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Sutrumpinimai

Ala — L-alaninas

Ao — aorta

AoS — aortos sienelé

AoV — aortos voztuvas

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropil) dimetilamonio] -1 —propanosulfonatas
CMC — kritiné miceliy koncentracija (critical micele concentration — angl.)
DEO — natrio deoksicholiné riigstis

DKA — dirbtine kraujo apytaka

DNR — dezoksiribonukleino riigstis

ECM — ekstralgstelinis matriksas

EDC — I-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidas
EDTA — etilendiamintetracto rigstis

GAG — glikozaminoglikanai

Glu — glutaraldehidas

HE — hematoksilinas ir eozinas

NHS — N-hidroksisukciimidas

Norv — L-norvalinas

PA — plauciy arterija

PAS — plauciy arterijos sienelé

PAV — plauciy arterijos voztuvas

RNR — ribonukleino riigstis

SDS — natrio dodecilsulfatas



1. JVADAS

Kasmet daugeliui Zmoniy prireikia Sirdies operacijos dél jgytos ar
jgimtos voztuvy ydos. Per metus daugiau nei 300 000 pacienty atliekamos
Sirdies voztuvy operacijos. Esant tokiam poreikiui, vystosi dirbtiniy voZtuvy
pramoné, kuriami nauji modeliai, gamybai ir apdorojimui naudojamos naujos
medziagos.

Siuo metu naudojami du pagrindiniai protezy tipai: mechaniniai ir
biologiniai. ~ Mechaniniai  protezai ilgalaikiai, taciau reikalaujantys
antikoagulianty terapijos visq likusj gyvenimgq ir islieka trombemboliniy ar
kraujavimo komplikacijy rizika. Biologiniai protezai Siuo poziuriu modernesni,
nereikia kraujo kresumq mazinanciy vaisty, paties voztuvo funkcija artima
natiraliam Zzmogaus Sirdies voztuvui. Taciau pacienty aktyvi imuniné sistema
greitai paveikia bioprotezq (kalkéja, suyra), ir tai labai apriboja jo funkcijg.
Tai ypac greitai nutinka jauno amzZiaus pacientams. Apdorojant cheminémis
medziagomis pailginti protezy funkcionavimo trukmés nepasiseké, galiojimo
laikotarpis siekia 15-20 mety. Todeél mokslininkai, kurdami Sirdies voZtuvus,
pradéjo taikyti audiniy inZinerijq.

Audiniy inzZinerija Sirdies voztuvy chirurgijoje apibréziama kaip
veiksmy ir manipuliacijy visuma, kai naudojant lgsteliy kultiras sukuriamos
naujos struktiiros, galincios tinkamai atlikti numatytas funkcijas bei prisitaikyti
prie metaboliniy pokyciy. Tokie sukurti voztuvai buty idealus pasirinkimas
pacientams. Protezas tapty imunologiskai nereaktyvus, tai buty gyva, visq
likusj paciento gyvenimq atsinaujinanti struktiira.

Taikant jvairius audiniy inZinerijos bidus, sukurta daugybé jmanomy
karkasy vozZtuvams gaminti ir paciy biologiniy vozZtuvy. Taciau tik
deceliulizacijos sritis pritaikyta praktikoje, atliktos operacijos implantuojant
aceliulinius ir naujai lgstelémis apaugintus protezus. Skirtingy mokslininky
pateikiami rezultatai labai jvairis, eksperimentuose gauti geri artimi rezultatai
ne visada pasitvirtina praktikoje. Néra vieningos nuomonés, ar Sis metodas

saugus.



Lietuvoje kasmet apie 500 pacienty atliekamos vozZtuvy operacijos,
daugiausia dél aortos voztuvo ligy. Kaip ir kitose Salyse, nemazq dalj sudaro
pacientai iki 60-65 mety. O tai reiskia, kad Siai amzZiaus grupei, vadovaujantis
Siy dieny Sirdies chirurgijos gairémis, nerekomenduojama implantuoti
biologiniy protezy. Pasitelkdami pastaryjy mety mokslo laiméjimus, norime
iStirti naujausiy technologijy galimybes, siekdami patobulinti jas, surasti
geresnes medziagas audiniy apdorojimui bei isbandyti eksperimentiniuose

modeliuose.



2. DARBO TIKSLAS, UZDAVINIAL NAUJUMAS, PRAKTINE
REIKSME

Darbo tikslas:
Istirti Sirdies biologiniy voztuvy apdorojimo budus, skirtus sumazinti ar
panaikinti audiniy kalkéjimg po implantacijos, bei patikrinti efektyvumg

eksperimentiniuose modeliuose.

UZdaviniai:

1. Cheminiy medzZiagy parinkimas ir aortos voztuvo transplantato
apdorojimo jomis protokoly sukiirimas.

2. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje be sqglycio su kraujotakos sistema (su smulkiaisiais
eksperimentiniais gyvinais).

3. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje esant tiesioginiam sqlyciui su kraujotakos sistema (su
stambiaisiais eksperimentiniais gyviinais).

4. Aortos ir plauciy arterijos vozZtuviniy transplantaty apdorojimo
detergentais ir kitomis medziagomis protokoly sukiirimas ir taikymas in
vitro, pasalinant lgstelines struktiiras (deceliulizacija).

5. Nulgstelinty (deceliulizuoty) voztuviniy transplantaty patikrinimas
eksperimentiniame modelyje in vivo.

6. Skirtingy apdorojimo metody rezultaty palyginimas.

Naujumas ir originalumas:

Biologiniy protezy trumpaamziskumas — pagrindiné kliitis jy
platesniam naudojimui, o jy apdorojimas jvairiomis medziagomis siekiant
pailginti funkcionavimo trukme — tema, gvildenama nuo pat biologiniy voztuvy
atsiradimo. Tobulinami jvairiis cheminio apdorojimo biidai, keiciant cheminiy

medZiagy koncentracijq, pritaikant detoksikacijos metodus po apdorojimo;,



lygiagreciai atsirado nauja mokslo kryptis — audiniy inZinerija. Sios krypties
taikinyje lgstelinés audiniy struktiiros, kurios tampa ankstyvo voZtuvy suirimo
priezastimi.

Siame moksliniame darbe plétojama audiniy apdorojimo cheminémis
medziagomis tyrimo kryptis, taikant visiskai naujas medziagas: alaning,
norvaling. Buvo patobulintas karbodiimido naudojimo apdorojimui protokolas.
Tyrimo metu in vitro ir in vivo eksperimentiniuose modeliuose gauti geri artimi
rezultatai.

Eksperimentiniame darbe pavyko patobulinti ir audiniy inZinerijos biidu
apruoSiamus voztuvus. Tyrimo metu atradome, kad net 2 is miisy naujai
pasiilyty apdorojimo protokoly efektyviai sumazina kalkéjimq. Iverting visus
duomenis, galime teigti, kad vienas is pastaryjy dviejy gerai apsaugo

biologiniy protezy audinius artimu laikotarpiu.

Praktiné reikSmé:

Mokslinio eksperimentinio darbo metu jrodytas karbodiimido ir kity
cheminiy medziagy kombinacijos efektyvumas. Taip pat geri artimi rezultatai
gauti atlikus deceliulizacijq originaliais metodais. Tai galimos alternatyvos
Siuo metu taikomiems voztuvy apdorojimo budams.

Jau Siuo metu sukurti metodai patentuotini, nes yra originaliis. Esant
teigiamiems ikiklinikiniams tyrimams, tikétina naujoves jdiegti, kuriant
voztuvus jprastinéems voztuvy protezavimo operacijoms ar perkateterinéems

technologijoms.



3. LITERATUROS APZVALGA

Siuolaikiniai voZtuvy pakaitalai ir idealaus Sirdies voZtuvo protezo savoka

Sirdies ir kraujagysliy ligos — viena daZniausiy mirties prieZasciy
pasaulyje. | Sig ligy grupe jeina ir jgytos Sirdies voztuvy ydos. Pasaulinés
sveikatos organizacijos (WHO) duomenimis 2005 metais pasaulyje dél Sios
priezasties miré daugiau nei 17 milijony pacienty [1]. Dél sirdies voZtuvy ydy
sukelty komplikacijy miré papildomai daugiau nei 26000 pacienty [2].

Pasaulyje per metus daugiau nei 300000 pacienty operuojami Sirdies
voztuvai, skaiciuojant nuo 2003 mety, o ateityje Sis skaicius gali padideti iki
850000 [3]. Taip pat per 10 mety po protezavimo iki 30% pacienty kyla
mazesniy ar didesniy komplikacijy dél protezy, kai kuriais atvejais net
atliekamas pakartotinis protezavimas [4,5].

Siuo metu atliekant voZtuvy protezavimo operacijas naudojami dviejy

tipy protezai: mechaniniai ir biologiniai.

Mechaniniai protezai

Pastarieji  protezai pasizymi ilgaamziskumu, patikimumu, taciau
organizme jie tampa svetimkiuniu. Mechaniniy Sirdies vozZtuvy burés
pagamintos is pirolitinés anglies, o karkasas dengtas sintetiniu pluostu, t.y.
audiniai svetimi organizmui, trombogeniski, didesnis pavojus pritraukti
infekcijq.

Tromboemboliniy komplikacijy profilaktikai reikia visq gyvenimg
vartoti antikoaguliantus, nuolatos tikrvinantis kraujo kresumo rodiklius.
Vartojant antikoaguliantus, padidéja kraujavimo pavojus dél perdozavimo
arba tos pacios tromboembolinés komplikacijos dél nepakankamo jsotinimo
vaistu [6]. Minéty vaisty vartojimas kenkia néstumo metu vaisiui, be to pats
voztuvas santykinai susiaurina aortos Ziedo angq, sudarydamas maZesnj

pratakumq nei natyvinio voztuvo.



Biologiniai protezai

Biologiniai protezai modernesni, nereikia kraujo kresumq maZinanciy
vaisty, geresnés reologinés ir hemodinaminés savybés, paties voztuvo funkcija
ir anatomija artima natyviniam. Savo ruoZtu pastarieji gali biiti karkasiniai
(fiksuoti prie sintetinio karkaso) ir bekarkasiai (tik is donoro audiniy, be jokio
kieto karkaso). Bioprotezai gaminami is kiauliy Sirdies voztuvy, jaucio kaklo
veny voztuvy, jaucio perikardo arba is mirusiy donory zZmoniy. Kiauliniam
ksenotransplantatui naudojamas aortos voztuvas (visas arba atskiros bureés),
kuris dazniausiai apdorojamas mazos koncentracijos glutaraldehidu ir pagal
kompanijos  sukurtq technologijq papildomai  jvairiomis cheminémis
medziagomis [7—10].

Jaucio kaklo veny vozZtuvai apruosiami pagal numatytq technologijq
kartu su pacia kaklo vena ir dazniausiai naudojami jgimtoms Sirdies ydoms
gvdyti [11].

Jaucio perikardo vozZtuvai ruoSiami is trijy atskiry perikardo lopeliy,
kurie apdorojami glutaraldehidu ir fiksuojami ant karkaso. Kaip ir kiauliniai
voztuvai, papildomai apdorojami jvairiais chemikalais, siekiant susilpninti
antigeniskumgq, sumazinti kalkéjimq ir pailginti funkcionavimo trukme [7].

Donoriniai zmogaus voztuvai gaunami zmogui mirus ir jam paciam iki
mirties arba artimiesiems davus sutikimq. ISpreparuojami ir paruoSiami aortos
ir plauciy arterijos voztuviniai transplantatai, kurie toliau arba uzsaldomi,
arba talpinami j specialig mitybine terpe [12, 13].

Pirmasis bandymas panaudoti biologinius vozZtuvus kardiochirurgijoje
aprasomas Gordono Murray 1956 m., kai j nusileidziancig aortq buvo jsiiitas
lavono aortos voztuvas. Svarbu pastebéti, kad pastaroji operacija atlikta
praéjus vos 5 metams po mechaniniy voZtuvy atsiradimo. 1962 m. seras
Donaldas Rossas ir seras Brianas Barret-Boyes, nepriklausomai vienas nuo
kito, panaudojo alotransplantantus. Tai laikoma biologiniy voztuvy naudojimo
pradzia. Véliau progresuojant industrijai ir atsiradus biologiniams voztuvams
is gyvuliy, alotransplantatai tapo maziau naudojami. Tam jtakos turéjo

didesné kaina, ribotas donory kiekis, transportavimo ir kitos problemos.
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Pastaryjy  protezy veikimo trukme riboja jy kalkéjimas ar
degradavimas, suirimas. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad pacienty, ypac
Jjauno amzZiaus, aktyvi imuniné sistema greitai paveikia bioprotezq, ir tai labai
apriboja jo funkcijg. Todél mokslininkai pradéjo ieskoti alternatyviy biidy
sukurti efektyvy, ilgai veikiantj biologinj protezq. PradZioje bandyta tobulinti
apdorojimqg cheminémis medziagomis. Sukurta daug jvairiy apdorojimo
chemikalais protokoly, sukurtos trys biologiniy protezy kartos, kurios skiriasi
apdorojimo budais, ir kiekviena voztuvus gaminanti kompanija rinkoje siiilo
savo originaly bidqg. Taciau apskritai pailginti protezy funkcionavimo trukmeés
nepasiseke. Funkcionavimo trukmé apie 15-20 mety, per kuriuos vozZtuvas
dazniausiai suyra ar kalkéja [14].

Visi minéti vozZtuvy tipai dazniausiai naudojami aortos VvozZtuvo
protezavimui, taciau apvertus kita puse, tinkami ir dviburio, ir triburio voZtuvo
protezavimui, pastarieji keiciami daug reciau, nes pirmiausia operacijos metu
bandoma atlikti plastikq, iSsaugant bures. Tai daroma dél geresniy tolimy

rezultaty.

Koks turéty biiti idealus Sirdies voZtuvo protezas

Dar pries pradedant plisti jprastiniam vozZtuvy protezavimui, vienas is
Sirdies chirurgijos pionieriy Dwightas E. Harkenas 1950-aisiais metais
suformulavo ir paskelbé ,,Ten Commandments‘“ — pagrindinius teiginius, koks
turéty biti idealus Sirdies voztuvo pakaitalas [15]. Isvardintos tokios savybés:
netrombogeniskas, atsparus infekcijai, galintis augti ir regeneruoti,
neantigeniskas, ilgaamzis, patogus implantuoti, netoksiskas aplinkiniams
audiniams, reologinés ir hemodinaminés savybés artimos natyviniam voztuvui,
tyliai veikiantis. Iki Siy dieny visi Sie teiginiai iSlieka aktualiis, tik papildomi
atsizvelgiant j naujy technologijy ir ekonomikos progresq. Voztuvas turi biiti
radiologiskai aptinkamas, anatomiskai panasus j natyvinj vozZtuvq, pigus,
galimas implantuoti perkateteriniu biidu [16].

15 esmés dauguma teiginiy bidingi biologiniam protezui, taciau iki Siol

néra tokio vienintelio idealaus, atitinkancio visus reikalavimus. Besivystancios
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Siuolaikinés technologijos ir mokslas vis labiau priartina gaminamus
bioprotezus prie idealo.

Todeél remdamiesi praktika kity sriciy, kuriose buvo jdiegta audiniy
inZinerija, mokslininkai émési naudoti audiniy inZinerijg kurdami Sirdies

voztuvus [17—-19].

Voztuvy kalkéjimas, priezZastys, mechanizmai ir reguliacija, prevencijos

metodai

Priezastys

Tiriant biologiniy voztuvy kalkéjimgq, atlikti in vivo eksperimentai su
mazaisiais eksperimentiniais gyvinais, kuriy medZiagy apykaita ir augimas
greiti (pelés, ziurkes, triusiai) [20-22], implantuojant apdoroty audiniy
gabaliukus j paodj, ir su dideliais eksperimentiniais gyvinais (avys, kiaulés)
[23, 24], kur implantuoti apruosti voztuviniai transplantatai. Abiejuose
eksperimentiniuose modeliuose implantuoti audiniai kalkéja panasiai kaip ir
Zmoniy organizmuose, tik eksperimentuose tai vyksta daug greiciau. MazZyjy
gyvuliuky modelis pigesnis ir rezultatai gaunami greiciau, kalkéjimas
greitesnis bei ryskesnis, tuo tarpu dideliy gyviny atveju tyrimas platesnis,
ilgiau trunkantis, jvertinamos hemodinaminés pasekmeés.

Manoma, kad bioprotezy kalkéjimg lemiantys faktoriai yra Sie:
recipiento amzius, medzZiagy apykaita ir imuniné sistema, transplantato
struktiira ir apruoSimo bidas, transplantatq veikiantys mechaniniai faktoriai.
Mikroeklementai, nuo kuriy prasideda kalkéjimas — tai fosforas lgsteliy
membranose ir amino rigstys. Vietose, kur yra pastarosios medziagos,
prasideda kalkéjimas, taciau neatmestinas ir savaiminis pirminis kolageno
skaiduly kalkéjimas dél deformacijos, cheminiy medziagy poveikio. Biologinio
voztuvo kalkéjimo pasekmé — pastarojo stenoze ar plysimas.

Gerai Zinoma, jog jauny pacienty imuniné sistema labai aktyvi, jy
medZiagy apykaita greita, todél ir bioprotezy kalkéjimas bei suirimas Zymiai

greitesni. Apytikriai per 10 mety bioprotezo disfunkcija isryskéja daugiau nei
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10 % recipienty, kuriy amzius per 60 mety [25]. Jei pacientas dar jaunesnis
arba vaikas, Sis santykis labai pasikeicia, kartais bioprotezai suyra ar sutrinka
funkcija per kelis metus ar meénesius [26]. Jei audinio pavirSiuje like
antigeniniy struktiiry, imuniné sistema nedelsiant reaguoja, sukeldama
uzdegimg, struktiiros vientisumo pazeidimgq ir véliau atsirandantj suirimq ar

kalkejimg.

Kalkéjimg jtakojantys faktoriai ir reguliacijos mechanizmai

Manyta, kad audiniy kalkéjimas yra savarankiskas, nevaldomas ir
nekontroliuojamas procesas, taciau atlikti bandymai rodo, kad kaip ir kai kurie
fiziologiniai procesai kauly susidaryme, taip ir degeneraciniai pakitimai
audiniuose vyksta pagal tam tikrus mechanizmus [27-29].

Audiniy, kraujagysliy ir vozZtuvy kalkéjimq sukeliantys faktoriai ir
reguliaciniai mechanizmai susijg ir panasis, taciau yra ir ypatumy. Voztuvy
buriy pakitimus sqlygoja endoteliniy ir intersticiniy lgsteliy funkcija, ECM
pokyciai, mechaninis stresas, uzdegiminiai faktoriai, angiogenezés ir augimo
mediatoriai. Veikiamos Siy faktoriy, voztuvy lgstelés tampa osteoblasty tipo
lgstelémis, kurios linkusios kaupti kalcj ir kalkéti.

Genetinis faktorius. Pastebéta, kad pacientams, turintiems jgimtq
dviburj aortos voztuvg (pasireiSkimo daznis 1-2% populiacijos), dazniau
pasireiskia kalkéjimas, be to, Seimos nariams, turintiems normaly voztuvg, jis
kalkéja taip pat gana anksti. Tai susije su NOTCH-1 mutacija. Sis genas
regulivoja osteogeneze, slopindamas RUNX2 aktyvumq, fermentq, svarby
osteoblasty funkcijai; nelikus slopinimo, pasireiskia kalcio kaupimas
audiniuose [30].

