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1. Bevezetés, irodalmi attekintés

A szovetek perfuzios elégtelenségével jar6 megbetegedések a népbetegségek kozé
sorolanddak. A keringési megbetegedések mortalitasi mutatdiban jelentkez6 emelkedés oka
nem csupan a cardialis €s cerebralis atheroscleroticus korképekben keresendd, hanem az egyéb
szervek, um. az als6 végtagi kronikus ischaemias karosodasa soran fellépd szovédmények is
hozzajarulnak mindehhez. A kronikus ischaemids korallapotokon feliill komoly hangsulyt
kapnak a siirgés ellatasi kotelezettséggel jaré heveny érelzarodasok is. A szoveti perfuziod
zavara ezen feliil akar tervezetten, mutéti ellatas soran is felléphet. A klinikai szituacidt nagyban
neheziti, hogy az ischaemia kritikus hossza - tehat a reverzibilitas, funkcionalis megtarthatosag
id6tartama - még maig sem vilagos minden szerv esetében. A szervek ischaemia tolerancidja
egymastdl nagyban kiilonbozik, ugyanakkor az ischaemidra adott szoveti valasz jellege sok
tekintetben azonos. A szerv vérellatdsanak helyreall(it)asat kovetd reperfizids jelenségek
paradox karosodasokat hoznak létre. A lokalis ischaemia-reperfizidos (IR) kérosodast
generalizalodo, szisztémas gyulladasos valaszjelenség kisérheti, melynek kimenetele akar
fatalis véget ér0 tobbszervi elégtelenség is lehet. A sebészi technikdk és az aneszteziologia
fejlédésével megjelent kiterjesztett resectios miitétek, a szervtranszplantaciok, valamint a
heveny verdér-elzarédasok kapcsan fellépd ischaemia-reperfuzios kdrosodasok csokkentésére,
illetve a szovetek ischaemia tolerancidjanak novelésére nagy a klinikai igény. Ezekben a
szitudciokban a kdrosodds mértéke alapvetden befolydsolja a posztoperativ szovédmények
kialakulasat, nem utols6 sorban a beteg tulélését.

Az utobbi évtizedek felismerése, hogy az ischaemias allapot sordn kialakuld szoveti
oxigén-, és tapanyaghidny szdmos adaptaciés mechanizmust indit el a sejtekben. Ezen adaptiv
folyamatok képesek lehetnek egy szerv ischaemia tolerancidjanak novelésre, a reperfuzids
karosodasok mérséklésére. A rovid ciklusu repetitiv ischaemias és reperfiizios periodusok
alkalmazasa az ischaemia el6tt (prekondicionalas), vagy az utan (posztkondicionalas) napjaink
igen aktiv kutatasi tertilete. A fejlédés azonban nem allt meg itt. Ismertté valt, hogy egy adott
szerv, szervrészlet keringés-medialt kérosoddsa nemcsak lokalis hatdsokkal mérsékelhetd,
hanem egy tavolabbi teriileten Iétrehozott, rovid ischaemia-reperfizios epizoédok
alkalmazasaval is. Ennek alapjan a ,,célszervi kondicionald eljarasok™ mintdjara tovabbi, tdvoli
szervi eljarasok kiprobalasara is sor keriilt. A fenti sebészi adaptiv - az ischaemidhoz
,hozzéaszoktatd” - modszerek hatterében 4ll6 kiilonb6zo jelatviteli utak vizsgalatdhoz
kisérletesen alkalmazott gatlo- és aktivaloszerek a jovOben, terapiasan is hasznéalhato
gyogyszerek fejlesztéséhez jelenthetnek alapot. A fenti modszerek klinikai alkalmazasa
gyermekcipOben jar még ugyan, de a kezdeti tapasztalatok reményteljesek és tovabbi
vizsgalatokra 6sztondznek.

