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Uj, laparoszképos beiiltetésre alkalmas
seérvhalo allatkisérletes vizsgalata
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Bevezetés: A hiloval torténd hasfal-rekonstrukeid a sebészetben széles korben alkalmazott eljaras. A nem felszivdédé
hélok azonban szimos komplikiciét okozhatnak. Célkitizés: Felszivddo, polimeralapt hilo készitése, amely megfele-
16 kémiai, mechanikai és bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik. Médszer: A szerz6 hairomdimenziés biokompatibilis,
polivinil-alkoholbdl, reaktiv electrospinninggel késziilt halot hasznalt. A toxicitasi és sejt—haléd kolesonhatési vizsgala-
tok humadn tiidécarcinoma epithelialis sejteken (A-549), az in vivo vizsgilatok pedig 42 him Wistar patkdnyon tor-
téntek a posztoperativ 1-5., 7. és 14. napon (3 patkdny/csoport). Eredményeck: Az in vitro kisérletekben a polivinil-
alkohol biokompatibilisnek bizonyult, az iz vive kisérletekben a belSle késziilt halé vizsgilata sordn a haldval
Osszefiiggésbe hozhaté major komplikicié nem fordult elS. Kovetkeztetések: Megallapithat6, hogy ez a polimerhdld
szovetbarat, a kornyezs szoveteket nem kdrositja, azokkal jol integralédik. Orv. Hetil., 2016, 157(5), 180-184.
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A novel surgical mesh suitable for laparoscopy studied on animal model

Introduction: Reconstruction of the abdominal wall with mesh is a widely used surgical procedure. The non-absorb-
able meshes tend to cause numerous side-effects. Azm: The aim of the author was to produce an absorbable, polymer-
based mesh that possesses appropriate chemical, mechanical and biological properties. Method: A three-dimensional,
biocompatible mesh was produced from poly-vinyl-alcohol using reactive electrospinning. Toxicity and cell-mesh
interactions were tested using human lung carcinoma epithelial cells (A-549), and iz vivo tests were conducted in 42
male Wistar rats at the 1-5, 7 and 14 postoperative days (3 rats/groups). Results: In the in vitro tests poly-vinyl-al-
cohol was biocompatible. In the % rivo tests no major complication was associated with the mesh made of poly-vinyl-
alcohol. Conclusions: The author concludes that this polymer mesh is biocompatible, it does not damage the sur-
rounding tissues and integrates well with them.
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Roviditések
GDA = glutaraldehid; PVA = polivinil-alkohol

A sérv a hasfal barmely részének gyengesége vagy folyto-
nossaganak megszakaddsa, a hasfali bemetszéssel jaro
mitétek utdn 10%-ban alakul ki. Az ilyen esetek egyik

A 2015. évi Regoly-Mcérei palyizaton dijnyertes munka.

megolddsa a sebészi hilok alkalmazdsa lehet, ilyenkor a
hagyomdnyos sebellatissal szemben jelent8sen csokken a
posztoperativ morbiditds, a recidivaarany és a gyogyulasi
id6 [1, 2].

A nem lebomlé polipropilén hédlét tobb mint 50 éve
hasznaljak [3]. A praeperitonealis elhelyezéssel szemben
ezek intraperitonealis alkalmazasa sok komplikaciéval jdr,
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példaul fistuldk és infekcidk, adhézidk kialakulasa, a hald
kimozdulasa és kronikus fijdalom [4]. A hasiiregi adhé-
zi6 olyan patoldgids 6sszendvés, ami jellemz6en a csep-
lesz, a vékony- és vastagbelek, a hasfal és mas hastiregi
szervek kozott talalhaté meg [5, 6].

Néhdny részlegesen és teljesen felszivodd halétipus el-
érhetd. A kisebb mennyiség(i idegen test és a kevesebb
id6, amelyet a hasiiregben tolt, kevesebb szovédménnyel
jar [7]. A felszivodo hdlok beiiltetése jo eredményeket
mutat [8]. A pozitiv tapasztalatok és a szovédmények
ismeretében megfogalmaztuk az elvarasainkat: az idedlis
sebészeti haloé bioldgiailag lebomld, rugalmas, nem okoz
adhéziot, biokompatibilis és lebomlasa soran nem képez
toxikus metabolitokat. Erre a feladatra a polimerekbdl
késziilt nanoszilak igéretesnek téinnek.

