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Sposób wytwarzania heterologicznych przeszczepów arterii

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarza¬
nia heterologicznych przeszczepów arterii, w któ¬
rym uwalnia .się zwierzęce arterię od otaczającej
je tkanki, podwiązuje się jedwabiem ich odgałę¬
zienia boczne, oddziela się tkankę mięśniową i
włókna elastyczne na drodze rozkładu proteoli¬
tycznego, a otrzymane w ten sposób rurki kola¬
genowe usieciowuje się poprzecznie.

Znane jest zastępowanie wadliwych arterii trze¬
ma metodami poprzez:
a) stosowanie żył autologicznych,
b) stosowanie przeszczepów z tworzyw sztucznych,
c) stosowanie przeszczepów heterologicznych ar¬
terii.

Wielką zaletą zastępowania wadliwych arterii
autologicznymi żyłami jest ich 'bezwarunkowa
zgodność immunologiczna, ponieważ przeszczep po¬
chodzi z organizmu tego samego pacjenta.

Jednakże niekorzystnie oddziałuje tutaj fakt,
że żyły /na przykład Vena sphena magna/ uzy¬
skuje się dopiero po żmudnej operacji, przy któ¬
rej potrzebne są liczne cięcia, które stwarzają
dodatkowe ryzyko, związane z operowaniem pa¬
cjenta.

Przeszczepy protetyczne z tworzyw sztucznych
nie nasuwają również zastrzeżeń pod względem
immunologicznym i można je mieć zawsze w re¬
zerwie. Jednakże nie nadają się one do wszczepia¬
nia w miejscach, gdzie znajdują się stawy, po¬
nieważ wiąże się to z dużym ryzykiem.
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Heterologiczne przeszczepy naczyniowe na sku¬
tek niżej wymienionych właściwości okazały się
bardzo cenne. Dają się one bardzo dobrze zszy¬
wać i można je wytwarzać prawie w każdej po¬
trzebnej długości i średnicy. Przez zszywanie ra¬
zem kilku krótszych odcinków można otrzymywać
przeszczepy o dowolnej długości. Ponieważ do
wszczepienia tych heterologicznych protez naczy¬
niowych wystarczą 2 lub 3 nacięcia skóry, ryzy¬
ko związane z operacją jest bardzo niewielkie i
dlatego można je stosować również w przypad¬
kach bardzo zagrożonych pacjentów (nadciśnienie,
niewydolność serca, cukrzyca itd/.

Znane jest z opisów patentowych Stanów Zjed¬
noczonych Ameryki nr 2 900 644 i nr 3 098 480 o-
trzymywanie heterologicznych przeszczepów arterii
w następujący sposób.

Arterie, korzystnie tętnice szyjne, pobrane przy
uboju ssaków o odpowiedniej wielkości, jak na
przykład cieląt lub jałówek, są wkładane do zim¬
nego roztworu fizjologicznego soli kuchennej i
transportowane z rzeźni do laboratorium. Następ¬
nie naturalne naczynia /krwionośne) są uwalniane
z otaczającej je tkanki, a ich boczne odgałęzienia
są podwiązywane jedwabiem.

Otrzymany w ten sposób preparat nie nadaje
się jednak do transplatacji, ponieważ znajdująca
się w ściance naczynia tkanka mięśniowa, a także
elastyczne włókna będą wywoływały reakcję od¬
rzucenia przeszczepu. Z tego względu konieczne
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jest wyeliminowanie wywołującej taką reakcję
tkanki ze ścianek naczynia. 'Następuje to poprzez
inkubację w roztworze enzymatycznym, szczegól¬
nie w ^buforowanym roztworze iicyny. Ficyna jest
fermentem proteolitycznym, czyli rozkładającym 5
białko, otrzymywanym z dzikich fig. Mogą być jed¬
nak używane także i inne enzymy proteolityczne,
jak trypsyna i papaina. Wiadomo, że te enzymy
proteolitycznie nie są w stanie spowodować roz¬
kładu kolagenowego szkieletu arterii. Poprzez in- 10
kubację arterii, zawierających jeszcze tkankę mięś¬
niową i elastyczne włókna, uzyskuje się „wytra¬
wienie" tych antygenowo działających składników
tkanki. Przy tym procesie „wytrawiania", jak przy
każdym procesie enzymatycznym konieczne jest i5
nastawienie optymalnej wartości pH roztwory.

Po inkubacji w roztworze fermentu względnie
ficyny poddane proteolizie arterie cielęce, względ¬
nie krowie zastają dokładnie przemyte wodą de¬
stylowaną, a następnie przez Wprowadzenie ich 20
do roztworu chlorynu sodowego o określonym stę¬
żeniu i przetrzymywanie w nim przez pewien o-
kreślony czas następuje zatrzymanie reakcji enzy¬
matycznej.