Audiniy lasteliy funkcija. Endotelio Igstelés atlieka savotisko barjero
tarp kraujo ir vidiniy sluoksniy funkcijq. Kraujagysliy vidy isklojancios
lgstelés skiriasi nuo voztuvy endotelio, pastarosioms tenka atlaikyti kraujo
tekme is skilvelio dideliu spaudimu, o aortos puséje, diastoléje, jas veikia
tempimo jégos. [vairiais tyrimais jrodyta priklausomybé tarp Igsteliy

disfunkcijos ir voztuvo ligy [31]. Azoto oksidas (NO), isskiriamas Siy lgsteliy, —
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vienas is svarbiausiy faktoriy. NO isskyrimas kontroliuoja homeostaze, stabdo
lygiyjy raumeny lgsteliy kontrakcijq ir proliferacijq, slopina trombocity bei
uzdegiminiy lgsteliy agregacijqg [32]. Be to, in vitro tyrimo metu jrodyta, kad
voztuvo buriy kalcinatus veikiant NO, mazZinamas tolimesnis kalkéjimas [33].
Kaip minéta anksciau, NO slopina lygiyjy raumeny Igsteliy augimg,
proliferacijq ir virtimg osteoblastais, veikiant j transformacinj augimo faktoriy
(TGF p) [34], tuo tarpu esant azoto oksido iSskyrimo sutrikimui,
nepakankamai slopinant TGF p1, proliferuoja I tipo kolagenas.

Kurj laikg buvo manoma, kad intersticinés lgstelés skirtos tik audiniy
ECM baltymy gamybai ir struktirai palaikyti, taciau pastaryjy mety tyrimai
parodeé, kad Sios lgstelés isskiria tiek uzdegimq skatinancius, tiek maZinancius
faktorius [35]. Lygiyjy raumeny a-aktino teigiamos lgstelés yra savotiskai
suzadinti miofibroblastai, galintys diferencijuotis j osteoblastus panasias
lgsteles, tuo tarpu o-aktino neigiamos Igstelés diferencijuojasi j kaulus
sudarancias lgsteles [36].

Ekstralastelinis matriksas. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad ECM
standumas tiesiogiai susijes su lgsteliy kalkéjimu: kuo matriksas kietesnis, tuo
labiau Igstelés linkusios suformuoti kalcinatus. Sj procesq sukelia TGF p1,
stimulivodamas lygiyjy raumeny a-akting [37]. VozZtuvo audiniy standumas
kinta susitraukiant endotelio lIgstelems [38], o intersticiniy Igsteliy
susitraukimq sukelia TGF [1. Be to, nustatytas rysys tarp TGF Pl ir
proteolitiniy fermenty katepsiny. Katepsinai G, S, K ir V randami
stenozuotuose voztuvuose. G poriusis tiesiogiai susijes su uzdegimo sukélimu
sqveikoje su TGF p1, V porisis ypac pasireiskia endotelio lgsteliy pazeidimo
metu. Tad mazinant Siy proteaziy aktyvumq audiniuose, gali biiti jmanoma
sumazinti audiniy paZeidimq [39].

Kauly formavimasi regulinvojantys fermentai. 7ai didelé grupé
baltymy, kurie, manoma, dalyvauja kaulinio audinio formavimesi. Trumpai
perzvelgsime svarbiausius komponentus.

I sig grupe jeina TGF p fermenty Seima, jq sudaro daugiau nei 20

fermenty, kurie veikia ne tik kauly susiformavimg, bet ir ektopine kalcifikacijq.
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Tai specifiniai citokinai, aktyviai veikiantys daugelj lgsteliy (monocitus, epitelj,
neuronus ir kt.) ir daug jvairiy virsmy (apoptoze, proliferacijq, diferenciacijq,
adhezijg, chemotaksj ir kt.), taip pat stimuliuoja osteoblasty diferenciacijq ir
slopina mezenchiminiy Igsteliy diferenciacijq j mioblastus [40]. Be to,
pastarieji fermentai dalyvauja susidarant Sirdies voztuvams embriogenezéje ir
Jjau gyvenimo eigoje aktyvuoja Sarmine fosfataze bei osteokalcing, skatinancius
voztuvy kalkéjimg [41]. Kaip jau anksciau minéta, vienas is svarbiausiy Sios
grupés atstovy — TGF pl. Fermentas, prisijunges prie specifiniy receptoriy,
daro jtakq daugeliui svarbiy procesy (lgsteliy augimui, diferenciacijai,
proliferacijai, apoptozei) [42]. Manoma, kad Sio fermento susikaupimg ECM
lemia endoteliniy lgsteliy pazeidimas, po to kylantis uzdegimas, véliau
stimulivojami  jvairiis procesai. intersticiniy lgsteliy diferenciavimasis j
osteoblastus panasias lgsteles, a-aktino isskyrimas is lygiyjy raumeny lgsteliy,
miofibroblasty diferenciacija, apoptozé ir kalcinaty formavimasis ECM
[43,44]. Visi minéti procesai dar labiau paspartinami esant mechaniniam
stresui. Padidéjes TGF p1 kiekis patologinio proceso metu sukelia ir endotelio
lgsteliy pazeidimq, susilpninama ar visai suardoma jo kaip apsauginio barjero
funkcija, dél to lengvai prasiskverbia uzdegiminés lgstelés is kraujo [45],
savaime skatina tolimesnj iSsiskyrimq fermenty ir kolageno [ bei III
(pagrindiniai  kauly ir kremzliy susidarymo elementai), kurie randami
pazeistuose vozZtuvuose [46].

Kauly formavimosi metu grupé jvairiy fermenty aktyvuoja Wnt
baltymus, kurie stimuliuoja kauly formavimgsi ir kalkéjimo procesus [47]. Wnt
— tai baltymy grupé, regulivojanti lgsteliy vystymagsi ir Ziti. Zinoma, kad
pastarieji baltymai dalyvauja embriogenezéje, susidarant biisimy Sirdies
voztuvy klostéems. Taip pat zinoma, kad pastaroji sistema yra viena is
svarbiausiy sistemy kauly ir kalkéjimo susidaryme ir reguliacijoje [48]. Wnt
baltymus aktyvuoja kita kauly susidarymq stimuliuojanciy fermenty grupé —
BMP2. Aterosklerozés pazeisty zmogaus kraujagysliy sienelése galima rasti
padidéjusj Siy baltymy kiekj. Dazniausiai sj baltymgq isskiria miofibroblastai.

Esant padidéjusiai  koncentracijai, fibroblastai gali diferencijuotis
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osteoblastus arba sukelti kraujagyslés sienelés lygiyjy raumeny Igsteliy
apoptoze, kuri neisvengiamai baigiasi sienelés kalkéjimu.

Osteopontinas — baltymas, stabdantis audiniy kalkéjimq. Prisijunges
prie osteoklasty, aktyvuoja Sias lgsteles ir prasideda kaulinio audinio
rezorbcija. Tyrimy metu nustatyta, kad rezorbuojasi ne tik natyvinis kaulinis
audinys, bet ir ektopiniai kalkéjimo Zidiniai, pastebéta, kad osteopontino
labiau padaugéja apie osteoklastus, kai Ziurkéms j paodj implantuojami
voztuvy gabaléliai.

Matrikso Gla baltymai. Tai taip pat grupé kauléjimg lemianciy
fermenty.: g-karboglutaminé rugstis, osteokalcinas ir kiti. Jie gaminami
jvairivose audiniuose, daugiausia kauliniame ir kraujagysliy sienelés
audiniuose. Osteokalcinas gaminamas osteoblastuose, vykstant
karboksilinimui  prisijungia prie hidroksiapatity kaule, stiprindamas
mineralizacijq. Ir priesingai — stabdant jo issiskyrimg, stabdoma Igsteliy
diferenciacija | kaulines, mazéja kalkéjimas, eksperimentuose tokiu biidu
sukeliama netgi osteopenija [49].

UZdegimas, oksidacinis stresas ir infekcija. Aterosklerozés vystymosi
metu serume padaugéja kai kuriy uzdegimq stimulivojanciy baltymy: C
reaktyvaus baltymo, interleukino 6, tumor nekrozés faktoriaus alfa. Kai kurie
faktoriai gaminami kraujagysliy endotelio lgstelése, lygiyjy raumeny Ilgstelése,
makrofaguose. O pastarieji, daznai randami aterosklerotinése plokstelése,
sukelia lgsteliy diferenciacijq j kaulines ir kalkéjimg.

Yra teorija, patvirtinta eksperimentais, kad apie aterosklerozés
pazeistas vietas padaugéja superoksido ar peroksido, lyginant su sveikais
audiniais. Lygiagreciai Siam reiSkiniui sumazéja antioksidanto — katalazés ir
NADPH oksidazeés.

llgq laikg buvo populiari teorija, kad voztuvy kalkéjimui turi jtakos
Chlamydia pneumoniae. Dalis mokslininky atmeté tokias prielaidas, taciau
dalis atliko eksperimentus, pasédami mikrokultiras, ir gavo savaime
kalkéjanciy daleliy augimg, jos pavadintos nanobakterijomis. Pastarosios

randamos aortos voztuvo kalcinatuose, kaklo arterijy sienelése. Taciau vien
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Siy duomeny nepakanka, kad galima biity teigti, jog bakterijos yra kalkéjimo
sukéléjai.

Aterosklerozé. Ji taip pat daro jtakg ne tik kraujagysliy siauréjimui,
kalkéjimui, bet ir Sirdies voztuvams. Gerai zinoma mazo tankio lipoproteiny
svarba ploksteliy formavimuisi ir didelio tankio lipoproteiny apsauginé
funkcija. Be to, hiperlipidemija stabdo Igsteliy kitimg j osteoblasty tipo
lgsteles, sukeldama mineraly is kauly rezorbcijq, tai gerai zinomas reiskinys
moterims postmenopauziniu laikotarpiu. Taip pat mazo tankio lipoproteinai
stimuliuoja monocity kolonizacijg sukeliancius fermentus, kurie savo ruoZtu

veikia lgsteliy kitimgq j osteoklastus ir kauly mineraly rezorbcijg [50].

Kalkéjimo prevencija

Remdamiesi literatiura, galime isskirti keletq krypciy kalcifikacijai
stabdyti ar isvengti: specifiniy vaisty vartojimas sistemiskai ar lokaliai veikiant
implantatq, implantato apdorojimas chemikalais ar galimy antigeniniy
struktiiry pasalinimas nuo audinio pavirsiaus.

Dazniausias tyréjy pasirinktas eksperimentinis modelis — paodinés
implantacijos smulkiems gyvinéliams; tai suteikia galimybe greitai ir gausiai
atlikti eksperimentus, kitas, labiau priartintas prie realiy sqlygy modelis — su
stambiaisiais gyvinais, implantuojant j hemodinamine sistemgq, tai brangus,
taciau patikimesnis metodas, parodantis ne tik struktirinius, bet ir funkcinius
pakitimus.

Specifiniy vaisty vartojimas, ypac sistemiskai, gal ir efektyvus, taciau
turintis daug pasaliniy poveikiy. PavyzdzZiui, kalcifikacijg stabdancio
preparato (difosfonaty, tokiy kaip etano-I-hidroksi-1, 1 bisfosfonatas),
vartojimas efektyviai sustabdo bioprotezo kalcifikacijq, taciau eksperimente
pastebéta, kad taip pat mazina ir kauly formavimgsi, kalkéjimg, létina augimg
[51]. Vengiant sisteminio poveikio, buvo sugalvotos specialios sistemos,
isskiriancios vaistus lokaliai ir implantuojamos kartu su protezu. Tokiu biidu
maksimalus vaisto poveikis biity tik protezo vietoje, iSvengiant sisteminio

poveikio [52]. Paprasciausias Sios sistemos pritaikymas — tai anksciau minéty
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bifosfanaty  naudojimas  nesirezorbuojanciuose  polimeruose:  metileno
vinilacetate,  polidimetilsiloksane. Sis metodas, nors ir pasitvirtino
eksperimentuose, nenaudojamas praktikoje, tuo tarpu cheminis ar kitoks
apdorojimas tiek eksperimentuose, tiek praktikoje populiaris. Trumpai
apzvelgsime chemines medziagas, kuriomis apruosiami audiniai,

siekiant slopinti kalkéjimgq.

Hidroksiapatity susidarymo inhibitoriai

Statinai — grupé sistemiskai veikianciy vaisty, kurie praktikoje jrodé
efektyvumgq pries mazo tankio lipidus, stabilizuojant aterosklerotines
ploksteles, kartu mazZinant metalo proteinaziy ir makrofagy
aktyvumg, stabilizuoja endoteliniy Igsteliy funkcijq ir pavirsiy,
stabdo jau prasidéjusj audiniy kalkéjimg, nors ir nedaug, taciau
sumazina voztuvy kalkéjimgq.

Bifosfanatai — peroraliniai vaistai, skirti koreguoti kauly rezorbcijg

gyvdant osteoporoze. Sie vaistai eksperimentuose parodé gerq efektq
stabdant kraujagysliy kalkéjimq. Be to, sukelia makrofagy apoptoze,
stabdo putliyjy lgsteliy susidarymq bei jy gebéjimg ,,ryti” mazo
tankio lipidus. Eksperimentuose jrodytas efektas taikant kaip
sisteminj vaistq ar kaip turintj lokaly poveikj bioprotezams [51,52].

Trivalenciy metaly jonai — audinius (kiaulés voztuvq ar jaucio perikardg)

apdorotus  glutaraldehidu, papildomai apruosus geleZies ar aliuminio
druskomis (FeCl; and AICl;), gaunamas geras antikalcifikacinis efektas
eksperimentuose, implantuojant audinius j paodj. Manoma, kad Siy drusky
metalai pakaitiniu biidu jungiasi prie fosfaty audiniuose, savotiskai neleisdami
susiformuoti kalcio fosfatams, be to, abu jonai inaktyvuoja sarming fosfataze,
kuri yra esminis kauly ar kalcinaty susidarymo fermentas. Kai kuriy tyrimy
metu nustatytas aliuminio chlorido teigiamas poveikis elastino skaiduly
kalcinavimui [53].

Kalcio apykaitos inhibitorius

Amino oleino rigstis — 2-a-amino-oleino riigstis kovalentine jungtimi jungiasi
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prie audiniy aldehidy radikaly savo amino grupémis ir mazina kalcio
prisijungimg bei patekimq j voztuvo bures. Efektyvumas pabréztinas tik vozZtuvo
burése, Si technologija jdiegta j praktikq ir naudojama bioprotezy gamyboje
[53,54].

Medziagos, pasalinancios kalkéjantj substrata

Etanolis — etanoliu papildomai apdorojant pries tai glutaraldehidu paveiktus
kiaulés voztuvus, gaunamas geras efektas eksperimentuose tiek implantuojant j
paodj, tiek avims § Sirdj [55]. 80% etanolis suardo, pasalina membrany
fosfolipidus, neleidzia persiformuoti kolagenui, pakeicia audiniy Igsteliy
medziagy apykaitos savybe pasisavinti lipidus. Si medziaga naudojama
eksperimentiniuose modeliuose kartu su metaly jonais [56].

Deceliulizacija; apdorojimas surfaktantais, detergentais — Sio metodo esmé —

pasalinti visas galimai antigenines ir kalcifikuojancias struktiiras nuo audinio,
paliekant matriksq. Nelikus lgsteliniy struktiiry, nelieka substrato kalcinaty
formavimuisi, tai sékmingai jrodyta eksperimentuose ir pritaikyta praktikoje
[57].

Medziagos, stabilizuojancios audinius

Glutaraldehidas — apruosto chemikalais audinio pakitusi struktiira yra svarbus

kalkéjimo faktorius. Stabilizuojant apdorojamy audiniy struktiirqg, dazniausiai
naudojamas glutaraldehidas. Pastarasis stabilizuoja fosforu prisotintas
kolageno ir elastino struktiras, kurios po implantacijos papuola i aplinkg su
dideliu ekstralgstelinio kalcio kiekiu, tokiu biidu Siose vietose susidaro kalcio
fosfatai. Be to, minéti pakenkimai dazniausiai prasideda tose vietose, kur
mechaniné jtampa ir judéjimas didziausi. Pastebéta, kad apdorojant didelés
koncentracijos (nuo 0,6% iki 3%) glutaraldehidu, skirtingai nei mazos
koncentracijos (<0,6%), audiniai maZiau kalkéja, taciau praranda savo
elastines savybes [58-60)].

Taciau yra ir kita Sios technologijos pusé, kuri kaip tik skatina protezy
dévéjimgsi. PazeidZiamos buriy jungiamojo audinio lgstelés, pastarosios
nepasalinamos is audinio, sutrikdomas intralgstelinio kalcio pasalinimas, todél

kalkéjimo procesas anksciausiai jose ir prasideda. Lgsteliy membranoje gausu

19



fosforo junginiy, tokiy kaip fosfolipidai, ypac fosfatidilserinas, be to, fosforo
gausu amino rugstyse. Normali ekstralgstelinio kalcio koncentracija yra
mazdaug 1 mg/ml; esant sveikoms lgstelées membranoms, pastarosios kalcio
kanalais Salina kalcio jonus is lIgstelés ir tada kalcio koncentracija
citoplazmoje bina nuo 1000 iki 10000 karty mazZesné. Kalcis, esantis
ekstralgsteliniame skystyje, reaguoja su lgsteliy membrany fosforo likuciais,
sudarydamas kalcinatus, pastarieji didéja, Zeidzia audinius ir bioprotezy
funkcijq.
Kitos stabilizuojancios medzZiagos

Siekiant isvengti nepageidaujamy glutaraldehido poveikiy audiniams,
eksperimentuose tyrinétos ir kitos medziagos, panasiai veikiancios audinius,
pvz., acilazidas [53]. Epoksi junginiai eksperimentuose dave gerus rezultatus,
iSsaugant natiiralias audiniy savybes ir struktirg [61]. Kai kurios alternatyviy
medziagy technologijos is dalies buvo taikytos praktikoje, taciau plataus
pritaikymo nesulaukeé. Stai, pavyzdziui, fotooksidacijos proceso metu audiniai
laikomi specialioje Sviesai jautrioje medzZiagoje — dazZuose ir apsSvitinami tam
tikro ilgio bangos $viesa, kurig sugeria minéti daZai; jie jungdamiesi prie
audiniy apsaugo nuo vélesnio kalkéjimo. Sio proceso mechanizmas néra iki
galo istirtas [62]. Nors eksperimentuose gauti rezultatai is pradziy atrodeé
priimtini, taciau dél neatsargiai parinkto eksperimentinio modelio véliau
isryskéjo visi trithumai (tokie kaip buriy plysimai dél vozZtuvo protezo

konstrukcijos) ir pastarasis bioprotezas negaléjo biiti toliau gaminamas [63].

Audiniy inZinerija ir Sirdies voZtuvai

Audiniy inZinerijos metodai, apZvalga

Nuo pat biologiniy protezy naudojimo pradzios tapo aiskus jy tritkumas
— trumpaamziskumas. Atrasta daugybé apdorojimo cheminémis medziagomis
technologijy, taciau né viena nepailgino bioprotezo funkcionavimo ilgiau nei
20 mety. Pavienés kompanijos skelbia gerus rezultatus iki 25 mety, taciau

atitinkamai vyresnis ir pacienty amzius. Taigi islieka aktuali problema
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parenkant voztuvg jauniems pacientams.

Atsizvelgdami | Harkeno suformuluotus teiginius, mokslininkai pritaike
audiniy inZinerijos metodus kaip alternatyvqg esamiems cheminiams
apdorojimo bidams. Siuo bidu kuriamas voZtuvas naudojant natiiralius
audinius ir lIgsteles. Tam bitinas karkasas, biologinis — gaunamas
deceliulizacijos biidu is Zmogaus ar kiaulés vozZtuvo, ar sintetinis — kuris po
implantacijos atkartoja erdving voztuvo struktiirq ir jvairios lgstelés uzpildo
atitinkamas karkaso vietas, o pats karkasas pamazu rezorbuojasi. Tokiu biidu
gaunamas bioprotezas anatomiskai identiskas natyviniam voZtuvui, o
papildomai naudojant recipiento lgsteles — ir neimunogeniskas bei galintis
augti.