Jelen munka azon gyakorl6 sebész szemével irodott, aki napi tapasztalatait, kérdéseit
kisérletes elrendezésekbe forditva keres valaszt az egyes szervek ischaemia-reperfiizios
karosodasainak leirasara, illetve azok kivédésének lehetOségeire. Ezt hivatott képviselni az
alabbiakban targyalt két szerv keringészavarait bemutatd egy-egy klinikai példa is. A szerzd
vizsgalatainak célpontjaul két olyan szervet, szovetet valasztott (alsd végtagi vazizomzat, méj),
melyek az ischaemia-reperfizios karosodas szempontjabdl, annak id6beli lefolyasaban és igy a
karosodasok mérséklését célzo beavatkozasok iddzitettségében jelentds eltéréseket mutatnak.
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Mig az als6 végtagi ischaemids tolerancia eléri a 8-12 orat, addig majszévet esetében ez
nagyjabol minddsszesen egy oOrara tehetd. Amig az izomszovetben kialakuld reperfiizios
valaszjelenségek az ischaemia-reperfuzids karosodasok ,tiszta” formdjat mutatjak, Ggy a
majban a specialis szoveti struktira és a helyhez kotott macrophagok jelenléte nagymértékben
megvaltoztatja a folyamat dinamikédjat, kimenetelét. Tovabba mig az alsé végtagi akut ver6ér-
elzarodasok egy jelends része nem mitéti szitudciohoz kotott, tehat nem tervezetten hozzuk azt
létre, hanem heveny tromboembolias jelenségek klinikai megjelenése kapcsan 1ép fel
(szamottevden lesziikitve a terapias lehetdségek tarhazat), addig a majszoveten létrehozott
ischaemids inzultus az esetek dontd hanyadaban tervezett miitéti beavatkozas része. Ennek
megfelelden, mig az el6bbi esetben a mar kialakuld ischaemia és az azt kdvetd karosoddsok
kivédése lehet a cél, addig a mdj esetén az ischaemids tolerancia perioperativ novelése a klinikai
végpont.



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés tézisei

2. Ceélkitlizések

A Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinikajan a jelen dolgozat szerzdje altal
vezetett Kisérletes Sebészeti Részleg mar hossza évek ota foglalkozik az ischaemia és a
reperfuzid témakorével, illetve a fenti karosoddsok mérséklésére iranyuld technikdk
vizsgalataval. A kisérleti elrendezések alapjaul a sebészi beavatkozasokat modellezé alséd
végtagi és maj ischaemia-reperfizios patkanymodell szolgal. A jelen értekezés az elmult évek
kisérletes vizsgalatainak felvonultatasat célozza meg, klinikai, gyakorlat-orientalt iranyban
tovabbgondolva azokat, tekintve, hogy a kisérletek megtervezéséhez a korabbi esetismertetések
soran Is felvetett problémak, kérdések vezettek.

A Kkisérletsorozat egyik célja egy olyan als6 végtagi ischaemias modell megalkotasa
volt, ahol a kisfoku izomszoveti karosodas mellett potencialisan fennallt a tavoli szervek
¢érintettségének lehetdsége is. Ezt kdvetden a kisérletek kozéppontjaba az alsé végtagi kritikus
ischaemias id0 meghatarozasa keriilt. A kritikus idOpillanat meghatarozasahoz egy, a szerz6
munkacsoportja altal kifejlesztett Gj metodikai eljaras keriilt kidolgozasra, mely mind ragcsalo
modellen, mind késébbieckben klinikai koriilmények kozott is képes lehet az ischaemias
karosodas mértékének terapias idéablakon beliili meghatarozasara. A szerzo6 tovabbi célja volt
a kialakult karosodas mértékének csokkentésére alkalmas eljaras, a posztkondicionalas
vizsgalata akut also végtagi verdér-kirekesztés kisallat modelljén.

Részleteiben az als6 végtagi verdérkirekesztéssel jaro kisérleteink az aldbbi kérdésekre
keresték a valaszt:

1. Ragcsalo modellben milyen mértékii lokalis €s tavoli szervi karosodést képes 1étrehozni
egy prolongalt, de kritikusnak nem mondhato, miitéti helyzetet is modellezd infrarenalis
aortakirekesztés?

2. A fenti modellben milyen hatdsokkal bir a reperfuzid kezdetén alkalmazott adaptiv

sebésztechnikai manéver - a posztkondicionalas - mind a célszerv, mind a tavoli szervek
(vese, tiid6, bél) tekintetében?

3. Az izomszoveten létrehozott, fokozatosan hosszabbod6 ischaemias idétartamok milyen
fény-, és elektron mikroszkopos véltozasokat okoznak? Hol van a kritikus ischaemia
hatara?

4, Az altalunk alkalmazott NBT enzimhisztokémian alapuld j moédszer alkalmas-e a

kialakult kdrosodast megfeleld érzékenységgel detektalni?