Materiał pozostały po takim traktowaniu stano- 25
wi wyłącznie szkielet kolagenowy, istniejący we
wszystkich arteriach. ■■

Otrzymana rurka kolagenowa nie działa już
antygenowo, ale jeszcze nie nadaje się do tran¬
splantacji, ponieważ nie posiada ona wymaganej M
szczelności i stabilności.

Szczelność i stabilność uzyskuje się poprzez gar¬
bowanie rurki kolagenowej, a mianowicie przez
umieszczenie jej na pewien określony czas w zbu-
forowanym roztworze garbującym. 35

Dobrymi do tego celu garbnikami okazały się
dotychczas skrobia dwualdehydowa, glioksal i po-
liakroleina, można jednak stosować do tego także
i inne garbniki, jak na przykład aldehyd mrów¬
kowy, celulozę dwualdehydowa, aldehyd glutaro- 40
wy i inne. Zachodzący przy tym proces jest okreś¬
lany jako sieciowanie poprzeczne. Sprawdzanie
szczelności następuje poprzez nadmuchiwanie sprę¬
żonym powietrzem do ciśnienia 240 mm Hg, przy
czym arterie zanurza się^ w wodzie. 45

W ten sposób otrzymane „protezy naczyniowe"
są naciągane następnie na pręty metalowe o od¬
powiedniej średnicy i wkładane do zamykanych
rurek szklanych, zawierajacyen roztwór odpowied¬
ni do sterylizacji. Sterylizacja ta trwa 14 dni i w
może przebiegać na przykład w roztworze konser¬
wującym przy temperaturze' 37°C, utrzymywanej
przez umieszczenie w inkubatorze. Wystetylizowa-
ne protezy naczyniowe pozostają w rurkach szkla¬
nych aż do chwili ich użycia. 55

W tym samym sposobie wytwarzania występuje
proces statyczny, to znaczy, że proteoliteczny roz¬
kład tkanki i sieciowanie poprzeczne przebiegają
statycznie.

Przy przeszczepach, wytwarzanych w ten sposób 6q
nie zostało wyraźnie uwzględnione to, że kolagen,
to jest istniejąca jeszcze po rozkładzie substancja
szkieletowa, może nieść ze sobą pewne immuno¬
logiczne trudności szczególnie, gdy przy zwykłym
statycznym wytwarzaniu nie zostaje usunięty ^
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wszystek silnie lub umiarkowanie immunogenny
materiał, zwłaszcza retikulina.

Statyczna obróbka materiału wyjściowego, po¬
bieranego ze zwierząt, niesie ze sobą zwiększone
niebezpieczeństwo zanieczyszczenia zarodkami ma¬
terii i tym samym możliwość zakażenia wytwa¬
rzanych arterii, przez co następuje zmiana na nie¬
korzyść sytuacji immunologicznej.

Wynalazek niniejszy opiera się na odkryciu, że
zastosowanie heterologicznych przeszczepów, otrzy¬
mywanych ze zwierzęcych arterii krwionośnych,
daje tym lepsze, trwałe rezultaty, czym młodsze
są zwierzęta użyte do tego celu.

Ponadto zostało stwierdzone, że wspomniane wa¬
dy znanego sposobu wytwarzania heterologicznych
przeszczepów w arterii mogą być wyeliminowa¬
ne, gdy. proteolityczny rozkład tkanki i sieciowa¬
nie substancji szkieletowej przeprowadza się w
sposób ciągły, względnie dynamiczny to znaczy,
że obróbka ta jest przeprowadzana za pomocą
przepływającego strumienia każdego z używanych
roztworów, a nie przez zanurzenie.

Wynalazek dotyczy ysposobu wytwarzania hete¬
rologicznych przeszczepów arterii, w którym uwal¬
nia się zwierzęce arterie od otaczającej je tkanki,
podwiązuje się jedwabiem ich odgałęzienia, od¬
dziela się tkankę mięśniową i włókna elastyczne /
na drodze rozkładu proteolitycznego, a otrzymane
w ten sposób rurki kolagenowe poddaje się siecio¬
waniu poprzecznemu, przy czym, zgodnie z wyna¬
lazkiem stosuje się arterie pobrane z możliwie'
najmłodszych zwierząt, a proteolityczny rozkład i
sieciowanie poprzeczne prowadzi się w sposób dy¬
namiczny.

Przez takie ciągłe lub dynamiczne oddziaływanie
zgodnie ze sposobem według wynalazku zostaje za¬
gwarantowana zupełna obróbka arterii, zwłaszcza
od strony wewnętrznej.