Audiniy inZinerija kaip disciplina ir kaip terminas atsirado pakankamai
seniai. 1987 mety spalj Washington National Science Foundation renginyje
Fungas pirmasis panaudojo sj terming.

Audiniy inZinerija Sirdies voZtuvy chirurgijoje apibréZiama kaip
veiksmy ir manipuliacijy visuma, kai naudojant lgsteliy kultiras sukuriamos
naujos struktiiros, galincios visiskai atlikti numatytas funkcijas bei prisitaikyti
prie metaboliniy pokyciy. Tokie sukurti voztuvai biity idealus pasirinkimas
pacientams. Protezas tapty imunologiskai neantigeniskas gyvas audinys ir
atsinaujinanti struktiira visq likusj paciento gyvenimgq.

Pirmieji  Sirdies vozZtuvy audiniy inZinerijos pavyzdziai buvo
eksperimentai su séjamomis lgsteléemis ant nejudriy karkasy. Sis metodas
tinkamas ir palyginti sékmingas kraujagysliniuose transplantatuose [64],
taciau visiskai netiko Sirdies voztuvams. Sintetinés medziagos (karkasai) netiko
ne dél tromboembolijos rizikos, bet dél medziagos pavarginimo, dazniausiai
susijusio su mikrojtritkimais, plazmos baltymy netekimo ir tolesnio kalkéjimo.
Dél iy esminiy problemy pagrindiniu karkasu ilgg laikg buvo glutaraldehide
fiksuotas biologinés kilmés matriksas. Dél liekamojo gliutaraldehido
toksiskumo apdoroti vozZtuvo audiniai ilgai neapauga lgstelemis. Dél ne
visiskai aiskiy priezZasciy jie nesukelia tromboembolijos ir lieka iS esmés

neveikliis, sqlyginai ,, mire*.
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Galbiit pirmasis Sirdies voztuvy audiniy inZinerijos pavyzdys pristatytas
Vienos universitete 1991 m., kai Grimmas su bendradarbiais ant
glutaraldehidu apdoroto jaucio perikardo uzaugino endotelines lgsteles [65].
ISlaikyti ir auginti lgsteles ant toksisko pavirsiaus tapo jmanoma inaktyvavus
aldehidq su L-gliutamino rigstimi. Dél nezZinomy priezasciy Si technologija
niekada nebuvo pritaikyta, o paskutinis straipsnis Sia tema buvo iSspausdintas
1993 m.

Metodai, kuriuos taiké mokslininkai visame pasaulyje, gali biiti
skirstomi j Sias sritis: ksenogeniniy audiniy deceliulizacija, implantuojant tik
karkasq, arba apauginimas lgstelémis ir implantavimas, sintetiniy, biologiskai
suderinamy besirezorbuojanciy karkasy naudojimas. Treciasis ir maziausiai
populiarus biidas — karkaso ir struktiiros gaminimas, naudojant polimerizacijg
ir lgsteliy jterpimq.

Karkasai
Biologiskai besirezorbuojantis karkasas

Biologiskai besirezorbuojantys karkasai gali buti naudojami atkurti
jvairiems audiniams ir organams: odai, kaulams, kraujagysléms, sausgysléms,
Slapimo puslei, maksciai, raumenims, kepenims, kasai. Idéja paremta paprastu
principu: tam tikros lgstelés paséjamos specialioje akytoje medziagoje —
karkase, tuomet implantuojama | kiing tikintis, kad susiformuos reikiamas
organas su atitinkama savo struktira. Karkasai gaminami is specialiy
polimeriniy medziagy, turinciy savybe rezorbuotis laikui einant. Be to,
priklausomai nuo medziagos, galima nustatyti reikalingg rezorbcijos laikg,
atsizvelgiant kokiam audiniui sukurti bus naudojamas. Taip pat privalumas yra
tai, kad | polimerq galima jterpti augimq skatinanciy medziagy [66].
Poliglikoline r. (PGA), polilaktinés r. (PLA), PLGA (polimeras is PGA su
PLA), polihidroksialkanoatas (PHA), PGA su polihidroksibutiratu —
polimerinés  besirezorbuojancios  medziagos — sékmingai  iSbandytos
eksperimentuose.

Galbiit seniausias ir pats sékmingiausias Sio metodo pritaikymas yra

odos transplantatas, sukurtas 1970-yjy pabaigoje. Naudojant §j metodq, buvo
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pradéta transplantaty pramoniné gamyba, ir manoma, kad tai vienas is
nedaugelio, bet sekmingiausias produktas.

Pradiniai karkasai, skirti sirdies vozZtuvams, buvo paimti i odos:
polilaktinés ir poliglikolio riigsties ir jy kopolimery. Véliau Siy medzZiagy is
dalies buvo atsisakyta naudoti Sirdies voztuvams, kadangi jos buvo per
standzios, be to, pradétos naudoti naujesnés kartos, tokios kaip polihidrok-
sialkonatas.

Natiraliis  besirezorbuojantys karkasai, pavyzdziui, plonyjy Zarny
pogleivinis sluoksnis, taip pat buvo naudojami voztuvy inZinerijoje. Daugeliu
atvejy audiniy inZinerijos budu sukurti voztuvy protezai buvo implantuoti j
plauciy arterijq, o ne j aortq, kadangi besirezorbuojantis karkasas negaléty
atlaikyti aortos spaudimo iki susiformuos nauji audiniai.

Praktikoje jdiegti tik pavieniai atvejai, kai karkaso vietoje naudojama
plonyjy Zarny stroma. Tokia implantacija atlikta pacientams, sergantiems

priesSirdzZiy sienelés véZiniais susirgimais.

Kolageninés struktiuros karkasai

Sio metodo principas pagristas pastebéjimais, kad lgstelés, jterptos j
kolageno gelj, suglaudina pastargjj, Salindamos vandenj ir padidindamos tankj
[67].

Tai atliekama sumaisant istirpintq skaidulinj kolagenqg su atitinkamomis
lgstelémis. Po to, kai kolageno ir lgsteliy misinys yra neutralizuojamas, tirpus
kolagenas vél suformuoja skaidulas ir susidaro gelis. Lgstelés pradeda
sqveikauti su kolageno skaidulomis, pasalindamos vandenj, sutraukia
matriksq. Kai gelis baigiamas sutraukti, kolageno skaidulos Iygiuojasi
suspaudimo  kryptimi, taip gaunamas kompaktiskas, lygus kolageninis
karkasas.

Vienas is ankstyvyjy Sios technologijos pritaikymy buvo kraujagysliy
suformavimas. Tai atliekama naudojant tiesy tusciavidurj vamzdelj su strypu
centre, tuscias tarpas — spindis pripildomas kolageno ir lgsteliy miSinio. Kai

misinys tampa geliu, skaidulos pradeda trauktis cirkuliariai is abiejy pusiy,
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atsSokdamos nuo centrinio strypo ir vidinio vamzdelio pavirsiaus.
Besiformuojancio tusciavidurio vamzdelio kolageninés skaidulos traukiasi,
Jjuosia ir lygiuojasi apskritimu kaip kraujagyslés adventicija.

Sie karkasai néra tinkami kurti voztuvus Zmogui, juos labiau tinka
naudoti eksperimentuose su gyvinais. Taciau pats technologijos principas
naudojamas su kitomis sintetinemis medziagomis gauti triburj, panasy j aortos

voztuvg.

Aceliuliniai karkasai

Pirmuosius darbus naudodami ir patentuodami Sj metodq paskelbé dar
1984 m. Brendelis ir Duhamelis (Arizonos universitetas) [68] bei Klementas ir
kiti [69] is Toronto 1987 m. Siuo biidu gauti karkasai gali biiti taikomi
jvairiose srityse tiek vozZtuvams, tiek kraujagysliéems, kaulams, dantims,
raisciams ir odai suformuoti. Nuo to laiko Sirdies voztuvy deceliulizacija
iSbandyta daugelyje saliy. JAV ir Kanadoje eksperimentavo Vesely‘is ir
Noseworthy ‘is [70] bei Wilsonas su kolegomis [71], Hilbertas [72]. Europoje
§j metodg populiarino Dohmenas is Berlyno [73,74], Steinhoffas su kolegomis
Rostoke (Vokietija) [75], Stock'as su kolegomis Jenoje (Vokietija) [76],
Haverichas su kolegomis Hanoveryje (Vokietija) [77], Weigelis ir kiti Vienoje
(Austrija) [78], Gittenberger-de Groot su kolegomis Leidene (Nyderlandai)
[79], Fisheris su kolegomis Lidse (Jungtiné Karalysté) [80], Spina, Gerosa su
kolegomis Paduvoje (Italija) [81]. Azijoje Sj metodq tyré Hong [82] ir Ye su
kolegomis [83] Sanchajuje (Kinija) bei Wu ir kiti Pekine (Kinija) [84].

Teoriné prielaida, jog ksenogeniniy audiniy antigeniskumas yra dél
lgsteliniy struktiiry ar paciy lgsteliy likuciy ant karkaso, pagrindZiama tuo,
kad kiaulés aortos vozZtuvus reikia apdoroti glutaraldehidu pries
implantuojant, o Zmogaus alotransplantato voztuvy nereikia. Zinoma, kad
imuninis-histologinis suderinamumas tarp risSiy nejmanomas, tuo tarpu
Zmogaus audiniai suderinamesni net imant juos is kito individo. Kiauliy
lgsteliy pavirsiuje yra gal—a1_3 epitopas, o zmoniy — ne [85]. Taigi praktikoje,

naudojant  zZmogaus  alotransplantatus, retai kada atsizvelgiama |
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suderinamumq su recipientu, taciau net ir tokiomis aplinkybémis
transplantantas funkcionuoja ilgiau. Turint mintyje visas Sias teorijas,
siillymas naudoti nulgstelintus kiaulés vozZtuvus atrodo pagristas, teoriskai
neturi likti antigeniniy struktiiry. Plétojant toliau Sig technologijq, galima
tobulinti voztuvq, apauginant jj recipiento lgsteléemis iki implantacijos, tada
Seimininko organizmas atpazins implantq kaip nuosavq audinj, nekils imuninés
reakcijos, kita vertus — naujai besidauginancios lgstelés tikétinai kolonizuos
senqg kiaulés aceliulinj karkasq.

Grjztant prie technologijos, pagrindinis principas — suardyti lgsteliy
membranas lizés bidu hipertoniniuose ar hipotoniniuose tirpaluose, po to
likusias struktiras suardyti jvairiais detergentais, fermentais. Séti ar neséti
lgsteles pries implantavimq — diskutuotina tema.

Biologiniai deceliulizuoti ir receliulizuoti karkasai

Tai alo- ar ksenotransplantatai, kurie pradiniame etape jvairiomis
technologijomis deceliulizuojami. Eksperimentais in vitro patvirtinta galimybé
ant jy pavirsiy priauginti endotelines Igsteles bei fibroblastus [86].

Tokie modifikuoti-receliulizuoti voztuviniai transplantatai eksperimen-
tuose in vivo implantuoti avims, kiauléms, o po 3—6 mén eksplantavus jsitikinta
pastaryjy nepakenkta struktiira ir funkcija. Remdamiesi gautais rezultatais, kai
kurie mokslininkai pradéjo naudoti Siuos transplantatus ligoniams Rosso
operacijos metu.

Biologiniai deceliulizuoti ir nereceliulizuoti karkasai

Tai alo- ar ksenotransplantatai, kurie nulgstelinami naudojant chemines
medziagas ir po to nebetgsiami tolimesni voztuvo apdorojimo darbai,
minimalizuojant galimg pakenkimq audiniams. Manoma, kad karkaso
pavirsiuje lieka nedaug imunologiskai nereiksmingy epitopy ir po
implantacijos jvyks spontaniné receliulizacija ir Ilgsteliy migracija recipiento
lgstelémis tiek pavirsiuje, tiek audinio viduje. Si teorija patvirtinta
eksperimentuose in vivo, manoma, kad j karkasq migruoja kamieninés kauly
Ciulpy lgstelés.

Taip pat 2000 m Dohmeno vadovaujamy mokslininky grupé
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anksciausiai atliko tokio tipo voztuvy implantacijq Zmonéms [87].
Taciau reikia turéti mintyje, kad deceliulizuoti ir papildomai neapdoroti
transplantatai savyje gali turéti retrovirusy, priony, todél tikétina zoonoziy

rizika.

Audiniy deceliulizacija
Bendrybés

Biologiniai karkasai, gauti deceliulizavus audinius ar organus,
sékmingai panaudoti ikiklinikiniuose eksperimentuose su gyviinais bei
pritaikyti ir naudojami zmonéms [88,89]. Pasalinus lgsteles is audiniy, lieka
karkasq sudarantys strukturiniai ir funkciniai baltymai, Sis konstruktas-
karkasas dar vadinamas ekstraceliuliniu matriksu (ECM). ECM struktira,
recipiento audiniy reakcija, gijimas labai priklauso nuo donoro, is kurio
paimtas audinys, risies, deceliulizavimo biido ir netgi nuo sterilizacijos pries
implantavimg.

Kseno- ir alogeniniai lgsteliy ir lgsteliniy struktiiry antigenai recipiento
organizme atpazjstami kaip svetimi ir kyla uzZdegiminé reakcija su audiniy
atmetimu ar be atmetimo. O deceliulizuoty audiniy ECM gana gerai
toleruojami tarp skirtingy risiy recipienty. Siuolaikinis mokslas audiniy
inZinerijos ir regeneracinés medicinos srityje placiai tiria ir naudoja ECM is
jvairiy audiniy [90,91]. Pagrindinis nulgstelinimo tikslas — tiksliai ir efektyviai
pasalinti lgsteliy ir branduoliy struktiiras, minimaliai arba visai nepakenkiant
ECM architektonikos, funkcionalumo ir gyvybingumo. Visiskai isvengti
pakenkimo nepavyksta, bet kuriame nulgstelinimo etape jmanoma suardyti
unikaliq 3D struktirg, svarbu, kad tai biity minimaliis pakitimai, tolimesnéje
eigoje galimai regeneruosiantys.

Nulgstelinimui dazniausiai taikoma keliy metody kombinacija: fizikiniy
ir cheminiy. Fizikiniai — tai poveikis jvairiomis ultragarso bangomis,
mechaninis apdorojimas, slégis, uzsaldymas ir atsildymas. Taikant Siuos
metodus, suardoma lgstelées membrana, skalavimu ir plovimu paSalinami

organoidai, bet to nepakanka visiskai deceliulizacijai, todél papildomai
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reikalinga taikyti cheminius metodus. Dazniausiai naudojamas audiniy
apdorojimas fermentais (tripsinas), detergentais. Kaip ir mechaninés
priemoneés, Sie metodai suardo membranas ir tarplgstelines bei ekstralgstelines
jungtis. Kuo mazZiau agresyvus apdorojimas, tuo maziau pakenktas ECM

gaunamas.

Deceliulizacijos buidai

Kaip jau anksciau minéta, efektyviai deceliulizacijai atlikti gali buti
taikoma jvairiy budy kombinacija. Pradiniu etapu svarbu suardyti lgstelés
membrang, toliau bitina pasalinti lgstelés struktirinius elementus, siekiant
atskirti ECM, taciau to nepakanka, nes dazniausiai lieka branduoliai ar jy
dalys, todél taikant chemines medziagas suardomi pastarieji. Ne maZiau
svarbus etapas — visy daliy paSalinimas, atliekamas plaunant jvairiais
tirpalais. Visi minéti etapai gali biiti kartojami keletq karty jvairia trukme.
Baigus labai svarbu inaktyvuoti chemines medziagas, kad nelikty toksiny, kurie
zaloty ECM. Norint jsitikinti, kad metodas yra tinkamas, biitinas nulgstelinimo
efektyvumo jvertinimas, kuris atliekamas jvairiais budais. Panagrinékime

kiekvieng nulgstelinimo biidg atskirai.

1. Fizikiniai metodai

Kaip jau minéta anksciau, pagrindiniai fizikiniai metodai yra audiniy
atSaldymas, audiniy apdorojimas slégiu, ultragarsu ar mechaniskai.
Atsaldymas naudojamas sausgysliy, raisciy [90,92] ir nervinio audinio [90]
deceliulizacijai. Sqlant susidaro intralgsteliniai kristalai, kurie supléso
membrang, sukelia lize. Taciau svarbu nevirsyti temperatiros kritimo galimy
riby, kad nesuzalotume ECM ir uztikrintume struktiiriniy elementy pasalinimgq.

Tiesioginio slégio taikymas efektyvus tik audiniams, kuriy ECM yra
netankus (plauciai, kepenys). Mechaninis poveikis taip pat efektyvus atskiriant
nereikalingus audiniy sluoksnius ir islaikant natiraliq 3D formg organy, kurie
sudaryti is keliy ar daugiau audiniy risiy sluoksniy (plonosios zarnos, slapimo

pusle).
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Mechaniniam poveikiui naudojami jvairiis prietaisai: magnetiniai
plaktuvai, maisymo prietaisai, ultragarsq skleidziantys aparatai. Juose, taikant
kartu ir chemines medziagas, uZtikrinamas reikiamas proceso efektyvumas.
Deja, néra tyrimy, apibrézianciy labiausiai efektyvy bangy daznj ar plakimo
greitj, taciau yra aisku, kad visas minétas priemones naudojant optimaliu
rezimu, atsizvelgiant j audiniy tankj, gaunamas reikiamas efektas.

2. Cheminiai buidai
2.1. Apdorojimas Sarmais ar ragsStimis

Paveikiant  audinius Sarmais ar rugstimis, suardomos Igsteliy
membranos, citoplazminés ir branduoliy struktiiros, turincios RNR ar DNR.
PavyzdzZiui, acto riigstis, paraacto riigstis, amonio hidrochloridas efektyviai
suardo organoidus, jy ir lgstelés membranas [90], taciau kartu suardomi
svarbiis junginiai, tokie kaip mukopolisacharidai-glikozaminoglikanai (GAG).
Tyrimais nustatyta, kad saugiausia naudoti yra paraacto rigstis, apdorojant
audinius maza koncentracija 0,1%, islaikoma ECM struktiira, iSsaugomos
kolageno  skaidulos,  issaugomi  natyviniai GAG  (hialurono r.,
chondroitinsulfatas A, dermatano sulfatas [93]. Taip pat aprasytas ir
antimikrobinis poveikis, tai svarbu sterilizuojant audinius pries implantavimg
[90,94].

2.2. Detergentai

Tai cheminés medziagos, dar vadinamos muilais, kuriy molekulés turi ir
hidrofiling, ir hidrofobine grupe, todél sios medziagos veikia kaip tirpiklis.
Pagrindinis veikimo principas — jsiterpti j lgstelés ar organoidy membranas,
suardyti jas ir, esant reikiamai koncentracijai, istirpinti, denatiuruoti
sudedamgsias dalis. Visi detergentai klasifikuojami pagal jy hidrofilinés
grupeés sudet.

2.2.1. Nejoniniai detergentai

Siy medziagy hidrofiliné grupé neturi kriivio. Nejoniniai detergentai
labai populiaris jvairiuose deceliulizacijos protokoluose dél jy Svelnaus
poveikio audiniy struktiiroms. Pastarieji iSardo membranose chemines jungtis,

jungiancias riebalines molekules, riebalines ir baltymy molekules, taciau
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iSsaugomos jungtys tarp baltymy, taip geriau iSsaugoma ECM struktira ir
funkcionalumas [95].