A polimeralapt halok pérusos szerkezettek, igy képe-
sek arra, hogy utinozzik az extracellularis matrixot. Ku-
tatdsunk célja, hogy megtaldljuk az idedlis hal6t, amely-
nek felszivédasa szovédménymentes, és megjosolhatd
ideig tart. A vizsgalatokat sajat fejlesztésti, nanotechno-
l6giaval készitett polivinil-alkohol (PVA) halékkal végez-
tiik.

Mobdszer

A PVA hidrofil, nem toxikus és biol6giailag lebomlé po-
limer. A nanoszalak elkészitésére szimos mddszer 1éte-
zik, példiul az altalunk alkalmazott electrospinning
(1. abra).

Az electrospinning folyamata

Elektromos teret hoztunk létre egy polimeroldat és egy
gytjtSfeliilet kozott. Egy fecskendében taldlhatéd az ol-
dat, amit ennek nyildsinal a feliileti fesziiltség egy csepp
formajaban tart. Felszinét az elektromos mezé feltolti.
Ahogy az elektromos tér intenzitasa novekszik, a fecs-
kendé végén a csepp megnyulik és kialakul a Taylor-tol-
csér. Amikor a toltott részecskék taszitd ereje meghaladja
a feliileti fesziiltséget, egy oldatnyaldb hagyja el a tolcsér
tetejét, ennek dtmérGje a levegbben csokken. Emiatt a
feliileti toltésstiriség megnd, és a kezdeti szl szamos ap-
robb szalra oszlik, amelyek 6sszegytilnek a gydjtSfelszi-
nen, egy véletlenszer( elrendez&désti, nanométeres vas-
tagsagt szdlakbol all6 hilézatot alkotva [9]. Az 1. dbra
mutatja a berendezés sematikus elrendezését.

A nanoszalak készitése PVA-bol olcsdé mddszer [10].
A PVA-t vizben oldottuk 90 °C-on két oOra alatt, és to-
vabbi 30 percig pihentettiik, hogy biztositsuk a homoge-
nizaciot. Koncentricidja 5-15 tomegszizalék volt. A
PVA egy foldelt gydjtéfeliilet felett volt felfiiggesztve egy
kapilldrisban. A fesziiltség rdkapcsoldsival szilakra sza-
kadt, ezek a gydjtéfelilethez vonzddtak. Az elektromos
erék tobb ezerszeres mértékben nytjtjak meg a szalakat,
amelyek igy a textilszdlakndl egy-két nagysigrenddel vé-
konyabbak lesznek [11], emiatt a feliilet-tomeg ariny
nagy lesz. Végiil az olddszer elparolog, és a szalak meg-
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szilirdulnak. Az eredményiil kapott nanoszilak szabaly-
talan szerkezet(i szovetet alkotnak (2. dbra, bal oldal), cz
kompakt, koriilbelill 1 mm vastagsiaga (2. dbra, jobb ol-
dal). A hilét betltetés el6tt ClO,-oldattal sterilizaltuk
[12].

In vitro vizsgalatok

In vitro tanulmdnyainkban a PVA-halé lebomlasakor ke-
letkezé molekulak toxicitasat, illetve a halo—sejt interak-
ciét vizsgiltuk human tiidGcarcinoma epithelialis sejte-
ken (A-549). ElGszor kilonbozd koncentracidja
(10%-0,8 g/100 g) PVA-oldatok biokompatibilitdsit
mértiik. Az oldatot médiumban aztatott PVA-halobdl és
glutiraldehidbdl készitettiik (GDA), majd 6sszekevertiik
a médiummal, miel6tt sejteket helyeztiink bele. A GDA
crosslinker szerepet tolt be, a polimer vizben val6 oldasa-
nak elkertilésére.

