurance and
c) low antigenicity and successfully transplanted.
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The aortae were implanted orthotopically or as a bridge to provide a full flow of blood
to the back of the animal's body. The storage time was up to 15 months after
transplantation and observations last a similar period of time.

Methods. Fragments of the rat aorta were stored in dehydrated sodium chloride
for up to 12 months at 4°C and subsequently transplanted into syngeneic or allogeneic
recipients for a period of 3 to 15 months. Then, 5 um trick slides were prepared
and routine hematoxyline/eosine, trichrome azan staining for collagen and Gomori
staining for reticulin fibers were performed. In order to identify the presence of
endothelial cells | performed immunostaining using antibodies against: CD31, RECA-1
(HIS 52) and CD54. To monitor host immune reaction against the graft I used
antibodies anti: ED1 (CD68), OX6 (MHC I1) i W3/13 (CD43). Ultrastructure of aortae
specimens were evaluated using electronmicroscopy. The tensile strength
and maximum intraluminal pressures were measured.

Results. Aortae preserved in anhydric sodium chloride and transplanted
remained patent for up to 15 months after transplantation. I did not observe thrombosis,
only a slight thickening of the neointima. Hematoxyline/eosine and trichrome Azan
stainings, as well as electron microscopic studies displayed the preserved anatomical
structure of transplanted aortae and revealed normal structure of elastin fibers, only the
number of muscle cells were significantly lower in preserved and transplanted aortae
than in non-preserved tissue. No significant differences between preserved transplanted
and non-preserved aortae stained for CD31, CD54, RECA-1 were observed. | also
observed only slight infiltration of ED1 (CD 68), OX6 (MHC clas I1) and W3/13
(CD43) positive cells around the allografts and this immunological reaction was only
weakly expressed. The maximum tensile strength was lower in the preserved
and transplanted aortae than in freshly harvested and transplanted aortae, but it did not
influenced functioning of the graft. The intraluminal pressures reached in both groups
values of above 300 mmHg without rupture of the wall.

Conclusions. Aortae preserved in anhydric sodium chloride remain patent
and function properly even 15 months after transplantation. Their tensile strength
was lower, however, there was no difference in intravascular pressure strength between
groups. These observations suggest that preservation in NaCl may serve as a novel
method to obtain arterial allografts of low immunogenicity required specifically

for revascularization surgery in infected tissues.
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