Triton X-100 — populiariausia medzZiaga Sioje grupéje, audiniy
apdorojimo trukmé jvairuoja nuo keliy valandy iki keliy savaiciy [96-98].
Taciau efektyvumas nevienodas, pastebéta, kad deceliulizuojant Sirdies
voztuvus, geriausias efektas gaunamas burése po 24 valandy apdorojimo, bet
lgstelinés struktiiros islieka miokarde ir aortos sienoje. Taciau kartu is ECM
beveik visai pasalinami ir GAG, mazéja laminino, fibronektino kiekis burése.
Sios medziagos poveikis nevienodas skirtingiems audiniams, pavyzdZiui,
sausgysliy audiniuose GAG islieka ir po 4 dieny ekspozicijos Sia medziaga.
Taigi, nors ir poveikis Svelnus, taciau efektas priklauso nuo audinio tipo,
koncentracijos ir kity metody, taikomy kartu.

2.2.2. Joniniai detergentai

Siy medziagy hidrofiliné grupé turi arba teigiamq kritvi (katijonai),
arba neigiamq krivi (anijonai). MedZiagos efektyviai istirpdo ir Igstelés
membrang, ir branduolines struktiras, ir denatiruoja baltymy molekules
risancias jungtis. Dazniausiai naudojamos medziagos — natrio dodecilsulfatas
(SDS) ir natrio deoksicholiné rigstis (DEO), populiarios siy medZiagy
kombinacijos su triton X-200 [100-102].

SDS, kaip ir kitos Sios grupés medziagos, gerai pasalina lgstelines
struktiiras, taciau néra tokia efektyvi ardant branduolines struktiras ir
citoplazminius baltymus. Be to, labiau Zalojama natyviné baltymy struktira,
suardant GAG, netenkama kolageno vientisumo.

DEO efektyviai suardo ir Salina lgsteliy struktiras, organoidus ir dar
labiau pazeidzia baltymus, lyginant su SDS.

Dél savo agresyvaus poveikio Sios medziagos naudojamos mazomis
koncentracijomis ir dazniausiai kombinuojamos su kitais detergentais

(zwitterionic ar nejoniniais) ir kitais biidais (mechaniniais).

2.2.3. MiSrus (angl. Zwitterionic) detergentai

Sie detergentai turi abiejy kity grupiy savybes. Pastarieji geriau
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denatiiruoja  baltymus nei nejoniniai, geriausias pavyzdys — 3-[(3-
cholamidopropil) dimetilamonio] —1 —propanosulfonatas (CHAPS), kuris
naudojamas kraujagysliy deceliulizacijai. CHAPS apdorota arterija islaiko
normaliq histologine kolageno ir elastino struktiirg, taciau sumazina likusio
ECM atsparumgq spaudimui ir apkrovai. Panasiis rezultatai gaunami naudojant
triton X-100 ir hipotoninj/hipertoninj tirpalus. Sios grupés medziagos retai
naudojamos izoliuotai, norint gauti reikiamq efektq, taikomos jvairios
kombinacijos. Visumoje Sio tipo detergentai naudojami kity organy
deceliulizacijai. [103-105].
2.3. Hipotoninis ir hipertoninis tirpalai

Apdorojant audinius ar organus hipertoniniu ir hipotoniniu tirpalu,
gaunama lgsteliy lizé [90,106,107]. Sio metodo pavyzdys galéty biiti
protokolas, kai 11 valandy audinys mirkomas hipotoniniame tirpale (10 MM
Trizma HCl, 5 MM EDTA), po to pakartotinai 11 valandy hipertoniniame
tirpale (50 MM Trizma HCI, 1 M NaCl, 10 mM EDTA). Gaunama lgsteliy lizé,
taciau i§ audinio nepasSalinami organoidai ir lIgsteliy struktiry likuciai.
Visiskos deceliulizacijos efektui uztikrinti papildomai naudojami arba
detergentai, arba fermentai, tirpdantys minétas struktiras, ypac tai svarbu
naikinant DNR, kuri linkusi prisijungti prie ECM baltymy.
2.4. Chelatai

Chelatas — cheminis junginys, turintis trimate struktirq, kurios viduje
yra daugiavalencio metalo jonas. Sios medziagy grupés geriausi pavyzdZiai:
etilendiamintetraacetatas (EDTA) ir etilenglikol O,0’-bis (2-aminoetil)
N,N,N’,N’ tetraacto rigstis (EGTA). Lgstelems jungiantis prie kolageno ir
fibronektino, dalyvauja dvivalenciai metaly jonai (Ca ir Mg), kurie biina ant
lgsteliy struktiry likuciy jungciy, chelatai prisijungia katijonus, nesusidaro
jungtys ir palengvinamas lgsteliniy struktiry pasSalinimas i§ audiniy.
Dazniausiai chelatai naudojami kombinuojant su fermentais (tripsinu) [108-
115].
2.5. Fermentai

Siai grupei priklauso proteazés, nukleazés ir kalcj surisantys chelatai.
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Tripsinas, ko gero, populiariausia proteazé, naudojama deceliulizacijai, Sis
fermentas skaldo baltymy jungtis. Fermentas geriausiai veikia pasiekus 37°C,
kai pH 8. Nukleazés, tiek endonukleaze, tiek egzonukleazes, suardo DNR ar
RNR jungtis, suardydamos molekulés struktirg [113-115].

Fermenty poveikis audiniams nustatinétas daugelio tyréjy, vienais
atvejais gautas geras rezultatas deceliulizuojant plauciy arterijos voztuvg,
kitais — norimas rezultatas negautas.

Nepaisant sekmingy rezultaty, taip pat pastebétas ir pasalinis Zalojantis
poveikis ECM: suardomas vientisumas, elastino skaidulos, mazéja GAG kiekis,
taciau kolageno skaidulos lieka maZai pakenktos. Nors ir Zymiai sumazéja
elastingumas, taciau po apdorojimo endotelinés Igstelées ant karkaso
pavirsiaus auga gerai. Si technologija pasizymi dideliu efektyvumu, taciau
biitina ekspozicijos tirpaluose kontrole.

2.6. Proteaziy inhibitoriai

Deceliulizacijos proceso metu, nesvarbu, kokia technologija taikoma,
yrant lgsteléems issiskiria proteazes, kurios savaime gali pakenkti ECM. Todél
naudojami  proteaziy inhibitoriai: fenilmetilsulfonilfluoridas, aprotoninas,
leupeptinas. Kitas bidas inaktyvuoti proteazes — naudoti buferinj tirpalg, kurio
pH 7-8; kaip ir kiti fermentai, Sie gali buiti kontroliuojami keiciant temperatiirg
ir apdorojimo numatytomis medziagomis trukme.

2.7. Antibiotikai

Bet kokio nulgstelinimo proceso metu labai svarbi sterilizacija, tai
pakankamai sunku uztikrinti, ypac kai apdorojimo trukmé ilga, tuomet ECM
kontaminacijos tikimybé didelé. Kiekviename originaliame protokole jtrauktas
originalus apdorojimas antibiotikais, vienais atvejais tai tik vienas vaistas,
kitais — visas spektras, uztikrinantis ir antibaktering, ir priesgrybeline apsaugq.
Dazniausiai naudojami preparatai penicilinas, streptomicinas, amfotericinas B
[116,117].

3. Deceliulizacijos efekto patikrinimas
Nors yra daugybé bidy [118-122] deceliulizacijos efektyvumui

nustatyti, pagrindinis ir pradinis metodas — histologinis tyrimas, dazant
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hematoksilinu ir eozinu, tai lyg apzvalginis tyrimas audiniy biiklei jvertinti,
nustatyti, ar isliko branduolinés struktiiros. Kiti histologiniai tyrimai, dazant
Masson Trichome, Movat Pentachrome, Safrin O naudojami nustatyti
citoplazminems  ir  ekstralgstelinems  molekuléems  bei  struktiiroms.
Imunohistocheminiai metodai skirti nustatyti lIgsteliniy baltymy buvimg,
pavyzdziui, aktinui ir vimentinui.

Deceliulizacijos  efektyvumas patikrinamas ne tik nustatant lgstelines
struktiiras, bet ir patvirtinant DNR nebuvimq. Imunofluorescentiniai tyrimai,
kai audiniai dazomi DAPI ar Hoechst, nustato DNR ar RND buvimg, Sios
molekulés svyti méginiuose, taip pat gali buti atliekamas DNR zondo tyrimas
kokybiniam jvertinimui. Kiekybiniam DNR nustatymui atliekami méginiai su
PicoGreen.

Pasirinktinai papildomai galima atlikti grandinine polimerazes reakcijq
ar elektroning mikroskopijg, branduoliy ar citoplazminiy elementy likuciams
nustatyti. Tiriant paSalinty elementy likucius, jsitikiname nulgstelinimo
efektyvumu, taciau ne maziau svarbu jsitikinti likusiy struktiry kokybe. Ji
jvertinama nustatant ECM sudétines dalis: fibronekting ir lamining, GAG,
elastines skaidulas, kolageno skaidulas. Visi Sie elementai biitini sékmingam
lgsteliy prisitvirtinimui ant karkaso ir augimui.

Ivertinus chemine struktiirg, rekomenduojama jvertinti ir mechaninj
karkaso patvarumg, tamprumgq, voztuvy sandarumq. Butina jsitikinti dél esamy

elementy sqsajy ir funkcionalumo.

Biologiniy audiniy apdorojimo metody apibendrinimas

Cheminis apdorojimas

Nors apdorojimas taikomas visam vozZtuviniam transplantatui, taciau
atskiros medziagos turi skirtingg poveikj aortos voztuvui ir aortos sienelei.
PavyzdZiui, alfa oleino riigstis geriau veikia bures nei sienelge. O apdorojant

metaly jonais, gaunamas atvirkstinis efektas. Norint uZtikrinti tinkamg
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apdorojimq visoms anatominéms sritims, bandoma taikyti misry apdorojimq,
naudojant priesingai veikiancias medziagas. PavyzdZiui, eksperimentuose su
avimis geri rezultatai gauti implantus apdorojant etanoliu, kuris veikia bures,
kartu su aliuminio jonais, kurie geriau veikia aortqg [123], o po apdorojimo
glutaraldehidu papildomai naudojamas diaminas vienodai geram efektui
uztikrinti [124]. Kiaulés aortos voztuvus apdorojant karbidiimidu [125],
kalcifikacijos profilaktikai uztikrinti papildomai taikytas fotooksidacijos
efektas [126,127]. Aprasyti Zilla eksperimentai [128] su paodiniais implantais,
kai misry glutaraldehido ir alfa oleino rigsties apdorojimg papilde
karbodiimidas.

Aceliuliniai karkasai ir deceliulizacija

Aceliuliniai karkasai labai patraukli ir populiari medziaga tyrinéjimui
ir dél mechaniniy, ir dél biologiniy savybiy. Zmogaus aortos voZtuvo
alotransplantatai yra jsiuvami neatsizvelgiant j audiniy suderinamumg ir
tampa aceliuliniais per kelis ménesius. Alotransplantatas gali iSsilaikyti iki 20
mety is esmés kaip negyvas audinys, nenaudojant jokio specialaus apdorojimo
chemikalais.  Pastebétina, kad pastarieji  funkcionuoja ilgiau negu
gluterladehidu apdorojamas kiaulés ksenotransplantatas; tokj patvarumo
pagrindg sudaro voztuvo specifiné struktura [129,130]. Manoma, kad
specifinés kolageno jungtys, elastino sluoksniai, prisitaikymas prie nevienodos
apkrovos, anizotropija suteikia voZtuvo audiniui unikaly ilgaamzZiskumq. Nuo
pat pradziy buvo manoma, kad kiaulés ksenotransplantatas savo struktirine
sandara teoriskai yra geresnis uz perikardinj voztuvg [131] ir todél issilaiko
daug ilgiau. Si nuomoné paneigta, sukiirus ypac geros konstrukcijos
perikardinj voztuvq (Carpentier-Edwards) [132,133], kuris daug patvaresnis
uz glutaraladehidu apdorojamus kiaulés voztuvus.

Faktiskai nebuvo neigiamus rezultatus jrodanciy straipsniy iki tol, kol
Hilbertas, dirbantis NIH laboratorijose, atliko jvairiy nulgstelinimo protokoly
lyginamgji tyrimq eksperimentuose su avimis [134]. Jis pakartojo daugelio
tyrinétojy aprasytus protokolus ir implantavo 2 serijas tokiy voZtuvy j aviy

plauciy arterijq. Po 20 savaiciy voztuvai buvo isimti ir histologiskai istirti.
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Beveik visais atvejais pastebétas audiniy iSveSéjimas ir infiltracija
uzdegiminémis lgstelemis, taip pat makroskopiskai matoma aneurizminé
dilatacija. Kitas toks tyrimas atliktas Stock‘o [135], kuris taip pat mini
panasias komplikacijas, nepaisant to, kad, skirtingai nei Hilberto
eksperimentuose, ant voztuvy buvo pasétos lgstelés pries implantuojant.

Galima hipotetiskai teigti, kad eksperimentai su avimis buvo pasmerkti
nesékmei ir kad deceliulizuotas ksenotransplantas turéty gerai funkcionuoti
Zmogaus organizme. Pastaruosius desimtmecius atliekant eksperimentus su
avimis, paaiskéjo, kad aviy organizmas j implantus reaguoja gausiu ir greitu
fibroziniu peraugimu, tai vyksta daug greiciau nei zmogaus organizme. [136].
Avis, kaip eksperimentinis gyviinas, pasizymi bene stipriausia imunine sistema,
todél ir reakcija neadekvaciai greita ir ryski.

Galbut tai buvo priezastis, kodél CryoLife Synergraft panaudojo be
ilgalaikiy atokiyjy rezultaty eksperimentuose su gyvinais, o jy audiniy
apdorojimo budas mazai kuo skyrési nuo kity. Rezultatai po implantacijos
pacientams greitu laiku tapo katastrofiski [137]. IS principo rezultatai
nesiskyré nuo Stock‘o su kolegomis [135] gauty ir aprasSyty eksperimentuose
su avimis. Islieka nezinomi mechanizmai, skatinantys lgsteles pakisti, peraugti
Jjungiamuoju audiniu, susitraukti.

Nors jo pirmasis klinikinis naudojimas buvo nesékmingas, Sio metodo
Salininky tai neatbaido. Dohmenas, Konertzas su kolegomis is Berlyno sukiiré
savitq deceliulizuotg voztuvo protezq ir panaudojo klinikoje pacientams. Jy
teigimu, rezultatai labai geri, netgi teigia pradéje implantuoti recipienty
lgstelémis apaugintus voztuvus.

Tikétina, kad néra apdorojimo metodo, kuris 100% pasalinty visas
struktiiras ir isSsaugoty ECM su savo sudedamosiomis dalimis. Todél manoma,
kad jei po deceliulizacijos lieka labai minimalis kiekiai lgsteliniy struktiry,
toks karkasas yra saugus implantuoti. Vis daugiau kompanijy taiko moksliskai
pagristus deceliulizacijos metodus karkasams gaminti ir naudoti praktikoje.
Pastarqgjj desimtmetj sukurti jvairiis karkasai: odos (Alloderms, LifeCell,

Corp.), kiauliy plonyjy Zarny pogleivio (SurgiSISs, Cook Biotech, Inc.;
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Restores, DePuy Orthopaedics, Inc.), kiaulés slapimo pislés (ACell, Inc.),
kiaulés sirdies voztuvy (Synergrafts, Cryolife, Inc., Matrix P, Matrix P plus,
AutoTissue GmbH) ir kiti. Ne visi pagaminti karkasai pasiteisino, dalis
pripazinti netinkamais naudoti dél su voztuvu susijusiy komplikacijy. Tai dar
kartq patvirtina faktq, kad Sios technologijos perspektyvios, taciau reikalauja
detaliy tyrimy ir isbandymy.

Kamieninés lastelés ir Kitos ateities perspektyvos

Issamiq apzvalgq apie lgsteles, naudojamas Sirdies audiniy inZinerijoje,
yra pateike Flanaganas ir Panditas [138]. Tirdami lgsteliy Sirdies voZtuve
fenotipg, nemazai nuveiké Yacoubas [139,140], Gerosa [141] ir Boughneris
[142]. Taciau kokias Igsteles naudoti karkasams uzséti, lieka neaisku.
Diskutuojama apie du pagrindinius Igsteliy tipus: mezenchimines ir
cirkulivojancias endotelines kamienines Igsteles. Sios lgstelés gali biiti
paséjamos tiek ant aceliuliniy, tiek ant besirezorbuojanciy biologiniy karkasy.

Pradéjus naudoti kamienines lIgsteles mokslui, dauguma tyrinétojy
tikéjo, kad pastarosios bus , protingesnés‘ ir gerai kolonizuos karkasus.
Taciau pastebéta, kad embrioninés kamieninés lgstelés, perkeltos j nesveikas
Sirdis, ne visada atkuria pazeistq audinj, o greiciau suformuoja kalkines
sgnasas ar teratomas [143]. Néra jrodymy, ar nediferencijuotos kamieninés
lgstelés elgsis daug protingiau karkasuose. Taciau tai islieka ateities
perspektyva kaip naujos technologijos galimybé kartu naudojant aceliulinius
karkasus.

Taigi net ir taikant Siuolaikinius vozZtuvy apdorojimo biidus, nepavyko
gauti netrombogenisko, nekalcifikuojancio, mechaniskai patvaraus, artimo
natiraliai anatominei struktiirai Sirdies voZtuvo pakaitalo. Pastaruoju
laikotarpiu mokslininkai, taikydami naujausius audiniy inZinerijos metodus,
bando sukurti karkasq, ant kurio buty galima auginti lgsteles. Gautas vozZtuvas
galéty augti kartu su pacientu, lgstelés regeneruoty tiek matrikse, tiek

pavirsiuose, ir tai leisty uztikrinti netrombogeniskumgq [144].
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4. TYRIMU METODIKOS

Moksliniam eksperimentiniam darbui gauti Bioetikos komiteto leidimai
(2007-07-12 Nr. 0159 ir 2009-10-14 Nr. 0193) atlikti eksperimentus su
smulkiais ir stambiais eksperimentiniais gyviinais. Visi veiksmai atlikti
nesuteikiant  eksperimentiniams  gyvinams  skausmo,  vadovaujantis
galiojanciais Geros laboratorinés praktikos su eksperimentiniais gyviinais
nuostatais ir Europos Sqjungos konvencijomis.

Eksperimentiniai modeliai sukurti taip, kad tiriamos medziagos biity
isbandomos in vitro ir in vivo, nuosekliai. Eksperimentai suplanuoti ir atlikti
nuosekliai didinant eksperimento apimtj (etapai isdéstyti schemoje). Tyrimui
pasirinkti kiaulés Sirdies voztuvy transplantatai (aortos ir plauciy arterijos
voztuvai kartu su kraujagysliy sienomis), kaip artimi Zmogui anatomiskai ir
funkciskai.

Tyrimui pasirinktos cheminés medziagos, kurios savo savybémis
panasios | Siuo metu naudojamas medziagas biologiniams protezams apdoroti
arba originaliai parinktos.

Eksperimenty etapy schema.

1. Aortos ir plauciy arterijos apdorojimas cheminémis medZiagomis,
sumazinant audiniy savybe kalcifikuoti — in vitro.

2. Apdoroty audiniy gabaliuky implantavimas Wistar Ziurkéms j paodj — in
Vivo.

3. Apdoroty  voztuviniy  transplantaty  implantavimas  kiauléems
nusileidziancigjg aortq — in vivo.

4. Voztuviniy transplantaty nulgstelinimas (deceliulizacija) — in vitro.

5. Voztuviniy nulgstelinty transplantaty implantavimas j aviy Sirdis — in vivo.

Treciame ir penktame etapuose eksperimentai vykdyti vadovaujantis

geriausiais rezultatais gautais pries tai buvusiuose etapuose.
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1. Cheminiy medZiagy parinkimas ir aortos voZtuvo transplantato
apdorojimo jomis protokoly sukiirimas.