A kovetkezd kisérletben a sejtek tapadisat és morfol6-
gijjat figyeltik PVA hidrogél jelenlétében. A hidrogél
clkészitéséhez PVA-oldatot, GDA-t és desztillilt vizet
haszndltunk, a gélképz&dést 2 M-os sésavoldattal indu-
kaltuk. A hidrogéleket Petri-csészébe helyeztiik, és a sej-
teket a feliiletiikre oltottuk. 192 6rds inkubalast kove-
téen inverz mikroszkoppal vizsgaltuk a mintdkat, a
valtozdsokat fotékkal dokumentiltuk (Olympus CK2).

Végiil a PVA-hilokat, amelyeket a médiumban
(DMEM 6546, Sigma Aldrich) 24, 48, 72, 96 ¢és 168
o6ran 4t inkubdltunk; 10% fetal calf serum (Kvalitex), 4%
L-glutamin (Life Technologies) és gentamicin (Sandoz)
(37 °C, 5% CO,) hozzdadisa utin 24 lyuka plate-cken
tanulmdanyoztuk (Sarstedt). A halékat 2 M sé6savoldattal
el6kezeltiik és ClO,-vel sterilizaltuk. A kisérletek azt is
igazoltak, hogy a ClO, nincs negativ hatassal a sejtek
¢életképességére és osztdddsara, antibiotikus hatisa pedig
jolismert [12]. A kontrollcsoportban A-549 sejteket he-
lyeztiink el médiumban, halok nélkiil. A sejteket tripan-
kék festékkel vizualizdltuk, a fotok digitalis fényképezs-
géppel (DEM 130, Scope Photo szoftver) késziiltek.

In vivo vizsgilatok

A PVA vizsgalatara negyvenkét felnétt, him, albiné Wis-
tar patkanyt haszndltunk fel, amelyek tomege 200-250 g
volt. Az dllatokat itatotiveggel ellatott patkdnykennelek-
ben tartottuk, maximum négy allattal kennelenként,
standard laboratériumi koriilmények kozott, és patka-
nyoknak gyartott pellet formatumu tipot kaptak. Az al-
latokat 20-22 °C-os hémérsékleten tartottuk, 50-60%-
os relativ paratartalomban és 12 6ras viligos-sotét
ciklusokkal. A patkdnyokat véletlenszertien vilasztottuk
ki és 10 csoportra osztottuk Sket. Az Gsszes kisérlet a
sajit  kutatéesoportunk dltal  kidolgozott protokoll
szerint zajlott. Anaesthesidra ketamin/xylazin 4:1 tér-
fogataranya keverékét alkalmaztunk. Az allatkisérletet a
Nemzeti Elelmiszerlénc—biztonségi Hivatal (NEBIH)
engedélyezte.
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1. abra

| A nanoszilkészités sémds folyamata

A nanoszalakbdl dll6 szovet szerkezete (bal oldal) és makroszko-
pos képe (jobb oldal)

3. 4bra | Hasfali szovethidny lefedése PVA-hal6val

4. ibra

| A miitét teriilet képe a késdi posztoperativ id@szakban

A kontrolldllatokon (n = 15) egy 4 cm-es medidn lapa-
rotomidt végeztiink, majd kétrétegii zarast alkalmaztunk
3/0-s varréanyaggal. Reopericiéra az 1. (n = 3), 2.
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5. dbra | A beiiltetett hilé kérnyékének szévettani képe

(n=3),3.(n=3),4.(n=3),5. (n=3),7.(n=3)és 14.
(n = 3) posztoperativ napokon kertilt sor. A keletkezett
adhézidkat makroszkoposan értékeltiik.

A sérvmodellben a b6r paramedian bemetszését kove-
téen a hasfal jobb oldaldn egy sz6vethidnyt hoztunk létre
(¢ d = 2 cm). A hidnyt PVA-haloval fedtiik le (¢ d = 2,5
cm), a halét pedig egyszerd tovafutd varrattal rogzitet-
tiikk, adheziv, nem felszivodé polipropilén varréanyaggal
(4/0) (3. abra). A bért egyszerli csomos varrattal zartuk
be (3/0-s varréanyag).