Równocześnie sposób dynamiczny pozwala na łą¬
czenie poszczególnych odcinków arterii na przy¬
kład za pomocą rurek szklanych, które mogą
jednocześnie łączyć ze sobą dowolnie dużą liczbę
arterii, a tym samym gwarantują zupełną jedno¬
rodność gotowego materiału transplantacyjnego.

Dalszą zaletą sposobu według wynalazku jest to,
że następujące po sobie kolejne fazy obróbki takie
jak trawienie, przemywanie, zatrzymywanie reak¬
cji trawienia, przemywanie, sieciowanie poprzecz¬
ne i przemywanie mogą być przeprowadzane w
sposób Ciągły przez zastosowanie odpowiedniego
sterowania. *

Poprzez sposób według wynalazku, to znaczy
przez użycie arterii, pochodzących od możliwie naj¬
młodszych zwierząt i przez dynamiczne prowadze¬
nie procesu obróbki, zwłaszcza rozkładu proteoli¬
tycznego i sieciowania poprzecznego, uzyskuje się
protezy arterii, które w znacznie większyrn stop¬
niu nie budzą zastrzeżeń pod względem immuno¬
logicznym i tym samym szczególnie dobrze nadają
się do zastosowania wadliwych arterii.

Poniższe przykłady wyjaśniają bliżej wynalazek
bez ograniczania jego zakresu.

Przykład I. Wstępne przygotowanie arterii
do chemicznego preparowania: Pobrane w rzeźni,
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możliwie długie arterie cieląt /tętnice szyjne/ zo¬
stały przetransportowane do laboratorium w ochło¬
dzonym poniżej zera roztworze fizjologicznym soli
kuchennej /0,9°/o/. Tam uwolniono je z otaczają¬
cej je tkanki, a odgałęzienia boczne podwiązano «
jedwabiem /nieśterylizowane nitki nr 000/.

Tak przygotowane wstępnie arterie zostały uży¬
te bezpośrednio do preparowania chemicznego.

Przykład II. Przygotowanie skrobi dwual-

dehydowej. 1
1(6,2 g skrobi kukurydzianej /suchej masy, przy

materiale zawierającym wodę odpowiednio wię¬
cej/, zmieszano ze 100 ml wody destylowanej. Do
tej białej zawiesiny wkraplano przez okres 1 go¬
dziny roztwór 23y5 g metanadjodanu sodowego w 1{
300 ml wody destylowanej przy jednoczesnym mie¬
szaniu, a po wkropleniu całości roztworu mieszano
jeszcze dalsze 18 godzin przy temperaturze około
25°C. Roztwór ten został następnie przefiitrowa-
ny przez filtr próżniowy, zaś pozostałość przepłu- 2t
kano dokładnie sześć razy, używając za każdym
razem 50 ml wody destylowanej. Ostatnia woda z
przemycia powinna być wolna od jodanu. Pozo¬
stałość przepłukano jeszcze na koniec 100 ml ace¬
tonu, aby uniknąć tworzenia się żrogowaciałego 25
produktu. Pozostałość suszono następnie pod próż¬
nią w temperaturze 40°C przez '24 godziny.

Uzysk: 117,2 g /1(5,7 g suchej masy/
Przykład III. Ten przykład przedstawia che¬

miczne preparowanie arterii sposobem dynamicz- 30
nym według wynalazku. Aparatura do wykonywa¬
nia tego preparowania jest pokazana "na fig. 1.

Materiał wyjściowy: 20 arterii /przygotowanych
według przykładu 1/.

W zlewce o pojemności 1*0 1 przygotowano roz- 35
# twór ficyny:

7,5 1 zdejonizowanej wody /podgrzanej do 30°C/.
75 g ficyny — lp/o
7,5 g LV+/-cysteiny—1PA.

Po przelaniu roztworu ficyny do cylindra szklą- 40
nego nastawiono pH roztworu na 6,0 za pomocą
cytrynianu sodowego, a następnie wstawiono roz¬
twór do kąpieli wodnej o temperaturze 4&—50°C.
Następnie przy zamkniętych zaworach zaciskowych

,6 zassano roztwór ficyny za pomocą pompy przez 45
przewód 1 i przepompowano do dzwona rozdziel¬
czego 4, łączącego się z przewodami, prowadzący¬
mi do arterii 7. Z chwilą całkowitego napełnie¬
nia dzwona rozdzielczego roztworem ficyny zam¬
knięto zawór zaciskowy 5, a otwarto zawory 6 i ^
'przepompowywano roztwór ficyny przy stałej tem¬
peraturze wewnętrznej 36°C w ciągu 3 godzin.