5. Alkalmas-e a posztkondicionalas hossza idejii ischaemiat kovetéen a szdvettani
karosodas mértékének csokkentésére?

Folytatolagosan az als6 végtagon megszerzett tapasztalatokat majszovetre adaptaltuk,
figyelembe véve azt a klinikai igényt, hogy méj esetében az ischaemids tolerancia ndvelése a
cél, nem pedig a mar kialakult kdrosodasok mérséklése. Majszoveten alkalmazott tavoli szervi
ischaemids perkondicionalas és farmakologiai kezelések 0y kisérletes utakat nyitottak, melyek
az alabbi kérdések megvalaszolasat célozzak:
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1. M34j ischaemia-reperfuzids karosodasa kapcsan az also végtagrol inditott ischaemias
perkondicionalas hogyan befolyasolja a maj szoveti kdrosodéasat? Milyen véltozasok
¢észlelhetbek a szisztémdas paraméterekben, um.: hemodinamika, redox-
homeosztazis, gyulladdsos valaszreakcio?

2. Milyen jelentdséggel bir a neurdlis integritds megléte a tavoli szervi ischaemids
perkondicionalés esetén?

3. Hogyan befolyasolhatd a ma4j ischaemia-reperfuzios karosodasa - a kémiai
kondicionalasi potenciallal bir6 - levosimendan alkalmazaséaval?

4. Milyen hatassal ¢és milyen feltételezett mechanizmussal hat a m4j ischaemia-
reperfuzios karosodasara a glutamin?

Hogyan befolyasolja a preoperativ alkalmazott PJ-34 PARP inhibitor a maj kdrosodasat
ischaemia-reperfliziés modellben?
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3. Anyagok és maddszerek

3.1. Kisérleti elrendezés - Miitéttechnika
3.1.1. Térvényi hattér

Kisérleteink soran az allatok védelmérdl és kiméletérdl szolo 1998. évi XXVIIL
torvény, valamint a 40/2013 (I.4) Kormanyrendelet szerint elvart kovetelményeknek
megfelelden jartunk el. Munkankat az Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag, késébb Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsag (Semmelweis Egyetem, Budapest) altal jovahagyott, a Pest Megyei
Kormanyhivatal, Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaga altal kiadott
engedélyek alapjan végeztik.

3.1.2. Allatok

Kisérleteink soran 200-300g stlyt, him Wistar patkanyokat hasznaltunk (Semmelweis
Egyetem Kozponti Allathdz, Budapest). Az éllatok tartasa standard koriilmények kozt, a
napszaki valtozasokat kovetd mesterséges megvilagitds mellett, 22-24°C-os homérsékleten
tortént. Az allatok szaraz tapot és vizet kaptak ad libitum.

3.1.3. Anesztézia, testhomérséklet és a miitét ideje

Az anesztézia indukcidja intraperitonedlisan beadott 75 mg/ttkg ketaminnal
(Calypsol®) ¢és 7,5 mg/ttkg xilazinnal (Xylasin®) tortént. Az altatas fenntartisara 25
mg/ttkg/ora ketaminnal és 2,5 mg/ttkg/ora xilazinnal keriilt sor infGizids pumpa segitségével a
jobb oldali vena jugularis-on keresztiil. Az intraoperativ folyadékvesztés potlasara 3 ml/ttkg/ora
fiziologias sooldatot alkalmaztunk intravéndsan. Az allatok homeérsékletét fiitheté miitdasztal
(Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus, Holliston, MA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) segitségével a kisérletek alatt mindvégig 36,5-37,5°C kozott tartottuk. A cirkadian
ritmus esetleges zavard hatdsainak kizarasa érdekében a miitéteket kozel azonos idOben
inditottuk.