Az dllatokataz 1., 2., 3., 4., 5. és 7. posztoperativ na-
pon terminaltuk és vizsgaltuk a rovid tava, illetve a 14.,
30. és 90. posztoperativ napon a hosszt tava értékelés
céljabol. Mindegyik csoportban 3 allat volt. A paramedi-
an feltaras utdn leirtuk az adhézidk helyét és tulajdonsi-
gait [13]. Az adhézidkat levilaszthatdsag, alak és méret
szerint értékeltiik (a Diamond-klasszifikiciéhoz [14] na-
gyon hasonlé, sajit rendszer szerint).

Az alak megillapitdsa az osszetapadt felszin kétdimen-
zibs mérésével torténik, az alabbi kategéridk szerint: szd-
lagos (az Osszetapadt felszin kisebb, mint 0,5x0,5 cm),
fiiggonyszer( (az Osszetapadt felszinek hossza >0,5 cm,
de szélessége <0,5 cm) és nagy kiterjedési (az Osszeta-
padt felszinek nagyobbak, mint 0,5x0,5 cm).

Az adhézi6 levilaszthatosaganak értékeléséhez az ad-
hézidkat erdsségiik szerint hirom csoportba osztottuk:
instabil, kozepesen stabil, stabil. Instabil adhéziok esetén
a felszinek a reoperacié és a mintavétel soran konnyen,
esetleg maguktdl elvalnak egymastol. A kozepesen stabil
adhézidk a reoperacié és a mintavétel sordn dsszetapadva
maradnak, de kdzepes htizdssal nagyobb szovetroncsolds
vagy vérzés nélkiil elvalaszthatdéak. A stabil adhézidkat
még erds hizdssal sem Iehet elvilasztani egymastdl, csak
éles prepardldssal és salyos vérzés veszélye mellett. A lo-
kalis reakciét makroszkoposan és szovettanilag is értékel-
tik. A célunk az volt, hogy a biokompatibilitast a korai
¢és a kés6i adhézids, gyulladisos és kotbszoveti vilaszre-
akcidk mérésével értékeljiik.
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A szovettani mintdkat 10%-os formaldehidoldattal fi-
xaltuk, paraffinba dgyaztik, és kézzel metszették (vastag-
sig 4 pm). A metszeteket hematoxilin-eozin (HE) fes-
téssel festették, kézzel, csoportokban, majd Pannoramic
Scan (3DHISTECH, Budapest, Magyarorszig) rend-
szerrel digitalizaltak, Plan-Apochromat 20-szoros nagyi-
tast objektivvel, 1,6 x kameraadapter-nagyitdssal és
1 x Optovar nagyitassal, CIS VCC-FC60FR19CL kame-
raval. Ez az Osszedllitds 0,24 pm/pixel felbontast ered-
ményezett. Az igy digitalizalt teljes metszeteket Panno-
ramic Viewer (3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag)
szoftverrel vizsgaltak. A hal6val szemben kialakult gyul-
ladasos reakciét a tipusa és intenzitasa alapjan értékeltiik.

Eredmények

24 O6ra elteltével a sejtek normélis morfologidval rendel-
keztek a PVA-oldatban, a hidrogél felszinén nem talal-
tunk sejteket. 72 6rat kovetGen a sejtek a Petri-csészében
lev6 oldatban konfluensek voltak, és a hidrogél jelenlé-
tében is a sejtvonalra jellemzd alak volt lithato.

A halokat 24 lyuku plate-eken vizsgaltuk. Itt a tapasz-
talatok azt mutattak, hogy a sejtek nem tapadnak a halé
felszinére, de a plate-ek aljan csoportokban felfedezhe-
ték voltak.

Harom sérvmodellpatkinyt id6 elétt terminalni kellett
a halé elmozdulasa miatt. A vizsgalat ideje alatt fert&zést
nem taldltunk. Ot dllatban kevés serosus folyadékot fe-
deztiink fel a halé és a bér kozottaz 1. (n=1),2. (n=2)
¢ésa 3. (n = 2) posztoperativ napon.

A bér eltavolitasa utan lathatova valt, hogy a halé jol
integralédott a kornyezé szovetekbe. A sérvmodellcso-
portban 4 szilagos, 17 figgonyszert és 6 nagy kiterjedé-
s adhéziét talaltunk, tobbségiik (n = 19) a varrathoz
tapadt és csak kevés (n = 5) a hil6hoz, utébbiak minden
esetben kevesebb mint a felszin egyharmadat boritottak
be. Az adhézidkat alkoté £6 szerv a nagycseplesz volt, de
kozelsége miatt néhdny (n = 6) alkalommal a m4j is részt
vett a kialakitasukban.