Eksperimento metu naudotos vyriskos Iyties 20-30 kg kiaulés, kurioms
premedikacijai suleista diazepamo 10 mg/kg ir ketamino 15 mg/kg, atlikta
heparinizacija (200w/kg) bei eutanazija. Steriliomis sqlygomis iSpreparuoti
aortos ir plauciy arterijos voZtuviniai transplantatai. Tai atlikta iSkerpant
voztuvus su 2—3 cm sienelés, paSalinant adventicijq, riebalinj audinj ir
raumenis. Transplantatai laikomi Saltame fiziologiniame tirpale, kol pernesami
j apdorojimo tirpalus.

Apdorojimui pasirinktos cheminés medziagos:

e glutaraldehidas 0,1% (Glu) su fosfatiniu buferiu,

e [L-alaninas (Ala) 100 mM pH 7,6 su fosfatiniu buferiu,

e [L-norvalinas (Norv) 100 mM pH 7,6 su fosfatiniu buferiu,

e karbodiimidas (EDC) 0,3 M su priedais N-hidroksisukci-imidas 0,1 M
(NHS) ir poli(propileno glikol)bis 2-(aminopropil) eteris 0,IM
(Jeffamin).

Visais atvejais audiniai apdoroti kambario temperatiiroje,
uztikrinant pastovy transplantaty sukimqsi ratu specialiame maisytuve
50-70 karty per minute dazniu.

Apdorojimas su Glu truko 24 valandas, po ko audiniai buvo
skalaujami saltame fiziologiniame tirpale. Alanino ir norvalino grupése
pradinis audiniy apdorojimas su Glu truko 24 valandas, po skalavimo
Saltame fiziologiniame tirpale papildomai 24 valandas apdorota
atitinkamai Ala ir Norv medzZiagomis nuolatinio judéjimo sqlygomis.
Paskutinéje grupéje pradinis apdorojimas EDC su NHS truko 24
valandas, taip pat naudotas skalavimas Saltu fiziologiniu skysciu, po to 3
valandas skalauta jeffamine ir dar 24 valandas su Ala 100 mM pH 7,6 su
fosfatiniu  buferiu. Apdorojus cheminémis medziagomis audinius,
pastarieji buvo laikomi Saltai 4°C fiziologiniame tirpale iki 24 valandy

pries implantavimg.
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2. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje be salyfio su kraujotakos sistema (su smulkiaisiais
eksperimentiniais gyviinais) (N=120 tik aortos voZtuvinio transplantato).
FEksperimentui naudotos Wistar veislés Ziurkés, vyriskos Iyties,
150-200 g svorio. Puse paros iki eksperimento neSertos, tik girdytos.
Nejautra sukeliama j pilvo ertme suleidziant ketamino (Bremer Pharma
GmbH, Vokietija) ir antibiotiky 0,1 g reflino (Cephazolin, Ranbaxy Ireland
Limited) infekcijos profilaktikai. [vertinus nejautrq, nukirpti nugaros
plaukai ir odos pavirsius apdorotas cutasept. Atlikta po 3 odos pjivius
abipus stuburo, buku bidu ispreparuoti paodzio audiniai, paruosiant apie
1 em’ guolj. Anksciau apdoroti audiniai (kaip aprasyta anksciau) isimti is
laikymo tirpaly bei praplauti fiziologiniu skysciu. IS kiekvienos
anatominés srities (voituvo, kraujagyslés sienelés) iskirptas 1 cm’
gabalélis (1 pav.), kuris jdétas j paruostq guolj (2 pav.). Oda ir paodis

uzsiti pavienemis adaptacinémis 4/0 proleno siiillémis.

1 pav. Implantuojamy audiniy gabaléliai

2 pav. Audiniy implantavimas i zZiurkiy paodj




Eksperimentiniai gyvinai tolimesniam gydymui ir stebéjimui
grqzinti j vivariumg. Po 60 dieny atlikta pakartotiné operacija, kurios
metu sukelta nejautra anksciau minétu biidu, po to atlikta eutanazija,
isimti anksciau implantuoti audiniy gabaléliai. Pastarieji ispreparuoti
nuo aplinkiniy audiniy bei patalpinti sausai ir saltai.

Pries atliekant liekamojo kalcio kiekio nustatymq, audiniy
gabaléliai laikyti sausai 24 valandas, tyrimui naudotas Hitachi 175-50
(Japonija) spektrografas. Visi prietaiso nustatymai sureguliuoti pagal
gamintojo rekomendacijas, naudota katodiné lempa, skleidZianti 240,7 mm
bangas, esant 10 mA srovés stiprumui. Liepsng sudaré acetilenas (2,94 10" Pa
dujy slégis) ir oras (1,28-10" Pa dujy slégis), tad audiniy fragmentacija gauta
naudojant sausq mineralizacijg, degimo temperatiiva 800-850° C. Audiniy
likuciai istirpinti HCI tirpale (1:1). Kalcio kiekis matuotas mg/g sausos
audinio mases.

Gauti rezultatai apdoroti statistikos programa SPSS, palyginti
gautieji vidurkiai, naudojant Stjudento t-testq ir ANOVA, kai p<0,05,

manoma, kad vidurkiai skiriasi statistiSkai patikimai.

3. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje esant tiesioginiam salyCiui su Kkraujotakos sistema (su
stambiaisiais eksperimentiniais gyviinais) (N=20 tik aortos voZtuvinio
transplantato) (gyviinai, nejautra, operaciné technika, tyrimai)

Eksperimente naudoti vozZtuviniai transplantatai (kraujagyslés sienelé
su voztuvu ir nedideliu raumeniniu sluoksniu), apdoroti cheminémis
medziagomis, kaip apraSyta anksciau. Pries jsiuvimq perplauti fiziologiniu
tirpalu, patalpinti j antibiotiky tirpalg.

Eksperimente naudoti vyriskos Iyties parseliai 20-30 kg. Premedikacijai
suleista diazepamo 5 mg/kg ir ketamino 10 mg/kg. Ispunktuotos, kaniuliuotos
ausies vena ir arterija, stebétas arterinis kraujo spaudimas, prijungus
elektrodus — elektrokardiograma. Anestezijos indukcijai suleistas fentanilio

0,005mg/kg, propofolio 2,5mg/kg, tracrium. Atlikta endotrachéjiné intubacija
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7, 7,5 ar 8 dydzZio vamzdeliu. Pradéta dirbtiné plauciy ventiliacija oru,
palaikant normalius kraujo dujy rodiklius. Anestezija palaikyta isofluranu,
fentaniliu, propofoliu. Infekcijos profilaktikai skirtas cefazolinas 1g operacijos
pradzioje ir pooperaciniu periodu.

Operacinis plotas nuskustas bei paruostas su cutasept, padengtas
steriliais apklotais. Zemiau Sonkauliy lanko i§ kairés pusés (3 pav.) atliktas
apie 10 cm odos pjuvis, jdétas ir ispléstas pléstuvas, paodis ir raumenys
iSpreparuoti elektrokoaguliuojant iki pilvaplévés. Pastaroji buku bidu atskirta
nuo retroperitoninio tarpo. Patekus uz pilvapléves, iSpreparuota aorta Zzemiau
a. renalis sin., esant reikalui perristos juosmeninés arterijos (4 pav.).
Heparinizuota (200 w/kg), aorta perspausta aortiniais spaustukais Zemiau
inksty arterijy ir perkirpta. Dviem istisinemis 4/0 proleno siiilémis jsiiitas
voztuvinis transplantatas (5 pav.), atleisti spaustukai. [sitikinus, kad néra
kraujavimo, audiniai susiuti pasluoksniui. Gyvuliukai stebéti, esant
pakankamam raumeny tonusui ir kramtymo refleksui, ekstubuoti jsitikinus, kad
gali savarankiskai vaikscioti, skirti nuskausminamieji ir pervezti j vivariumgq.
Tolimesnis gydymas ir stebéjimas testas vivariume 60 dieny.

Po numatyto laiko gyvuliukams atlikta pakartotiné operacija.
Anestezijos indukcija ir palaikymas atlikti kaip aprasyta anksciau. Operacinis
plotas nuskustas bei paruostas su antiseptiku. Kairéje puséje buvusio rando
vietoje atliktas pjuvis ir audiniai bei sgaugos preparuoti kaip aprasyta
anksciau, naudojant elektrokoaguliacijq. ISpreparuota aorta ties voztuvinio
transplantato jsiuvimo vieta, heparinizuota (200 v/kg) (6 pav.).

Matuotas tiesioginis spaudimas iki transplantato ir uz jo, apskaiciuotas
spaudimy skirtumas. Atlikta eutanazija ir iskirptas implantatas. PaSalinti
aplinkiniai audiniai, perkirptas iSilgai, nufotografuotas vidinis pavirsius.
Audiniai iSkirpti pagal anatomines sritis ir padalinti pusiau. Vienoje puséje
nustatinétas liekamojo kalcio kiekis, kaip aprasyta anksciau. Kita audiniy
pusé, skirta histologiniam istyrimui, panardinta j 10% formalino tirpalg
(formaldehyde 36-38%, Lach-Nez, s.r.o., Cekija), laikyta porq dieny. Po

to gabaléliai jlieti | parafing, mikrotomu atlikti pjirviai. Liekamojo kalcio
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kiekio vizualizavimui dazyta von Kossa biidu, kur kalcis matomas juody
taskeliy pavidalu. Gauti rezultatai apdoroti statistikos programa SPSS,
palyginti gautieji vidurkiai, naudojant Stjudento t-testq ir ANOVA, kai

p<0,05, manoma, kad vidurkiai skiriasi statistiskai patikimai.

3 pav. Pjiivio vieta ir ilgis, operuojant pilvo aortq

4 pav. Ispreparuota aorta retroperitoniniame tarpe, ligatiiromis atskirtos

Jjuosmeninés arterijos, pasiruosta uzspaudimui

41



5 pav. Isiiitas voztuvinis transplantatas, jsitikinama, ar néra kraujavimo

6 pav. Voztuvinio transplantato ispreparavimas po 60 dieny
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4. Aortos ir plauciy arterijos voZtuviniy transplantaty apdorojimo
detergentais ir kitomis medzZiagomis protokoly sukiirimas ir taikymas in
vitro, paSalinant lastelines struktiras (deceliulizacija) (cheminés
medziagos, apdorojimo protokolai, veikimo principai, tyrimai)

Eksperimentui  naudotos 30-35 kg kiaulés (N=24), kiekvienam
protokolui isbandyti naudoti 3 skirtingy kiauliy aortos ir plauciy arterijos
voztuviniai konduitai. Premedikacijai skirta diazepamo 5 mg/kg ir ketamino 10
mg/kg, anestezija gilinta tiopentaliu, fentaniliu, po to heparinizacija (200
wkg), ir suleista KCI, atlikta eutanazija. Steriliomis sqlygomis iSpreparuoti
aortos ir plauciy arterijos voztuviniai transplantatai. Tai atlikta iSkerpant
voztuvus su 2—3 cm sienelés, pasalinant adventicijq, riebalinj audinj, paliekant
nedidelj raumens ruozelj (apie 3—5 mm) prie pat voztuvo. Transplantatai
laikyti Saltame fiziologiniame tirpale, kol pernesti iki apdorojimo tirpaly.
Tiriami transplantatai sudéti j sterily indg, prifiksuojami prie specialios
membranos, kuri sukasi 60 k/min greiciu pagal laikrodzZio rodykle taip, kad
voztuvo burés laisvai juda (7 pav.). Indas pagal poreikj dedamas j termostatg
(8 pav.) arba j Saldytuvg.

Deceliulizacijos efektui pasiekti naudojamos medziagos: detergentai
(Na deoksicholiné rigstis, Na dodecyl sulfatas, triton-X-100, CHAPS),
fermentai (tripsinas, DNRaze ir RNRaze), jvairios koncentracijos tirpalai ir

buferinés terpés.

7 pav. Membrana su pritvirtintais transplantatais
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8 pav. Indas su transplantatais termostate, membranos sukimosi greitis 54

k/min.

Pradinis apdorojimas detergentais vykdomas termostate (8 pav.) 37°C 5
procenty CO, numatytq laiko tarpg, po to plaunama steriliu fiziologiniu
tirpalu. Likusioms branduoliy ar organoidy daleléems paSalinti atliekamas
apdorojimas DNRaze ir RNRaze, fermentais, suardanciais baltymines
struktiras. Sis apdorojimas fermentais dar svarbus dél galimy kiaulés
retrovirusy, tai padeda iSvengti uzsikrétimo po implantacijos. Apdoroti
transplantatai dar kartg plaunami ir panardinami j mitybing terpe L-15
(Leibovitz) (Gibco, UK) su L-amino r. ir su L-glutaminu, papildomai dedami
antibiotikai  (penicilinas/streptomicinas), laikomi iki implantacijos 4°C
temperatiiroje ne ilgiau kaip 7 dienas.

Deceliulizacijos efektui gauti miisy tyrime naudoti 8§ protokolai, vieni is
Jju anksciau aprasyti kity autoriy, Siek tiek patobulinti, kiti originaliis.
Isbandéme visas jmanomas kombinacijas su visais tipais. Siekiant iSsaugoti
galimg komercing paslaptj, protokoluose nurodytos ne visos sudedamosios

dalys.
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Deceliulizacijos protokolai:

1. 0,1% natrio deoksiholiné riigstis, 0,1% natrio dodecilsulfatas;

2. 0,1% natrio deoksiholiné riigstis, 0.25% tert-octylphenyl-polyoksietilenas
(triton X-100),

3. 0.5% tripsinas, 0.2% etilendiamintetracto riigstis (EDTA),

4. 0.05% tripsinas, 0.02% etilendiamintetracto riigstis (EDTA);

5. 0,45% hipotoninis tirpalas, 0,5% natrio deoksiholiné riigstis, 0,1% natrio
dodecilsulfatas, 0.25% tert-octylphenyl-polyoksietilenas (triton X-100);

6. 0,45% hipotoninis tirpalas, 0,1% natrio deoksiholiné rugstis, 0.25% tert-
octylphenyl-polyoksietilenas (triton X-100) su 0.2% EDTA;

7. 0,45% hipotoninis tirpalas, 0,1% natrio deoksiholiné rigstis, 0,1% natrio
dodecilsulfatas, 0.2% EDTA;

8. 1% CHAPS, 0.25% tert-octylphenyl-polyoksietilenas (triton X-100).

In vitro jvertinime transplantatai nelaikyti mitybinéje terpéje, po
apdorojimo  vizualiai jvertinta audiniy kokybe, elastingumas, voztuvo
sandarumas, po to panardinti j 10% formalino tirpalg, nusiysti histologiniam
tyrimui, lgsteliniy struktiry pasalinimo efektyvumui bei elastiniy skaiduly
biiklei jvertinti.

Vertinant bendrg audinio bitkle, branduoliy buvimg audiniuose, dazyta
hematoksilinu/eozinu, papildomai vertinant elastines skaidulas dazZyta van

Gieson biidu.

5. Nulastelinty (deceliulizuoty) voZtuviniy transplantaty patikrinimas
eksperimentiniame modelyje in vivo (N=9). (gyviinai, nejautra, operaciné
technika, tyrimai)

Voztuviniai transplantatai gauti anksciau apraSytu bidu ir laikyti
iki implantacijos 4°C temperatiiroje ne ilgiau kaip 7 dienas. Naudojimui
pasirinkti  du  nulgstelinimo  budai, kuriy metu gautas geriausias
deceliulizacijos efektas.

Imituoti ksenotransplantato jsiuvimo modelj recipientais pasirinktos
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avys, kaip kitos riiSies gyvinai, vyriskos Iyties, 20-25 kg. ISpunktuota ausies
vena ir suleidus diazepamo 5 mg/kg ir ketamino 10 mg/kg sukeltas slopinimas.
Anestezijos indukcijai suleistas fentanilio 0,005 mg/kg, propofolio 2,5 mg/kg,
tracriumo, atlikta intubacija 7, 7,5 ar 8 dydzio vamzdeliu. Pradeéta dirbtiné
plauciy ventiliacija deguonies ir isoflurano misiniu, palaikant kraujo dujy
koncentracijg normos ribose. ISpunktuota v. jugularis, tolimesné nejautra
palaikyta fentaniliu, propofoliu. Infekcijos profilaktikai skirtas cefazolinas 1g
operacijos pradzioje ir pooperaciniu periodu. Kitame etape punktuota ausies
arba kojos arterija, invaziniam spaudimui sekti prijungti elektrokardiogramos
elektrodai bei jvestas j nosiarykle temperatiiros matavimo zondas.

Operacinis plotas nuskustas bei paruostas cutasept, padengtas steriliais
apklotais. 3-ame tarpSonkauliniame tarpe kairéje puséje atlikta torakotomija,
audiniai iSpreparuoti naudojant elektrokoaguliacijq. Atverus kairigjq pleurg,
jdétas ir ispléstas pléstuvas, plautis patrauktas stuburo link, prakirptas
perikardas. ISpreparuotas aortos lankas, nusileidziancioji aorta su diafragmos
nervais. Heparinizuota (200 vv/kg) aortos lanke mazdaug ties viduriu jsiuvus
dvi tabokinés siiules 5/0 prolenu, jkista tiesi 14Fr arteriné kaniulé, prijungta
prie dirbtinio kraujo apytakos (DKA) aparato. Desinysis priesirdis apsiiitas
3/0 prolenu tabokinés siiile, jkista dviejy spindziy veniné kaniulé, prijungus
prie DKA, pradéta dirbtiné apytaka. Dirbtinei kraujo apytakai palaikyti
naudotas riedmeninis siurblys Gambro aparate, kraujo jsotinimui deguonimi —
membraninis  oksigenatorius (Dideco D905 EOS, Mirandola, Italija).
Operacijos atliktos normotermijoje (37-37,5°C), perfuzijos greitis 2-2,5
Umin/m’.

Pradéjus DKA, plauciy ventiliacija sumazinta iki minimumo. Saugant
vainikines arterijas, ispreparuota plauciy arterija perkirpta skersai apie 2 cm
distaliau PA voztuvo Ziedo ir nukirpta ties deSinio skilvelio raumeniu,
pasalintas  voztuvas (9 pav.). Istisine 4/0 proleno siile suformuota
proksimaliné jungtis tarp ksenotransplantato ir desinio skilvelio, po to
sutrumpinus ir pritaikius kraujagysliy galus, istisine 4/0 proleno siile

suformuota distaliné jungtis (10 pav.). Papildoma hemostazé, ruosiantis baigti
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DKA pradétos nedideliy doziy eufilino ir deksametazono infuzijos, siekiant
sumazinti plauciy kraujagysliy ir bronchy pasipriesinimq. Esant reikalui,
hemodinamika koreguota trumpalaike adrenalino infuzija. Sustabdzius DKA,
suleistas protamino sulfatas. Isitikinus, kad néra kraujavimo, drenuota kairé
pleuros ertmé plonu silikoniniu drenu, suartinti Sonkauliai, audiniai uZsiiti
pasluoksniui. Gyvuliukai stebéti ir, pries ekstubacijq jsitikinus, kad néra
kraujavimo bei oro drenavimosi, pasalintas drenas. Pirmgsias paras laikytas
intensyvaus sekimo kambaryje uztikrinant nuskausminimq, stebint ir skatinant

diureze, arterinj spaudimgq. Tolimesnis gydymas ir stebéjimas testas vivariume

45-60 dieny.