Następnie wypompowano roztwór ficyny i od¬
stawiono kąpiel wodną. Po odpompowaniu roz¬
tworu ficyny doprowadzono przewodem 2 zdejoni- 55
zowaną wodę i wielokrotnie przepłukano tą wo¬
dą. Po odprowadzeniu wody płuczącej przewodem
3 doprowadzono poprzez przewód 2 roztwór 93,7
gramów chloranu sodowego /SOP/o-/ w 7,5 1 zdejo¬
nizowanej wody /co odpowiada l°/o stężeniu roz- 60
tworu/, odpowietrzono cały układ jak poprzednio
i przepompowywano ten roztwór w ciągu 18 go¬
dzin. Następnie odpompowano roztwór chloranu
sodowego przez przewód 3 i jeszcze faz przepłu¬
kano zdejonizowaną wodą tak, jak poprzednio. w
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Potem przez przewód 2 został wlany roztwór
97>5 g skrobi dwualdehydowej /przygotowanej we¬
dług przykładu 2/ w 7(500 ml wody /1^36%/ zbu-
forowany wodorowęglanem sodowym na pH=8,8,
przepompowywany przez 24 godziny, po czym od¬
pompowano ten roztwór przez przewód 3 i wielo¬
krotnie przepłukano zdejonizowaną wodą, jak po¬
przednio.

Przy użyciu pompki aparatu do pomiaru ciśnie-
> nia krwi sprawdzono każdą arterię przy ciśnieniu

wewnętrznym, wynoszącym 240 torów. W tym celu
nadmuchane arterie zanurzono w wodzie. Nie¬
szczelne miejsca obwiązano jeszcze, tam gdzie to
było możliwe, jedwabiem. Arterie uznane jako

i dobre zostały naciągnięte na pręt szklany, wstawio¬
ne do rurki szklanej zatopionej z jednej strony,
którą następnie napełniono roztworem etanolu w
wodzie destylowanej /50/50°/o obj./ z dodatkiem
1M> tlenku propylenu oraz zamknięto za pomocą
gumowego korka i taśmy izolacyjnej.- Tak przygo¬
towane arterie zostały zakonserwowane przez u-
mieszczenie na 14 dni w inkubatorze o temperatu¬
rze 37°C.

Przykład IV. Preparowanie chemiczne było
takie samo, jak w przykładzie 3 z tą różnicą, że
dla spowodowania enzymatycznego rozkładu zby¬
tecznej tkanki uiżyto zamiast iM-ego roztworu fi¬
cyny, nastawionego na pH=6,0, roztwór trypsyny
0,2?/*, nastawiony na pH=7,8 przy użyciu fosfo-
ranowo-cytrynianowego środka buforowego.

Przykład V. Preparowanie chemiczne było
takie samo, jak w przykładzie, 3 z tą różnicą, że
zamiast l^P/c-go roztworu skrobi dwualdehydo¬
wej użyto roztwór glioksalu, nastawiony na pH=8,8
przy użyciu ił0%-go' wodorowęglanu sodowego
/37,5 g glioksalu w 7500 ml wody/ dla sieciowa¬
nia .poprzecznego.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania heterologicznych prze¬
szczepów arterii, w którym* zwierzęce arterie u-
walnia się od otaczającej je tkanki, podwiązuje
się jedwabiem ich odgałęzienia boczne, obdziela
się tkankę mięśniową i elastyczne włókna na dro¬
dze rozkładu proteolitycznego, a otrzymane w ten
sposób rurki kolagenowe poddaje się sieciowaniu
poprzecznemu, znamienny tym, że stosuje się ar¬
terie, ipobrane z możliwie najmłodszych zwierząt,
a procesy proteolitycznego rozkładu i sieciowania
poprzecznego prowadzi się w sposób dynamiczny.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
stosuje się arterie, ipobrane z młodych zwierząt;
najkorzystniej cieląt, których arterie odpowiadają
wielkości żądanych przeszczepów.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym* że
stosuje się arterie", pobrane ze świeżo urodzonych
zwierząt, zwłaszcza cieląt, prosiąt i jagniąt.

4. Sposób wediug zastrz. 1, znamienny tym, że
potrzebne fezy obróbki pobranych arterii, jak tra¬
wienie i sieciowanie poprzeczne, prowadzi się jed¬
ną po drugiej w sposób ciągły przy użyciu odpo¬
wiednich urządzeń przepływowych.

5. Sposób według zastrz, 1, znamienny tym, że
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uszeregowuje się pobrane arterie w odpowiedni
sposób jedna za drugą i wywołuje się przez nie

przepływ każdego z używanych do obróbki roz¬
tworów.

20 Arterii

V-~73U

Błtk 5(07/79 r. 90 egz. A4

Cena 45 zł
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