3.1.4. A miitét menete - Végtagi ischaemia-reperfiizio vizsgadlat

Intraperitoneélis anesztézia-indukciot kovetéen a jobb vena jugularis interna
kipreparalasa utan 22 G-s polietilén kaniil keriilt bevezetésre, melyen keresztiil a mifitét
id6tartama alatt az altalanos anesztézia fenntartasa és a parenteralis folyadékpotlas biztositasa
tortént. A fenntarto altatas megkezdését kovetden invaziv vérnyomas monitorozasa céljabol a
bal artéria carotis communis kipreparalasara és kaniilalasara kertilt sor. Ezt kdvetden az allatok
bal labszaranak kiilsé oldalan, a végtag tengelyével parhuzamosan ejtett 2 cm hosszu
bérmetszés segitségével a m. biceps femoris lateralis felszine feltarasra keriilt. A metszésen
keresztiil a térd felett 0,5 cm-rel 1ézer Doppler aramlasméré keriilt rogzitésre, majd 5 perc
alaparamlast regisztraldsa tortént. A median laparotdmiat a hasi aorta infrarenalis szakaszanak
kipreparalasa kovette, mely utan az aortara, kozvetleniil a bifurkacio felett atraumatikus
mikroklip (Aesculap Yasargil FT260T, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Németorszag)
kertilt felhelyezésre. Az ischaemia alatt a hasiireget tovafutd varratsorral zartuk. Adott
hosszlisagu ischaemias szakaszt (3, 4, 6, 8, 9 6ra) kovetden az okkliziot megsziintettiik, melyet
csoportbeosztastol fliggden 2-72 ora hosszusagh reperfuzids periddus kovetett (lasd
csoportbeosztas 2. tablazat). A reperfizio ideje alatt az altatast fenntartottuk, valamint a
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hasiireget kétrétegli tovafutd varratsorral zartuk. Az allatok egy csoportjaban kozvetleniil a
reperfiziot megelézéen posztkondicionalast (PostC) végeztiink 6 ciklusban, ciklusonként 10
masodperc reperfuzidval, 10 masodperc reokkluzioval, sszesen tehat 2 percen keresztiil (lasd
csoportbeosztds 2. tablazat). A kisérlet végeztével az allatokat altatasban a jobb kamra
punkcidjan keresztiil kivéreztettiik, majd izom (m. tibialis anterior) és egyéb mintavételre keriilt
sor. Az aloperalt csoportban nem kertilt felhelyezésre mikroklip, minden mas tekintetben - az
id6beli viszonyokat is figyelembe véve - pontosan ugy jartunk el, mint a tobbi csoportban.

11
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3.1.5. Csoportbeosztas - Végtagi ischaemia-reperfiizio vizsgdlata
Az éllatok csoportbeosztasat és a felhasznalt allatok szamat az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat Kisérleti elrendezés. Alsévégtagi ischaemia- reperflizi()s karosodas vizsgalata.

Csoport- | Ischaemia Reperfuzw
Kisérlet - PostC

R,O vid . ideju Aloperalt* - 10
.veghtagl . IR 3 6ra - + - - + + - 30
Ischaemia PostC 3 ora - + - - + + + 30
Révid idejii | Aloperalt* - - - - - - - ; 15
végtagi IR 3 ora - + = - = - - 8
ischaemia  vese | IR 3 ora - - - = + - - 8
szovodményei IR 3 ora - - - - - + - 8
PostC 3 ora - + - = - = + 8
PostC 3 Ora - - S = + = + 8
PostC 3 6ra = - - - - + + 8
Aloperalt* - - R - - - 20
Rovid idejii | IR 3 6ra = + - - - 10
végtagi IR 3 ora - - i ) + = - 10
ischaemia tiidé | IR 3 ora = - ) ) - + - 10
szovédményei PostC 3 6ra - + i i - - + 10
PostC 3 6ra - - ) N (N (R + 10
PostC 3 ora = - - + + 10
Rovid idejil
végtagi Aloperalt* - - - 5 5 - - - 24
ischaemia bél | IR 3 6ra - + = = = = - 24
szovodményei PostC 3 6ra - + - - - = + 24
_Krltlkus_ | 4 éra _ ] ] ] ] ] ] 6
ischaemia )
meghatirozasa ! 6 6ra i i i i i . i 6
| 8 Ora - - = 5 - - - 6
Aloperalt* - - - - - - - ) 2%
IR 8 ora + - - - = = - 6
. o | IR 8 ora - - + - - - ; 6
H,ossu{ idejil IR 8 ra _ : : N _ _ _ 5
.Veghtagl . IR 8 ora - - - - + - = 6
ischaemia PostC 8 ora + - - - - - + 6
PostC 8 ora = = + = = = + 6
PostC 8 ora = = = + = = + 6
PostC 8 ora = = = = + = + 6
| 4 6ra = - - - - - - 6
Izomrost | 6 ora = - - - - - - 6
életképesség | 8 ora - - - - - - = 6
vizsgalata | 9 o6ra - - - - = = - 6
IR 8 ora + - = = o - - 6
IR 9 6ra + - - - = - - 6
Teljes allatszam 391

I: Ischaemia, IR: Ischaemia-reperfuzio, PostC: posztkondicionalas, n: allatszam, * az aloperalt csoportok esetén a miitét
iddtartalma megfelel az adott kisérleti csoportban alkalmazott ischaemia és reperfizié hosszaval.
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3.1.6. A miitét menete - Mdj ischaemia-reperfiizié vizsgdlata

A kisérletekben hasznalt allatmodell alapjat a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti
Klinikéjan kifejlesztett modell képezi (Kupcsulik P. €s munkatarsai 1979). [211, 212] Lényege,
hogy patkdnyma4j lebenyezett szerkezetét alapul véve (14. dbra), a maj tomegének nagy részét
képezéd medialis (medial lobe: ML) és bal lateralis (left lateral lobe: LLL) lebenyek a
keringésbol kirekeszthetoek, mialatt az jobb lateralis (right lateral lobe: RLL) és caudalis
(caudate lobe: CL) lebenyeken at a splanchnikus keringés zavartalan, igy az allatok altal
nehezen toleralt splanchnikus pangas, illetve anhepaticus fazis elkeriilhetd.