9 pav. DKA sqlygomis iskirptas plauciy arterijos voztuvas
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10 pav. DKA sustabdyta, transplantatas funkcionuoja gerai

Po  numatyto laiko gyvuliukams atlikta pakartotiné operacija.
Ispunktuota ausies vena ir suleidus benzodiazepiny sukeltas slopinimas. Véliau
suleisti anestetikai bei miorelaksantas, gyvuliukas intubuotas. Nejautros
premedikacija, indukcija ir palaikymas aprasyti anksciau. Testa dirbtiné
plauciy ventiliacija deguonimi, palaikant normalius kraujo dujy rodiklius.
Kitame etape punktuota ausies arba kojos arterija invaziniam spaudimui sekti
bei centriné kaklo vena. Operacinis plotas nuskustas ir paruostas antiseptiku.
3-ame tarpSonkauliniame tarpe kairéje puséje atlikta torakotomija, audiniai ir
pooperaciniai randai ispreparuoti naudojant elektrokoaguliacijq. ISpreparuota
Sirdis, plauciy arterija ties vozZtuvinio transplantato jsiuvimo vieta (11 pav.),

heparinizuota (200 v/kg).
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11 pav. Ispreparuotas transplantatas po 60 dieny

Atlikta epikardiné echoskopija, jvertinta kraujotaka per voztuvg,
spaudimy gradientas. Atlikta eutanazija ir iskirptas implantatas. PaSalinti
aplinkiniai audiniai, perkirptas isilgai, nufotografuotas vidinis pavirsius.
Audiniai iskirpti pagal anatomines sritis ir, kaip aprasyta anksciau, tirti

histologiskai bei nustatinétas liekamojo kalcio kiekis.
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5. REZULTATAI

1. Cheminiy medzZiagy parinkimas ir aortos voZtuvo transplantato
apdorojimo jomis protokoly sukiirimas.

Tiriami  audiniai apdoroti chemikalais pagal numatytus
protokolus, paruosti naudojimui. Histologinis tyrimas nedarytas nesitikint
jokiy struktiriniy pakitimy. Vizualiai audiniai pakite, pakeite spalvg,

truputj rigidiski. Apziurint voztuvg, pakitimy nepastebéta.

2. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje be salyfio su Kkraujotakos sistema (su smulkiaisiais
eksperimentiniais gyviinais).

Is viso atlikta 120 eksperimenty. Visos eksperimentinés Zziurkés
isgyveno, komplikacijy nestebéta. Kiekvienoje chemikaly grupéje buvo atlikta
20 eksperimenty, o kontrolinés grupés atlikta dar papildomai 20 eksperimenty
kiekvieno metu implantuojant po 3 tiriamosios medziagos gabaliukus, taigi
implantuota po 60 gabaléliy audinio, apdoroto tokiu pat biudu. Duomenys
suskirstyti pagal poveikj AoV ir AoS audiniams bei jie palyginti tarpusavyje
skirtingy chemikaly grupése. Liekamojo kalcio kiekio analizés duomenys

pateikti lenteléje ir grafikuose.

12 pav. Liekamojo kalcio kiekis aortos vozZtuve

100,101
75,01
mglg 50,04 273 #58 7
25,01
0,0
kontroling Gl Ala M ory EDC

Glu — glutaraldehidas, Ala — L-alaninas, Norv — L-norvalinas, EDC —

karbodiimidas, Kontroliné — kontroliné grupe.
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Nustateme liekamojo kalcio kiekio kitimg j paodj implantuotame
aortos voztuvo audinio gabalélyje (12 pav.). Didziausia kalcifikacija, kaip
ir tikétasi, yra kontrolinéje grupéje be jokio specialaus apdorojimo. Glu
Zymiai sumazina kalcio kiekj, taciau apdorojant audinius tolimesniuose
etapuose papildomai pridedant amino rigsciy, kalcifikavimas netgi
padidéjo. MazZiausias liekamojo kalcio kiekis rastas EDC grupéje — 0,6
mg/g. Visi duomenys skiriasi statistiSkai patikimai, isskyrus vidurkiy

skirtumgq tarp amino rugsciy, kur p>0,05.

13 pav. Liekamojo kalcio kiekis aortos sieneléje

0,04 46,2
45,01 257
23,4
ng’g 30,04 181
8,3
15,0
kantraling Glu Ala Mary EDC

Glu — glutaraldehidas, Ala — L-alaninas, Norv — L-norvalinas, EDC —
karbodiimidas, Kontroliné — kontroliné grupe.

Tame paciame eksperimentiniame modelyje, implantavus aortos
sienele j paodj, pastebétas kiek mazesnis liekamojo kalcio kiekis (13
pav.). Vél, kaip ir tikimasi, ryskiausia kalcifikacija kontrolinéje grupéje,
kur transplantatai neapdoroti chemikalais. Glu Zymiai sumazina kalcio
kiekj, panasiai kaip ir aortos voztuvo atveju, taip ir cia, Ala ir Norv
papildomai pridéjus apdorojant audinius, rezultatas gautas blogesnis.
Vienintelis ir geriausias apdorojimo biudas su EDC turéjo maziausiai
kalcio audiniuose — 8,3 mg/g. Visy grupiy vidurkiai skyrési statistiSkai

patikimai, iSskyrus amino rigsciy grupes, kur p>0,05.
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1 lentele. Liekamojo kalcio kiekio audiniuose palyginimas

Kontroline | Glu Glu+Ala Glu+Norv | EDC+NHS+
grupé (N=60) | (N=60) (N=60) Jeffamin+Ala
(N=120) (N=60)

AoV | 92,2+6,1 27,3+3,1 | 389+2,1* |31,7+1,4 e | 0,6+0,1

AoS | 46,2+5,3 19,1+0,9 | 23,4+1,2 * | 28,7t1,8 ® | 83+

AoS — aortos sienelé, AoV — aortos voztuvas, Glu — glutaraldehidas, Ala —
L-alaninas, Norv— L-norvalinas, EDC — karbodiimidas, NHS - N-
hidroksisukcinimidas, * ir - p>0,05.

Lyginant liekamojo kalcio kiekj tarp aortos vozZtuvo ir sienelés
skirtingose cheminiy medziagy grupése, matome désningumus (1 lentelé).
Abiejuose méginiuose kalcifikavimas kito panasiai. Taciau Zymiai
mazesnis pakitimy lygmuo matomas aortos sienos audiniuose, isskyrus
EDC grupe, kur voztuvo kalkéjimo lygmuo daugiau nei 10 karty mazesnis
uz aortos sienos. Lyginant vidurkius tarp audiniy grupése, matome, kad
tik amino rugsciy rodikliai nesiskyré statistisSkai patikimai.

Apibendrinant sj eksperimentinj modelj, verta pastebéti, kad EDC
apdorojimas pasiteisino labiausiai ir uztikrino minimaly kalkéjimo [ygj.
Siame modelyje nepasiteisino papildomo apdorojimo Ala ir Norv

metodika. Glu kalkéjimo prevencija gauta stabiliai mazesné nei kity trijy

grupiy.

3. Cheminio apdorojimo efektyvumo patikrinimas eksperimentiniame
modelyje esant tiesioginiam salyCiui su kraujotakos sistema (su
stambiaisiais eksperimentiniais gyviinais) (tik aortos voZtuvinio
transplantato).

Atlikta 20 eksperimenty. Kiekvienoje cheminés medziagos grupéje po 4
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implantus, is kiekvieno konduito paimti po 2 sienelés ir buriy méginiai kalcio
kiekiui nustatyti, vienas — histologiniam tyrimui. Vienai kiaulei rastas
retroperitoninis abscesas, kuris buvo kaudaliau transplantato jsiuvimo vietos.
Apskaiciuotas  vidutinis  gradientas per transplantatg, nufotografuoti
eksplantuoti audiniai, nustatytas liekamojo kalcio kiekis, atliktas histologinis
audiniy tyrimas, duomenys pateikti lenteléje, paveiksléliuose ir grafikuose.
Ispreparavus audinius, heparinizavus pirmiausia atliktas tiesioginis
vidutiniy spaudimy matavimas iki ir uz transplantato jsiuvimo vietos,
apskaiciuotas spaudimy skirtumas — vidutinis gradientas. Aortos diametras

Sioje vietoje apie 1,5 cm. Gauti rezultatai pateikiami grafike.

14 pav. Vidutinis gradientas per voztuvinj transplantatq.

12+ 105 10

10

8.
mmHg A
a1 25 2 2

2.
0 —
Kontroling Glu Ala Mory EDC

Glu — glutaraldehidas, Ala — L-alaninas, Norv — L-norvalinas, EDC —
karbodiimidas, Kontroliné — kontroliné grupe.

Kaip matyti is grafiko (14 pav.), tiek kontrolinéje, tiek Glu grupése
susidaré didzZiausi vidutiniai spaudimy skirtumai, tai leidzia daryti
prielaidq apie ryskiausiq kalkéjimg ir aortos spindzZio siauréjimg.
Likusiose grupése gauti spaudimy skirtumai beveik lygiis, taciau tai néra
tiesioginis jrodymas, jog néra spindZio stenozes. Nereikia pamirsti, kad
isiuvus transplantatq j nusileidziancigjqg aortq bet kurioje vietoje, tikétina,
ksd voztuvas nefunkcionuos, o geriausiu atveju judés laisvai spindyje.
Taciau didele tikimybé, kad dél stipraus arterinio spaudimo voztuvo burés

gali biti prispaustos Sonuose, tokioje pozicijoje priaugusios, suirusios ar
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kalcinuotos, bet, palikusios atvirq aortos spindj kaip vamzdj, nesudarys
stenozes.

Kitame etape, atlikus eutanazijq, iskirpti transplantatai, isilgai perpjauti
ir iSskleisti detalesniam apZiuréjimui. PavyzdZiai nufotografuoti, audiniai
iSkirpti pagal anatomines sritis, padalinti pusiau. Viena pusé skirta
histologiniam, kita — liekamojo kalcio kiekio tyrimui. Histologinio tyrimo metu
taikytas von Kossa dazymas, kuris parodo kalcio intarpus kaip juodus taskus.
Mikroskopuota sviesos mikroskopu 40 karty didinimu.

Gauti rezultatai pateikiami pagal chemikaly grupes, iliustruojant mikro-

ir makronuotraukomis.

Kontroliné grupé




Ivertinus makrovaizdqg ir histologinj tyrimq, galima tik patvirtinti, kad
neapdoroti audiniai  kalcifikuoja labiausiai. Matome labai pakitusig
transplantato sienele, pritrauktas, suragéjusias, nejudrias bures, kurios
kalkédamos traukiasi uzZdarydamos spindj (15 pav.). Histologinio tyrimo
vaizduose matyti kalcio intarpy (juodi taskeliai) pilna ir AoS, ir AoV visame
plotyje: tiek pavirsiuje, tiek viduriniame sluoksnyje (16 pav.). Abu vaizdai

patvirtina didelés apimties kalkéjimg.

Glutaraldehido grupe

17 pav. Makroskopinis transplantato vaizdas

Makropreparato fotonuotraukoje, taip pat kaip ir neapruosty audiniy

grupéje, Glu apdoroto implanto sienelés pakitusios, Siurkscios, rigidiskos,
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burés vos judancios, sustoréjusios (17 pav.). Histologiskai kalcio intarpy
maziau, AoV kalcinatai susikaupe labiau viduriniame sluoksnyje, kai tuo tarpu
AoS — atvirksciai (18 pav.). Jvertinus tai galime teigti, kad kalkéjimas labai
Zymus pavirsiniuose sluoksniuose, giliai media islieka normali galbut dél

ribotos rezorbcijos po apdorojimo.

Glutaraldehido ir L-alanino grupé

19 pav. Makroskopinis transplantato vaizdas

S

Makroskopiskai jvertinus, tampa aisku, kodél sioje grupéje spaudimy
skirtumai buvo tokie mazi, preparato burés visiskai patrauktos ir uzsilenkusios
j vidy, neointima uZaugusi is abiejy pusiy, uzZdengusi ir bures (19 pav.).
Histologiskai burés isorinis sluoksnis kalcio intarpy neturi, tuo tarpu vidurinis

sluoksnis gausiai sukaupes kalcio. Galima preliminariai teigti, kad Sis
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apdorojimo tirpalas bures veikia labiau pavirsutiniskai, o AoS priesingai —

vidinéje dalyje kalcio néra, tik pavirsiuje.

Glutaraldehido ir L-norvalino grupé

21 pav. Makroskopinis transplantato vaizdas

73

y 3

Vertinant Norv grupe, makro- ir mikrovaizdai panasis j Ala grupe.
Makroskopiskai  labai  pakitusi  sienelé, burés pritrauktos, suirusios,
nefunkciuonuoja (21 pav.), mikroskopiskai — kalcis susikaupé burés vidiniame

sluoksnyje, o AoS — iSoriniame (22 pav.).
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Karbodiimido, N-hidroksisukciimido, poli(propileno glikol)bis 2-(aminopropil)

eterio ir L-alanino grupé

Vertindami histologinj ir makro audiniy vaizdg, galime teigti, kad
apdorojimas Siomis medziagomis davé geriausiq efektq. Audiniai nepakite,
lankstiis, elastingi, burés permatomos, judrios, vientisos (23 pav.).
Mikroskopijoje nedideli kalcio kiekiai pavirsiniuose sluoksniuose tiek AoV, tiek
AoS (24 pav.).

Paskutiniame etape jvertinome liekamojo kalcio kiekj spektrografiskai.

Gauty duomeny vidurkiai pateikti lenteléje ir grafike.
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2 lentelé. Liekamojo kalcio kiekis audiniuose

Kontroline | Glu Glu+Ala Glu+Norv | EDC+NHS+
grupé (N=8) (N=38) (N=8) Jeffamin+Ala
(N=8) (N=8)

AoV | 120,6£9,2 | 58,4+4,2 | 40,8+2,6 * | 35,2+1,9 8 3+0,5

AoS | 66,5+4,8 48 1£54 | 38,641 * | 42,9+2.4 @ 15,840,8

AoS — aortos sienelé, AoV — aortos voztuvas, Glu — glutaraldehidas, Ala —
L-alaninas, Norv— L-norvalinas, EDC — karbodiimidas, NHS — N-

hidroksisukcinimidas, * ir e- p>0,05

25 pav. Liekamojo kalcio kiekis aortos sieneléje ir voZtuve

B ~ortos siena Aortos voftuvas

Karbodiimidas 15,5

Morealinas 423
Alaninas

Glutaraldehidas £

Kantraling bﬁﬁﬂ

1205

] 30 =1 a0

g

120 130

Gauti rezultatai visiskai sutampa su kity iki tol atlikty tyrimy
duomenimis. Blogiausiai apsaugota ir labiausiai pazeista kalcio yra
grupé be jokio apdorojimo, Sie implantai sukaupé daugiausia kalcio,
turéjo reikSmingiausiq susiauréjimq, gradiento padidéjimq ir tiek mikro-
tiek makrovaizduose visame plote matomi pakitimai. Lyginant bures su
siena, skirtumas beveik dvigubas (25 pav. ir 2 lentelé).

Liekamojo kalcio kiekis Glu grupéje Zymiai mazesnis, taciau
pakitimai taip pat ryskius ir koreliuojantys tarpusavyje (25 pav. ir 2
lentelé). Sukaupto kalcio kiekis atspindi transplantato disfunkcijq.
Lyginant AoV su AoS, burése vélgi kalckéjimas didesnis.
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Ala ir Norv grupése, kaip ir iki tol darytuose kity eksperimenty
tyrimuose, vyrauja kalckéjimas (25 pav. ir 2 lentelé). Kalcio sankaupos
labai pazeide struktiiras, galima teigti, kad Ao spindzio stenozavimas
buvo abiem atvejais reiksmingas. Taip pat abiejose grupése vidiniai
sieneliy sluoksniai buvo geriau apsaugoti nei buriy.

Susumavus visus duomenis, Siame eksperimentiniame modelyje
EDC apdorojimo cheminés medziagos labiausiai apsaugojo implantatg
nuo kalcinavimo, suirimo. Audiniai islaiké natyvine struktirg ir funkcijg
ir maziausiai sukaupé kalcio (25 pav. ir 2 lentelé).

Vertinant liekamojo kalcio kiekj tarp audiniy skirtingy chemikaly
grupése, statistiskai patikimai nesiskyré tik amino rugsciy rezultatai, kur

p>0,05.

Liekamojo kalcio kiekio palyginimas tarp skirtingy eksperimentiniy
modeliy

Atlikus du skirtingus eksperimentus su chemine dekalcifikacija,
jdomu palyginti duomenis tarp modeliy, kaip kaupé kalci AoS ir AoV
skirtingy chemikaly grupése. Duomenys pavaizduoti paveiksléliuose

pagal audiniy risj.

26 pav. Dviejy eksperimentiniy modeliy (Ziurkés — raudona spalva ir
kiaulés — mélyna spalva) palyginimas, jvertinant liekamojo kalcio kiekj

aortos voztuve. *- p>0,05

Eksperimentiniai modeliai: [l Ziurkiy Kiauliy,

kantraling Glu Ala MHory EDC
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Aortos voztuvas labiau kalkéjo kiaulés eksperimentiniame
modelyje. Tai matyti visose chemikaly grupése. Taip pat pastebimas
proporcingas kalcio kiekio mazéjimas keiciantis apdorojimo protokolui.
Blogiausi rezultatai stebimi kontrolinéje ir Glu grupése, maziausiai

intarpy sukaupé EDC (26 pav.).

27 pav. Dviejy eksperimentiniy modeliy (Ziurkés — raudona spalva ir
kiaulés — mélyna spalva) palyginimas, jvertinant liekamojo kalcio kiekj

aortos sienoje

Eksperimentiniai madeliai: [l Ziurkiy Kiauliy

65,5

704
i
a4

ma 40+
9'q 204

201
104

NSNS NN Y

Kontroling Glu Ala Moty EDC

Vertinant skirtumus aortos sienoje, pastebimos tos pacios
tendencijos, taciau kalcifikavimo lygmuo beveik per puse¢ maZesnis kai
kuriose grupése. Ziurkiy eksperimentiniame modelyje kalcio kiekiai
reikSmingai mazesni vertinant abu audiniy méginius (27 pav.). Tikriausiai
tai paaiskinama santykiu su kraujotakos sistema, o kartu aktyvesnis

uzdegimas ir tiesioginis sqlytis su imunine sistema.

4. Aortos ir plauciy arterijos voZtuviniy transplantaty apdorojimo
detergentais ir kitomis medZiagomis protokoly sukiirimas ir taikymas in
vitro, pasalinant lastelines struktiiras (deceliulizacija).

Eksperimentai atlikti tiriant 8 skirtingus deceliulizacijos protokolus. IS
Jju 6 originaliis, 2 atkartoti, norint jsitikinti fermenty efektyvumu. Kiekvienam

protokolui naudoti 3 aortos ir 3 plauciy arterijos voztuviniai konduitai.
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Tiriamoji medziaga buvo paimta is skirtingy kiauliy. Trumpai apZvelgsime
kiekvieno protokolo rezultatus su histologiniy tyrimy fotografijomis.
Nepavykus deceliulizacijai, galima matyti tamsesnius branduolius skaiduly
fone.

28 pav. I protokolas: 0,1% DEO + 0,1% SDS

Aortos siena ir voZtuvas (HEx40)

Plaudiy  arterijos  siema ir

voztuvas(HEx40)

Paveikslélyje matomos histogramos atlikus pirmgq protokolg, kai naudoti
du joniniai detergentai, kuriy koncentracijos vienodos. Tai originalus metodas.
Kaip ir tikétasi, gauti vienas kitg papildantys poveikiai, kada efektyviai
suardomos visos struktiiros. Audiniy pavyzdziai rodo efektyvig deceliulizacijg
beveik visuose audiniuose, iSskyrus aortos sienqg. Aortos sienoje
deceliulizacijos pédsakai matomi iki vidurinio sluoksnio vidurio, toliau einant
iSorés link matomi branduoliai (melsvi). Pakankamai storas aortos sienos

audinys turéty buti apdorojamas arba ilgiau, arba agresyviau.
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29 pav. Il protokolas: 0,1% DEO + 0,25% Triton 100

~ Aortos siena ir voZtuvas

(HEx40)

Plaudiy arterijos siena

ir voztuvas (HEx40)

Atlikus antrgjj originaly protokolq, kuriame naudoti detergentai is
skirtingy grupiy (joninis ir nejoninis), deceliulizacija neefektyvi. Medziagy
koncentracijos nedidelés ir nejoninis triton-100 turéjo ilgiau veikiant Svelniai
papildyti pries tai agresyviai ardziusji DEO. Visuose pavyzdZiuose matomi
branduoliai (mélyni), tikétina, kad ir kitos lgstelinés struktiiros nevisai

pasalintos.