Az adhézidk tartdssigat a mintavétel kozben enyhe
vagy erGs hiizassal értékeltiik. Az adhézid 6 esetben volt
instabil, f6leg a korai posztoperativ (1-3.) napokban.
Er&sebb huzis kellett a kdzepesen stabil adhézidk (n =
13) szétvilasztisihoz, ami a 3-5. posztoperativ napon
dominalt. Nyolc esetben talaltunk stabil adhéziét, ahol
még erds htizasra sem viltak el egymdstdl az Osszetapadt
telszinek, ez f6leg a késdi posztoperativ szakban volt jel-
lemz8 (4. abra).

A kontrollcsoportban nem volt jellemzé az adhézi6.
Mindossze két allatndl taldltunk fiiggonyszert adhéziot,
mindkét esetben a cseplesz tapadt keskeny vonalban a
metszéshez.

A PVA-hilé és a peritoneum kozotti interakeiét a min-
takon patolégus vizsgilta. A beiiltetett hdlé kornyékén
az els6é néhany napban virhaté mértékd akut gyulladasos
reakci6 volt jelen, ami nem kiilonb6zott szimottevéen a
kontrolldllatokon a metszés kornyezetében tapasztalt
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gyulladastdl (5. dbra, bal oldal). A hosszabb tiva megfi-
gyelések sordn azt littuk, hogy a hdl6é kornyezetében a
gyulladas lecsillapodott, és akadilytalanul megindult a
hegképz&dés (5. dbra, jobb oldal). A vizsgilat soran a ha-
loval Osszetiiggésbe hozhatd dridssejtes granulomat nem
talaltunk, a hal6 szerkezetét épnek talaltuk. Igy megalla-
pithat6, hogy a polimer halé szovetbarat, biokompatibi-
lis, a kornyezS széveteket nem karositja, azokkal jol in-
tegralédik.

Megbeszélés

A tanulmdny célja a polivinil-alkohol (PVA) sérvhalé or-
vosbiologiai viselkedésének értékelése volt. Ebben az at-
tekintésben egy 1j, electrospinninggel késziilt 3D halot
vizsgiltunk mind ¢z vitro, mind in vivoe tesztekkel. Az in
vitro eredmények szerint a sejtek a PVA oldatiban és a
PVA hidrogél jelenlétében is képesek voltak a szaporo-
ddsra. A PVA-hil6 és bomlastermékei semmilyen toxikus
hatdssal nem voltak az A-549 scjtekre, ezek normalis
morfolégiit mutattak a jelenlétében, viszont a halé fel-
szinére nem tapadtak ki, ami azt jelzi, hogy a PVA nem
adheziv.

Allatkisérleteinkben a PVA-halot hasfali sérv rekonst-
rukcidjara hasznaltuk, megvizsgiltuk a hatékonysagit,
adhézidgenerald hatasit és a gyulladasos valaszt. Hossza
tava kisérletiinkben szignifikinsan tobb kitapadast talal-
tunk a varratokhoz, mint a halé feliiletéhez.

A szovettani megfigyelések szerint a halok a szerkeze-
tiik megtartasa mellett beépiiltek a kornyezd szovetekbe.
Idegentest-granulomat nem taldltunk, ami alitimasztja
az in vitro kisérletekben tapasztalt biokompatibilitast.

Kovetkeztetés

Kijelenthetd, hogy a PVA-hilé biokompatibilis és alkal-
mas a tovabbi vizsgalatra. A mesterséges szovetpotlas a
jov6ben alternativat nydjthat a szovet hidnyanak vagy
funkciévesztésének jelenlegi terapids megolddsaira.

Anyagi tamogatis: Ezt a kutatdst az OTKA K 105523.
finanszirozta.

A szerz6 a cikk végleges valtozatat elolvasta és jova-
hagyta.

Erdekeltségek: A szerzének nincsenck érdekeltségei.