30 pav. Il protokolas: 0,5% Trypsin + 0,2% EDTA

e

Aortos siena ir

voztuvas (HEx40)

Plaudiy arterijos siena

ir voztuvas (HEx40)

Trecias protokolas, kartojantis kity tyréjy metodikq, skirtas issiaiskinti
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fermenty poveikj audiniams. Tai pavyzdys, kada kombinacijoje naudojamas
chelatas ir fermentas. Tripsinas naudojamas nedidelés koncentracijos, taciau
per ilgqg laiko tarpg suardo audinio baltymines jungtis, visai nedaug
pakeisdamas lgsteliy struktiry sudétj. Deceliulizacija nejvyko né viename
pavyzdyje, o audiniai pakenkti stipriai, gana gerai matyti fragmentavimasis.
Sio proceso metu, kaip ir kituose protokoluose, naudotas istisinis plovimas,
kuris Siuo atveju nepasalino lgsteliy, o tikriausiai priesingai — sulaikeé fermentg
audiniuose. Todél poveikis labai pavirsutinis, tik paciuose vidiniuose endotelio

sluoksniuose sienelése, o voZtuvuose — visai néra poveikio.

31 pav. 1V protokolas: 0,05% Trypsin + 0,02% EDTA

Aortos siena ir voZtuvas (HEx40)

Plauciy arterijos siena ir voZtuvas

(HEx40)

Ketvirtasis protokolas analogiskas prie§ tai buvusiajam, tik 10 karty
mazesnés medziagy koncentracijos, o pati procedira lygiai tokia pati. Kaip ir
anksciau, matome labai pavirsutinj poveikj plauciy arterijos sieneléje, kur
audiniy sluoksniai plonesni, tuo tarpu kiti pavyzdziai lieka nepaveikti —
deceliulizacija nejvyko. Audiniai, kaip ir pries tai, pakenkti, fragmentuojasi.
Vadovaujantis histogramomis, galima teigti, kad fermentinis apdorojimas su

chelatais norimo efekto neduoda, o tik labiau Zaloja pacius audinius.

64



32 pav. V protokolas: Hipoton.+0.5%DEO+0,1%SDS+0.25%Triton-100

Aortos siena ir

voztuvas (HEx40)

Plaudiy arterijos siena

" ir voztuvas (HEx40)

Penktasis originalus apdorojimo protokolas pasizymi jvairiy medziagy
gausa, kurios skiriamos nedidelémis koncentracijomis ir veikia pakaitomis. Is
principo, tai antrojo protokolo patobulinimas, didinant DEO koncentracijg,
naudojant hipotoninj tirpalg ir triton-100 su SDS. Sudaromos sqlygos ardyti
lgsteliy membranas, taip palengvinant visapusiskq detergenty poveikj. Audiniy
histogramose matomas poveikis, visiska deceliulizacija jvyko tik plauciy
arterijos sieneléje, voztuvy burése. Nors lgsteliy struktiriniai elementai
smarkiai paveikti, taciau nepakankamai gerai isplauti is audinio gilumos.
Aortos storesné sienelé efektyviausiai paveikta tik iki vidurio, toliau matomi
nesuzaloti branduoliai. Sis metodas efektq davé, taciau nepakankamg, tai
galéty biti arba dél per mazos koncentracijos, arba dél per trumpos

apdorojimo trukmés.
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33 pav. VI protokolas: Hipoton.+0,1% DEO+0,25% Triton

Aortos siena ir

voztuvas (HEx40)

Plaudiy arterijos
siena ir voZtuvas

(HEx40)

Sestasis originalus protokolas — tai antrojo ir penktojo patobulinimas,
nuo paskutinio pasalinant SDS. Tai atlikta siekiant susvelninti Zalojantj
detergenty poveikj organoidams. Taciau rezultatas neigiamas, visuose audiniy
pavyzdziuose gausu nepakenkty branduoliy, deceliulizacija tik pavirsine.
Tikintis geresnio efekto, reikalinga ilgesné ekspozicija detergentais ir didesné

Jju koncentracija.

34 pav. VII protokolas: Hipoton+0,1% DEO + 0,1% SDS

Aortos siena ir

voztuvas (HEx40)

Plaudiy arterijos
siena ir voZtuvas

(HEx40)




Septintas originalus audiniy deceliulizacijos protokolas — tai pirmojo
patobulinimas, jvedant hipotoninj tirpalg, chelatq. SDS ir DEO lieka tomis
paciomis koncentracijomis. Tai efektyviausias is visy protokolas, visuose
pavyzdziuose visiska deceliulizacija, branduoliy nematyti, gal kiek blogiau
iSplauti organoidai is aortos voztuvo, taciau tendencija teigiama. Teorinis
tokio efekto pagrindas — subalansuotas poveikis audiniams, is pradziy ardant
iSorines membranas, o toliau ir organoidus. Darome prielaidq, kad papildomai
veikiant DNR-azei ir RNR-azei, visiSkai suardyta tiek branduoliné, tiek
nebranduoliné DNR ir RNR. Tai labai svarbu atokiam rezultatui, kalcifikacijos

prevencijai.

35 pav. VIII protokolas: 1% CHAPS + 0,5% Triton 100

Aortos siena ir

voztuvas (HEx40)

Plauciy arterijos siena

ir voztuvas (HEx40)

AStuntasis protokolas originalus, neatkartojantis né vieno iki tol
buvusio. Naudojamas misrus detergentas su Svelnaus poveikio nejoniniu. Deja,
norimas efektas nepasiektas, deceliulizacija né viename audinio pavyzdyje
nejvyko. Matomi mélyni branduoliai. Manome, kad tai lemia per Svelnus ir
tausojantis poveikis audiniams.

Iverting visus audiniy apdorojimo  protokolus, matome, kad
efektyviausiai veikia joniniy detergenty ir kity medziagy kombinacijos. Net ir

nedidelés koncentracijos veikia efektyviai. Tikétina, didinant koncentracijg,
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trumpés ekspozicijos trukmé, taciau ir ECM pakenkimo tikimybé didesné. Visi
protokolai apibendrinti 3 lenteléje. Raudonai pazyméti laukeliai ty apdorojimo
technologijy, kurios davée visiskq deceliulizacijq. Lenteléje matome, kad
geriausiai pavyksta paveikti plauciy arterijos audinius, tai neabejotinai dél jy

anatominiy sienelés ypatumy.

3 lentele. Apzvalginé deceliulizacijos efektyvumo jvertinimo schema

+ deceliulizacija visiska;, +/- vietomis deceliulizacija nevisiska; - nejvyko

deceliulizacija
o Apdorojimo biidas AoS | AoV | PAS | PAV
, | 0.1% DEO +0,1% SDS -+ ‘
5 0,1% DEO + 0,25% Triton 100 - - - -
3 0,5% tripsinas + 0,2% EDTA - - - -
J 0,05% tripsinas + 0,02% EDTA - - - -
0,45% hipotoninis NaCl tirpalas + 0,5% | - - + -
s DEO + 0,1% SDS + 0,25% Triton 100
0,45% hipotoninis NaCl tirpalas + 0,1% | - - - -
. DEO + 0,25% triton 100 + 0,2% EDTA
0,45% hipotoninis NaCl tirpalas + 0,1% | +
, DEO + 0,1% SDS + 0,2% EDTA
1% CHAPS + 0,25% triton 100 - - - -
8
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36 pav. Elastiniy skaiduly biiklé po deceliulizacijos (van Gieson x40)

Aortos siena Plaudiy arterijos siena

7 protok.
Skaidulos be
pakitimy

2 protok.
Skaiduly

fragmentacija

Septintojo protokolo audiniai, nepaisant visiskos deceliulizacijos, turi
biti vertinami skaiduly elastingumo atzvilgiu. Neturédami galimybés tirti
kolageno skaidulas, kaip ekvivalentq tyréme elastines skaidulas. 7-o protokolo
histogramose matome vientisas liniuotas elastines skaidulas, beveik visos
issideésciusios viena kryptimi. Tuo tarpu lygindami su 2-u protokolu, kur
nejvyko deceliulizacija, matome pakenktas elastines skaidulas, fragmentacijq.
Iverting Siq informacijq, galime teigti, kad, apdorojant audinius antruoju
metodu, ECM yra pakenktas taip, kad po implantacijos galimas suirimas, o
esant nepakenktoms elgastinéms skaiduloms, didelé tikimybé, kad struktiiviné
ECM sudeétis issaugota. Tokie audiniy apdorojimo rezultatai leidzZia daryti

prielaidq, kad eksperimente in vivo Sis karkasas pasiteisins.

6. Nulastelinty (deceliulizuoty) voZtuviniy transplantaty patikrinimas
eksperimentiniame modelyje in vivo (N=9).
Remiantis anksciau gautais teigiamais cheminio apdorojimo ir

deceliulizacijos rezultatais, toliau atlikti eksperimentai in vivo, naudojant
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voztuvinius konduitus, apdorotus EDC ir 7-u protokolu.

Atlikti 9 eksperimentai, po 3 implantacijas kiekvienoje grupéje,
EDC apdoroti tik aortos vozZtuviniai konduitai, tikintis, kad pastarieji
patvaresni ir geriau atlaiko mechaninj stresq. Eksperimento metu
naudota DKA, vidutinis DKA laikas 42,8+7,7 minutés. Sis laikotarpis
skaiciuojamas nuo pat DKA pradzios iki galutinio sustabdymo su
simpatomimetikais ar be. Eksperimentiniai kurie

gyvunai, turéjo

refrakterinj Sirdies silpnumq ar plauting hipertenzijg ir dél to
eksperimento metu ar po jo nugaiso — nejtraukti.

45 dienos po implantacijos jvertintas liekamojo kalcio kiekis,
echoskopiskai jvertinta kraujotaka per transplantatq, makroskopinis ir

mikroskopinis vaizdai.

4 lentelé. Liekamojo kalcio kiekis ir spaudimy gradientai per PA voztuvg

Liekamojo kalcio | Spaudimo per
kiekis voztuvg
(mg/g) gradientas
(mmHg)
Karbodiimidu apdorotas Ao 12,05+0,2 2+0,2
voztuvinis transplantatas (N=3)
\Deceliulizuotas PA voztuvinis 0,27+0,03 1,3+0,12
transplantatas (N=3)
Deceliulizuotas Ao voztuvinis 0,450,025 1,6+0,2
transplantatas (N=3)

Operacijy metu pries eksplantacijq buvo atliekamos epikardinés
echoskopijos, vertinama voztuvo funkcija, vidutinis spaudimo gradientas
per voztuvq. Rezultatai parodé, jog visy trijy grupiy voztuviniai implantai
turéjo nedidelj, fiziologiskai normaly gradientq. Kiek mazesni skaiciai
buvo deceliulizuoty voztuvy (4 lentelé). Taciau vertinant liekamojo kalcio
kad deceliulizuoty voztuvy

kiekj, skirtumai daug didesni, matome,
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liekamojo kalcio kiekis mazesnis net 30 ar 60 karty nei apdoroto EDC.
Vertinant makroskopiskai, deceliulizuotas voztuvas po implantacijos
niekuo nesiskiria nuo natyvinio. Burés plonos, permatomos, be
kalcifikavimo ar irimo Zidiniy. Sienelé elastinga, normalios spalvos, be

kalcinaty (37 pav.).

37 pav. Eksplantuotas voztuvinis konduitas, apdorotas deceliulizacijos

budu

38 pav. Liekamasis kalcio kiekis eksplantuotame deceliulizuotame
transplantate

Plauciy arterija X40 von Kossa Aorta X40 von Kossa
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Histogramose, ieskant liekamojo kalcio intarpy, nematyti jokiy tamsiy
demiy (38 pav.) nei aortos, nei plauciy arterijos audiniuose, kaip tai buvo
cheminio apdorojimo metu, kur net EDC grupéje liekamojo kalcio Zymiy

buvo.

39 pav. Epikardiné intraoperaciné echoskopija, matuojant spaudimy

gradientus ir vertinant voztuvo funkcijg

.0 z G 82%

F MH
PRF 11.1kH=z

40 pav. Epikardiné intraoperaciné echoskopija, matuojant spaudimy
gradientus ir vertinant voztuvo funkcijg

7.5 MHz G 79% CFM F 5.0 MHz G 46%
PRF 4.8k
PRS A PRC 3-L-H o |
Wi M
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Vertinant voztuvy morfologijq ir funkcijq epikardinés echoskopijos metu,
esminiy skirtumy tarp Ao ir PA transplantaty nestebéta. Ao voztuvo
struktiiros kiek labiau isreikstos. Pulsiniu dopleriu matuojant kraujotakg
per transplantatq (39 pav), stenozavimo pozymiy néra, kraujotakos greitis
normos ribose. Burés visais atvejais elastingos, lankscios, be sklerozés
Zidiniy. Vietomis stebéta minimali regurgitaciné tékmeé (40 pav),

hemodinamiskai nereiksminga.

41 pav. Kiaulinio deceliulizuoto aortos voztuvo transplantato pavyzdys

42 pav. Kiaulinio deceliulizuoto plauciy arterijos voztuvo transplantato

pavyzdys
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Eksperimentiniame in vivo modelyje lyginant skirtingus apdorojimo
metodus, geresnius rezultatus pavyko gauti deceliulizavus vozZtuvinius
konduitus. Pastarieji turéjo neZymiai geresnius hemodinaminius
parametrus ir zZymiai mazZiau kaupé kalcj. O lyginant deceliulizuotus
aortos ir plauciy arterijos transplantatus (41,42 pav), geresni rezultatai
plauciy arterijos konduity. Tikétina, kad tq jtakoja anatominés
transplantato savybés.

Si technologija originali, patentuotina, taciau reikalinti tolimesni
issamiis tyrimai, vertinant viduriniuosius ir tolimus rezultatus bei audiniy

ypatybes kaupiant kalcj bei vertinant hemodinamines savybes.
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6. REZULTATU APTARIMAS

Sirdies voztuvy protezavimas biologiniu ar mechaniniu protezu islicka
pagrindiniu vozZtuvy degeneraciniy ligy gydymo biidu. Jau minéta anksciau,
kad abu protezy tipai turi Siokiy tokiy tritkumy ir privalumy. Mechaniniai —
ilgaamziai, taciau pagaminti is medzZiagy, kurios yra svetimos zmogaus
audiniams, todél yra trombogeniski, reikia visq gyvenmimg vartoti
antikoaguliantus, kurie gali sukelti kraujavimo komplikacijy. Sio tipo voZtuvai
neauga, neregeneruoja bei netinka vaikams. Biologiniai protezai alo- ar
ksenogeninés kilmés turi geresnes hemodinamines savybes, netrombogeniski,
nereikia kraujo kresumq mazinanciy vaisty, taciau turi ribotq funkcionavimo
trukme, nes sukalkéja, suyra [145]. Tai sqlygota antigeninés struktiiros arba
apruosimo ypatumy, kai endotelinés lgstelés negali augti ant protezo vidinio
pavirsiaus [146]. Geriausi bity autotransplantatai — jie gyvi, gali augti,
regeneruoti, taciau labai ribotos galimybés juos naudoti — tik Rosso operacija.

Biologiniai vozZtuvai priskiriami gausiai kolageno turintiems
audiniams,  todel,  implantavus |}  svetimq  organizmqg  kaip
ksenotransplantatqg,  galimos  atmetimo  reakcijos  jvairiausiomis
israiskomis dél ant kolageno esanciy antigeniniy struktiry. Siekiant to
isvengti, bioprotezai apdorojami jvairiausiomis cheminémis medziagomis,
kurios mazina antigeniskumg, stabilizuoja audinius, suformuodamos
skersines jungtis tarp polimery. Tai gali biiti medziaga su bifunkcinémis
savybémis, kuri savo cheminémis amino ir/ar karboksilo grupémis sudaro
skersines jungtis tarp skirtingy kolageno polimery molekuliy amino ir/ar
karboksiliniy grupiy. Taciau vykstant tokio tipo reakcijoms, beveik visada
sudaromos vadinamosios ,,nulinio ilgio* jungtys. Tai tiesioginé jungtis
tarp dviejy to paties polimero kolageno molekuliy ar molekuliy funkciniy
grupiy, nesujungiant skersine jungtimi skirtingy polimery. Tokios
., hulinio ilgio* jungtys labai pakeicia audiniy savybes, pastarieji tampa
kieti, praranda elastingumqg. Norint to iSvengti, chemiskai apdorojant

naudojami ,,tarpininkai“ — medziagos, kurios blokuoja galimus ,,nulinio

75



ilgio“ jungciy Saltinius, t.y. amino, karboksilines ar kitas grupes.

Biologiniy voztuvy apruosimui gali biti naudojamos jvairios
cheminés medziagos, taciau pagrindinis tikslas — stabilizuoti kolagenines
skaidulas. Dazniausiai naudojamas glutaraldehidas. Atliktos jvairios
studijos tinkamiausiai koncentracijai ir apruoSimo mechanizmui parinkti.
Nustatyta, kad geresnis efektas gaunamas naudojant mazos
koncentracijos (<1 proc.) glutaraldehidg, ypac¢ po to atliekant
detoksifikacijqg [147]. Kartu kaip papildomas priedas, koreguojantis kalcio
apytakg, gali biiti naudojama 2-a-amino oleino rugstis. Tai mononesocioji
riebioji omega 9 riigstis, oleino rugsties, kuri dalyvauja organizmo
metabolizme, derivatas. Pastaroji labai lengvai kovalentinemis jungtimis
jungiasi prie karboksiliniy grupiy ir stabdo kalcio metabolizmq j
audinius. Geriausiai tai vyksta vozZtuvy burése, bet ne sienelése. Tai
kombinuotas audiniy cheminis apdorojimas, kurio modifikacijy sukurta daug.
Kiekviena modifikacija skirta sustabdyti kalcio jungimgsi prie implanto, kai
lieka laisvi radikalai-jungtys. Kolageno skaiduly ,,nulinio ilgio* jungtys,
kuriy susidaro itin daug, pakeicia audinio savybes, todél reikia blokuoti
papildomas laisvas aktyvias chemines grupes.

Pastaroji kombinacija taikoma biologiniy vozZtuvy gamyboje. Vertinant
bioprotezy funkcijg atokiu laikotarpiu, matomi geri rezultatai, tik 10-15
procenty pacienty po 13 mety nuo implantacijos prireiké pakartotinés
operacijos [148].

Eksperimentuose bandomos ir kitos cheminiy medziagy kombinacijos,
galinc¢ios sustabdyti vozZtuvy kalkéjimg. PavyzdZiui, prie jau minétos
kombinacijos pridéjus karbodiimidg. Literatiiroje jau senai aprasytas Sios
medziagos teigiamas poveikis, nurodoma, kad netgi jvairesnése kombinacijose
efektas dar geresnis [149].

Savo tyrime negaléjome ir neturéjome tikslo kartoti patentuoty
technologijy, taciau ieskojome ekvivalentiSky medZiagy su panaSiomis ar
geresnémis cheminémis savybémis.

Glutaraldehidas  pasirinktas  kaip  pagrindiné  medziaga
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biologiniams Sirdies protezams apdoroti, tai paprasciausias bifunkcines
savybes turintis reagentas. Glutaraldehido molekulé jungiasi su dviejy
kolageno molekuliy grupémis, naudodama savo karboksilines grupes.

Miisy eksperimentuose naudojome mazos koncentracijos (0,1%)
glutaraldehidq. Tai daréme tikédamiesi geresnés audiniy apsaugos ir
pakankamo stabilizacinio efekto. Literatiuroje akcentuojama, kad didelés
koncentracijos (>0,625%) glutaraldehidu apdoroti audiniai kalkéja
greiciau [150].

Kombinuotam apruosimui pasirinkome alaning ir norvaling, tai
trumpyjy grandziy amino riugstys, kurios panasiai kaip alfa amino oleino
rugstis blokuoja karboksilines grupes, skatina audiniy regeneracijq,
augimq. Alanino ir norvalino aktyvumui didinti pasirinkti L izomerai,
kurie net prarade vandenilio atomgq, sudaro stabily, nekintantj, neaktyvy —
COO radikalg. Siy medziagy naudojimas néra anksciau niekur aprasytas,
todél negalime palyginti rezultaty.

Kita medziaga kombinuotam apruosimui — karbodiimidas. Tai tirpi
vandenyje cheminé medzZiaga, galinti sudaryti skersines jungtis su
kolageno karboksilinéemis ir amino grupémis (is aspartato ir glutamato
riugsciy). Taip pat pasizymi gebéjimu sudaryti ,,nulinio ilgio* jungtis.
Siekiant iSvengti tokio reiskinio, naudojama kartu su N-hidroksisukci-imidu
(NHS), kuris stabilizuoja skersines jungtis, konvertuoja reakcijos metu
susidariusiq cheming grupe O-aciliurea j karboksilo grupe, kuri gali
sudaryti jungtis su laisva amino grupe. Kitas audiniy ,,tarpininkas‘ —
Jjeffamin, si medziaga taip pat kaip ir NHS blokuoja , nulinio ilgio
jungtis “. Tai néra nauja medziaga, eksperimentai in vivo parodé gerus
rezultatus, lyginant su standartiniu Glu apdorojimu [151].

Miisy tyrimai parodé, kad apdorojus net ir nedidelés koncentracijos
glutaraldehido tirpalu, audinius implantavus j greito metabolizmo aplinkg,
gaunamas ryskus kalkéjimas (1 lentelé). Nors kalkéjimas maziau intensyvus
negu audiniy be apdorojimo, bet liekamojo kalcio kiekis reiksmingas. Lyginant

panasy tyrimg su paodzio implantais Ziurkems [152], miisy eksperimentiniai
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rezultatai geresni, kalkéjimo lygmuo mazesnis, cCia pat verta pastebéti, kad
Bezuidenhout ir kt. atliktuose eksperimentuose, papildomai prie apruosimo
glutaraldehidu pridéje lizing, kalkéjimo lygmenj sumazino iki 5 karty, tuo
tarpu miisy tyrime atvirksciai — liekamojo kalcio kiekis liko panasus arba netgi
didesnis nei apruoSiant tik su glutaraldehidu. Tai galima paaiskinti lizino
cheminiu aktyvumu, miisy pasirinktos amino rigstys tikétina nepakankamai
sujungé laisvuosius  radikalus, susidaré galimybé formuotis kalcio
sankaupoms.

Kalkéjimo  profilaktikai  naudodami  karbodiimidg, gavome
geriausius rezultatus lyginant su kitomis medziagomis, atliekant
implantacijas j paodj. Sio tipo kombinuotame apruosime dar papildomai
naudojome alaning, tai, tikétina, dar labiau sumazino liekamojo kalcio
kiekj. Taip daryta tikintis, kad ne visada pavyksta isardyti ar blokuoti
daugiau nei 50% ,,nulinio ilgio* jungciy, o alaninas Siuo atveju buvo
kaip galutiné blokuojanti molekulé. Tad kuo maziau Zalingy jungciy, tuo
labiau iSsaugojamos audiniy savybés. Panasiis rezultatai gaunami ir kity
tyréjy, kai prie karbodiimido papildomai pridéjus amino rigstj ar riebigjq
rugstj, kalkéjimas sumazinamas [153].

Lyginant vozZtuviniy transplantaty liekamojo kalcio kiekj tarp
skirtingy chemikaly grupiy, aortos sieneléje ir burése, maziausias kiekis
aptinkamas po apruosimo karbodiimidu. Sioje grupéje sieneléje kalcio
kiekis didesnis, nes joje daugiau kolageno, kuris kalkéja, taciau, lyginant
tarp Siy audiniy tipy, kalcio kiekis skiriasi statistiskai patikimai.

Kartojome eksperimentus, pakeite eksperimentini modelj, voZtuvinius
transplantatus implantavome kiauléms j pilvo aortq. Gavome labai panasSius
rezultatus kaip ir eksperimentuose su ziurkémis. MazZiausias liekamojo kalcio
kiekis rastas apruosus karbodiimidu. Atlikus histologinj audiniy tyrimgq, visose
grupése, isskyrus karbodiimido, gerai matomi gausiis kalcio intarpai.
Histogramose jie matomi kaip juodi taskai, beveik visais atvejais uzpilde buriy
vidy ir sienelés didzigjq dalj (15-22 pav.). Tik apruosus karbodiimidu, kalcio
intarpy nedaug susikaupé pavirsiuje (23—24 pav.). Dél tokio kalcio issidéstymo
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jvvko pakitimai burése ir, matuojant spaudimy skirtumus, rasti esminiai
skirtumai kontrolinéje grupéje ir glutaraldehido apruosimo grupéje. Visi
tyrimo duomenys patvirtina, kad karbodiimidu aktyvavus karboksilo grupes
kolageno polimeruose, surisus jas amino grupémis ir papildomai stabilizavus
Jaffaminu bei alaninu, gaunamas geras efektas. Kalkéjimas pavirsutinis,
vadinasi, dauguma laisvyjy radikaly suristi, kolageno skaidulos stabilizuotos,
del to issaugotos audiniy elastinés savybés. Vieni autoriai teigia, kad
kalkéjimas jaunuose organizmuose labai aktyvus ir, nepaisant apdorojimo,
transplantatai  kalkéja [154], kiti — priesingai, kad apdorojimas nors ir
glutaraldehidu naudingas, slopina imuninj atsakq, netgi sudaro sglygas
konduitui augti [155]. Miisy tyrimy rezultatai parodo, kad audiniy apruosimas
turi daug jtakos audinio savybéms ir vozZtuvo funkcijoms, galimai leidZia augti
ir regeneruoti audiniams. Labai svarbi cheminiy medziagy kombinacija, kuri
visiSkai uztikrinty audinio stabilizavimg ir laisvy karboksilo jungciy
inaktyvavimg.

Kitas biidas apruosti voztuvinius transplantatus — audiniy inZinerija.
Donoriniai ar ksenogeniniai Sirdies vozZtuvai, jvairiais biidais apruosti,
pasalinus lgstelinius antigenus, kurie sukelia imunines reakcijas, gali biiti
naudojami kaip karkasai implantacijai ar tolimesniam apauginimui lgstelémis.
Pasalinus lgstelines struktiiras, gaunamas ekstraceliulinis matriksas, sudarytas
is struktiriniy baltymy, prie kuriy tolimesniu etapu gali tvirtintis lgstelés.
Nulgstelinimo procediiry gali biiti jvairiausiy — pavyzdziui, liofilizacija (sausas
uzsaldymas) [156], audiniy apruosimas tripsinu [157], apruoSimas
detergentais [158], apruosimas jvairiais fermentais [159]. Tyrimy metu
nustatyta, kad naudojant tripsing gaunamas negrynas nulgstelinimas bei
pazeidziamas matriksas [160], taciau kity tyréjy duomenimis, fermentinio
apruosimo metu galima gauti visiSkq nulgstelinimq, issaugant ekstralgsteling
struktiirg [161]. Atliekant tyrimus su tripsinu ne daznai gaunamas norimas
nulgstelinimo efektas, o naudojant detergentus dazniausiai deceliulizacija
pavyksta ir nepazeidziamas matriksas [162]. Dazniausia prieZastis, kodél

vieny tyrimy metu pazeidziama struktiira, kity ne — endogeniniai fermentai,
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kuriy yra audiniuose. Pastaruosius aktyvavus jvairiy cheminiy procesy metu,
gaunami struktiriniai pazeidimai. Todél atliekant nulgstelinimo procediiras
biitina naudoti fermenty inhibitorius, siekiant iSvengti nepageidaujamy
komplikacijy [163]. Tolesniame etape, kai pasalinamos pagrindinés lgstelinés
struktiiros, labai svarbu is audiniy paSalinti ar suardyti DNR ir RNR. Tai
atliekama  pasitelkiant ~ fermentus [164]. Taigi, audiniy kokybé ir
funkcionalumas po deceliulizacijos labai priklauso nuo taikyto metodo ir
kryzminiy jungciy, stabilizuojanciy kolageno skaidulas, susidarymo. Reikia
pastebéti, kad pastarieji procesai stabdo arba visai panaikina audinio
galimybe augti, pléstis. Tyrimuose su avimis pastebéta aceliuliniy karkasy,
kurie néra papildomai apruosti cheminémis medziagomis, augimas,
neovaskuliarizacija, receliulizacija [165], jie islaiko reikiamq funkcionalumgq
po implantacijos.

Atlikus  tokio tipo biologiniy voztuvy pirmgsias implantacijas,
mirstamumas ankstyvu laikotarpiu buvo iki 75% dél imunologiniy reakcijy j
svetimkiinj [166]. Vis délto aceliuliniy karkasy naudojimas kaip biologinio
protezo atrodo gera perspektyva, nepaisant to, kad islieka zoonoziy ir imuniniy
reakcijy rizika. Tyréjai ne tik in vitro ar eksperimentuose in vivo, taciau ir
implantuodami pacientams, gavo gerus artimus ir viduriniuosius rezultatus,
naudodami nulgstelintus alotransplantatus [167]. Deja, alotransplantaty
dydziy pasirinkimas (dazniau pasitaiko didesnio diametro) ir galimybé greitai
gauti — riboti, o atliekant eksperimentus ir lyginant skirtingos kilmés
transplantatus, geresni rezultatai gauti su ksenotransplantatais [168].
Pastaryjy privalumas — galimybé didesniais kiekiais, jvairesniais dydZiais ir
greitesniu laiku paruosti. Pagrindiniai tritkumai — didesnis imunologinis
atsakas dél daugybés antigeny ir zoonoziy perdavimo galimybé. Galimos
imunologinés reakcijos j ksenotransplantatus placiai istyrinétos Lynno ir kt.
[169].

Kitas minétas pavojus — zoonozés, tai galimybé perduoti ksenogeninés
kilmés infekcijq zmogui. DidzZiausia tikimybé perduoti kiauliy endogeninj

retrovirusq [170] ar is jaucio audiniy uzkrésti spongiformine encefalopatija
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Creutzfeld-Jakobo ligos atveju. [171].

Leyh ir kt. [172] eksperimentiniy tyrimy metu jrodé, kad nesant grynos
deceliulizacijos, kada lieka tik apie 2% DNR, rizika perduoti infekcijg
sumazéja iki minimumo. Todél labai svarbu taikyti tinkamg apruosimo metodg,
leidziantj idealiai gerai atlikti nulgstelinimg ir likusios DNR ar RNR
pasalinimq.

Atrasta daug jvairiy apruosimo bidy, dazniausiai taikoma keliy metody
kombinacija. Dazniausiai naudojamos medziagos:

1) Nejoniniai detergentai — suardo riebaly-riebaly ir riebaly-baltymy jungtis,
taciau islieka tarpbaltyminés jungtys. [173] Triton X-100 geriausiai Zinoma ir
dazniausiai naudojama medziaga, puikiai suardanti branduoliy struktiras,
taciau ne iki galo atlieka lgsteliniy elementy suardymgq transplantaty voztuvy
sienelése [174]. Be to, netenkama gliukozaminoglikany.

2) Joniniai detergentai — efektyviai suardo ir pasalina citoplazminius lgstelés
organoidus ir branduolines struktiiras [175]. Natrio dodecilcholiné riigstis ir
natrio dodecilsulfatas geriausi Sios grupés atstovai. Dodecilcholiné rigstis
gerai nulgstelina Sirdies voztuvus, palikdama struktirinius matrikso elementus
nepazeistus [176,177]. Panasus efektas gaunamas naudojant dodecilsulfatq,
taciau matrikso pazeidimai daznesni, netenkama gliukozaminoglikany,
suardomas kolageno skaiduly vientisumas [178].

Miisy tyrime naudojome triton-100 izoliuotai ar kombinacijoje su vienu
ar keliais joniniais detergentais. Visi detergentai naudojami mazZomis
koncentracijomis, siekiant issaugoti matriksq ir maksimaliai suardyti lgstelines
struktiiras. Naudodami kombinacijoje skirtingus detergentus, tikéjomeés, kad
skirtingomis savybémis papildys vieni kitus. Taip pat bandéme apruosti
audinius ir misriy savybiy turinciais detergentais. Be to, nulgstelinimo efektui
sustiprinti naudojome hipotoninj tirpalg, tikédamiesi, kad tai padés pirmiausiai
suardyti lgsteles membrane, o véliau likusias struktiras.

Apruosiant audinius detergentais, viena is svarbiausiy savybiy yra
kritinis miceliy sudarymo taskas, tai tam tikra detergento koncentracija, kuriai

esant sudaromos micelés ir prasideda veikimas. Kiekvienam tipui Sis skaicius
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skirtingas, taciau kiekvienam tipui svarbios vis kitokios fizinés sqlygos,
lemiancios sj skaiciy. Joniniam tipui neturi jtakos temperatira, tuo tarpu ne
Jjojiniam, keliant temperatiirg, didéja CMC. Veikimo principas detergentams
bendras, kol koncentracija mazesné CMC, molekulés laisvai plaukioja ir
nuséda monosluoksniu, virs CMC molekulés sudaro miceles ir netirpias
medziagas istirpina, denatiruoja baltymus, suardo membranas. Kontroliuoti
Sig pusiausvyrq sunku, taciau tinkamai parinkus komponentus, gaunami geri
rezultatai.

3) Chelatai — EDTA, dazniausiai naudojama medziaga, turinti Zieding
molekuling struktiirqg su metalo jonu centre. Dazniausiai Mg2+ ir Ca2+, kurie
reikalingi lgstelems tvirtinantis prie matrikso kolageno. Prisijungdami
pastaruosius metaly jonus, chelatai pasalina lgsteles nuo pavirsiy.

4) Fermentai — pagrindinés medziagos — proteazés ir nukleazes. Tripsinas —
dazniausiai naudojama proteazé, suardanti peptidines baltymy jungtis.
Endonukleazés ardo DNR ir RNR vidines jungtis, o egzonukleaze —terminalines
jungtis, sglygodama baltymo suirimg. Audinius apruosiant fermentais,
pastarieji taip pat pazeidzia matriksq [180]. Be to, dazniausiai naudojami
fermentai yra gyvulinés kilmés (jaucio), todél egzistuoja ligy perdavimo rizika
[181].

Tyrime bandéme skirtingy koncentracijy fermentinius tirpalus (tripsino,
DNR-aze, RNR-aze) su chelatais (EDTA) efektui sustiprinti. Pasirinkome
skirtingas koncentracijas norédami jvertinti jy poveikj audiniams ir kartu
labiau apsaugoti matriksq, apruosiant su mazesnés koncentracijos fermentu.

Nuo 2004 m. audiniy inZinerijos paruosti vozZtuvai gaminami
pramoniniu budu (daugiausia — Matrix P® ir Matrix P Plus®, AutoTissue
GmbH, Berlin, Germany), atlikta per 1000 implantacijy pacientams daugiau
nei 5 Europos Salyse [182]. Taciau ir Siy voZtuviniy transplantaty artimi
rezultatai ne visada geri — grupé chirurgy is Vokietijos pranesé apie voztuvy
suirimq [183].

Atliekant eksperimentus in vitro, is 8 apruosimo protokoly tik vienas

visiskai nulgstelino plauciy arterijos ir aortos voztuvinius transplantatus.
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Efektyviausias metodas — naudojant joninius detergentus. Deceliulizacija jvyko
visuose audiniuose, isskyrus aortos sienq, tuo tikslu patobulinome apdorojimo
biidg, pridéedami hipotoninj tirpalq. Efektas gautas geras, lgsteliniy struktiiry
niekur nematyti, deceliulizacija visiska. Toks rezultatas atitinka ir kity autoriy
tyrimus, kur joniniai detergentai nurodomi kaip efektyviausi [184]. Tuo tarpu
vertinant visas kitas detergenty kombinacijas, efektas negautas, histogramose
matomi  branduoliai. Naudodami misriy savybiy detergentq, noréjome
issiaiskinti poveikj Sirdies voztuvy audiniams, o efektui sustiprinti pridéjome
nejoninj detergentq. Taciau rezultatas visiskai atitiko literatiiroje nurodomgq,
pastaroji risis netinkama Sirdies audiniams apruosti [184].

Eksperimentuodami  su  joniniais detergentais ir gave VvisiSkq
deceliulizacijq, taip pat turéjome jvertinti audiniy elastines skaidulas, kurios,
implantavus | hemodinamine , lemty transplantato hemodinamines savybes ir
funkcionavimo trukme. Atlikus histologinius tyrimus pavydzZiuose, kur buvo
visiSka deceliulizacija, matomos nepazeistos elastinés skaidulos (36 pav.
virsutinés histogramos). Siuo atveju pasiteisino detergenty naudojimas
mazomis koncentracijomis, siekiant issaugoti matriksq, kai tuo tarpu naudojant
tris detergentus ar didinant koncentracijas, gavome elastiniy skaiduly
fragmentacijqg.

Siekdami patvirtinti audiniy apruosimo protokoly efektyvumq, atlikome
ir in vivo eksperimentus. Stebéjome voZtuviniy transplantaty funkcijq ir
struktiirq artimu laikotarpiu po implantacijos | plauciy arterijos voztuvo vietq.
Gauti geri rezultatai, liekamojo kalcio kiekis nedidelis, lyginant su cheminiais
apruosimo metodais, netgi mazesnis. Histologinio tyrimo metu kalcio intarpy
nematyti (38 pav.), o ir anatomiskai eksplantuotas vozZtuvas atrodo normaliai,
elastingi, nepakite audiniai (37 pav.). Sie duomenys sutampa su kity
mokslininky atliktais tyrimais [185,186]. Tolimesni tyrimai parodeé, kad
pasalinus visq antigeninj substratq, audiniy antigeniskumas sumazéja, o tai
lemia ir kalkéjimo tikimybés sumazéjimg [187].

Labai svarbus etapas — voztuvo funkcijos jvertinimas, kuris atliktas

pakartotinés operacijos metu. Rezultatas — matoma gera voztuvo buriy funkcija
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ir nereikSmingas spaudimy skirtumas.

Lygindami du skirtingus apruosimo biidus, matome, kad geresni
rezultatai gaunami nulgstelinant audinius. Sékmingai atlikus nulgstelinimq ir
antigeniniy  struktiury pasSalinimq, sumazinamas imunologinis atsakas,
pailginama transplantato funkcionavimo trukmeé. Tolimesniame etape tikslinga

tirti voZtuviniy transplantaty funkcijq atokiu laikotarpiu.
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7. ISVADOS

1. Atlikus ksenotransplantaty apdorojimqg cheminémis medZiagomis,
maziausias kalkéjimas gautas apdorojant karbodiimidu

eksperimentuose ir su mazais, ir su dideliais gyviinais.

2. Ksenotransplantaty deceliulizacija gauta naudojant detergenty ir kity
medziagy kombinacijq (0,5% hipotoninis NaCl tirpalas su 0,1% DEO,
0,1% SDS ir 0,2% EDTA). Visi kiti apruosimo protokolai daveé

nepakankamgq deceliulizacijg arba buvo neefektingi.

3. Deceliulizacijos biidu apdoroti voztuviniai transplantatai kalcj kaupia

maziau nei kitais buidais paruosti.
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