Ko6szonetnyilvanitas

Koszonom Prof. Dr. Wéber Gyorgy intézetvezetd Grnak, hogy lehet6vé
tette a kutatdst, és személyesen is timogatott a munkdban. Koszonom
tovabba Dr. Szabié Gyorgyinek, Fehér Daniellanak, Dr. Csukds Domokos-
nak, Dr. Juhos Krisztindanak, Védliné Schum Ibolyinak és Szentes Péter-
nek a segitséget. Kiilon koszonet Molndr Kristifnak, aki a halokat a
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézetének Nano-
kémiai Kutatéesoportjiban készitette.

ORVOSI HETILAP

2016 m 157. évfolyam, 5. szam



Irodalom

[1] Bageacu, S., Blanc, P, Breton, C. et al.: Laparoscopic repair of
incisional hernia: a retrospective study of 159 patients. Surg. En-
dosc., 2002, 16(2), 345-348.

[2] Mariette, C., Wind, P, Micelli Lupinacci, R., et al.: Practice pat-
terns in complex ventral hernia repair and place of biological
grafts: a national survey among French digestive academic sur-
geons. J. Visc. Surg., 2014, 151(1), 9-16.

[3] Novitsky, Y. W.,, Harrell, A. G., Hope, W. W, et al.: Meshes in
hernia repair. Surg. Technol. Int., 2007, 16, 123-127.

[4] Haim, J. A., de Wall, L. L., Steyerbery, E. W, et al.: Intraperito-
neal polypropylene mesh hernia repair complicates subsequent
abdominal surgery. World J. Surg., 2007, 31(2), 423-430.

[5] Cheong, Y. C., Laird, S. M., Li, T. C., et al.: Peritoneal healing

and adhesion formation/reformation. Hum. Reprod. Update,

2001, 76), 556-566.

Kossi, J., Salminen, P, Rantaln, A., et al.: Population-based

study of the surgical workload and economic impact of bowel

obstruction caused by postoperative adhesions. Br. J. Surg.,

2003, 90(11), 1441-1444.

Bellon, J. M., Rodrviguez, M., Garcin-Honduvilla, N., et al.: Par-

tially absorbable meshes for hernia repair offer advantages over

nonabsorbable meshes. Am. J. Surg., 2007, 1941), 68-74.

Agresta, F., Baldazzi, G. A., Ciardo, L. F, et al.: Lightweight

partially absorbable monofilament mesh (polypropylene/poli-

glecaprone 25) for TAPP inguinal hernia repair: initial experi-

[6

—

[7

—

(8

—

EREDETI KOZLEMENY

[9]

[10]

ence. Surg. Laparosc. Endosc. Percutan Tech., 2007, 17(2),
91-94.

Tsukruk, V. V., Reneker, D. H.: Periodic surface instabilities in
stressed polymer solids. Phys. Rev. B Condens. Matter, 1995,
51(9), 6089-6092.

Kenawy, E. R., El-Newehy, M. H., Abdel-Hay, F. 1, et al.: Synthe-
sis and biocidal activity of modified poly(vinyl alcohol). Arabian
J. Chem., 2014, 7(3), 355-361.

[11] Ziabari, M., Mottaghitalab, V., Haghi, A. K.: Application of di-

[12]

rect tracking method for measuring electrospun nanofiber diam-
eter. Braz. J. Chem. Eng., 2009, 26(1), 53-62.

Noszticzius, Z., Wittmann, M., Kily-Kullni, K., et al.: Chlorine
dioxide is a size-selective antimicrobial agent. PLoS ONE, 2013,
8(11), €79157.

[13] Zubike, H. V., Lovenz, E. M., Straub, E. M., et al.: Pathophysiol-

[14]

ogy and classification of adhesions. Langenbecks Arch. Chir.
Suppl. II. Verh. Dtsch. Ges. Chir., 1990, 1009-1016.
Diamond, M. P, Freeman, M. L.: Clinical implications of postsur-
gical adhesions. Hum. Reprod. Update, 2001, 7(6), 567-576.

(Guba Péter Marcell,
Budapest, Nagyvarad tér 4., 1089
e-mail: gmarci90@gmail.com)

2016 m 157. évfolyam, 5. szam m

ORVOSI HETILAP