Az anesztézia biztositasat (megegyezik a végtagi ischaemia-reperfuzié vizsgalatoknal
leirtakkal) fels6-k6zépsé median laparotomia, majd a CL majlebenyek mobilizalasa kovette. A
mikrocirkulacids aramlés regisztraldsa lézer Doppler aramlasmérd segitségével tortént. A
felszini mérdfej a maj LLL lebenyén mindig azonos lokalizacidban kertilt felhelyezésre. A m4j
ischaemia indukcigjat megel6zden 5 perces alaparamlas regisztralasara keriilt sor. A kisérlet
soran a ML ¢és LLL lebenyek biliovascularis nyelére atraumatikus mikroklipet helyezve a
majban 60 perces — a szerv kozel kétharmadat érintd — szegmentalis ischaemiat hoztunk 1étre.
Az ischaemia utols6 5 percében a shunt-616 lebenyek (RLL, CL) eltavolitasra keriiltek, igy a
reperfuzid kizarolag az elézetesen ischaemidsan karosodott lebenyeket érintette. A reperfuzié
ideje alatt az altatast fenntartottuk. A kisérlet végeztével az allatokat altatasban a jobb kamra
punkcidjan keresztiil kivéreztettiikk, majd maj és egyéb szoveti mintavételre keriilt sor. Az
aloperalt csoportban nem keriilt felhelyezésre mikroklip, minden mas tekintetben - az idébeli
viszonyokat és lebeny reszekciokat is figyelembe véve - pontosan gy jartunk el, mint a tobbi
csoportban.

Az éllatok egy részénél, csoportbeosztastol fliggden (lasd 3. tablazat) kiilonbozd sebészi,
illetve farmakologiai (eld)kezelést végeztiink az ischaemia idejét megeldzden, illetve az
ischaemia alatt. Tdvoli szervi kondiciondldst vizsgald (ischaemias perkondicionalas: I-PerC)
csoportokban az aorta infrarenalis szakaszanak atraumatikus mikroklippel torténd
5 perc reperfzid) perkondicionalést végeztiink az als6 végtagi vazizomzaton. Az allatok egy
részénél az I-PerC hattérmechanizmusdnak vizsgalata érdekében, a szegmentalis madj
ischaemiat megel6zden, a nervus femoralis és ischiadicus hozzavetdlegesen 0,5 cm hosszu
resectiojat végeztiik, melyet 20 perc regeneracios iddszak kovetett (-N csoportok). "Révid
latencidju” glutamin elékezelés csoportban (Glu-R) az allatok kozvetleniil a maj ischaemiajat
megeléz8en 400 mg/ttkg Dipeptiven® (Fresenius Kabi, Budapest, Magyarorszag) infuziéban
részesiiltek 3 ora alatt. "Hosszu latencidju” glutamin elékezelés csoportban (Glu-H) az allatok
24 éraval az ischaemiat megeldzéen 500 mg/ttkg Dipeptiven® infizidban részesiiltek 5 ra alatt,
1 ml/h sebességgel. Dipeptiven® valasztott dozisa megegyezik a kisérlet idejében ajanlott (és
jelenleg is érvényben 1év0) klinikai doézissal, viszont az ajanlds valtozasat kovetve eltér a
korabbi vizsgalatban (Glu-R) adott (400 mg/ttkg) mennyiségtdl. Mindkét fent emlitett glutamin
adagolassal végzett kisérletben az aloperalt és az IR-kontroll csoport esetében 1 ml/h
sebességgel, kevert aminosav (Aminoven®, Fresenius Kabi, Budapest, Magyarorszag) oldatot
infundaltunk azonos volumenben az ischaemia eldtt 3 oraval (,,rovid latencidju” csoport), illetve
5 oran keresztiil 24 o6raval a mitét eltt (,,hossza latenciaja” csoport). A PARP inhibitor
elokezelt csoportban PJ-34 szelektiv PARP-1 inhibitort alkalmaztuk (Inotek Pharmaceuticals
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Corporation, Massachusetts, Beverly, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1 6raval a maj ischaemia
elétt 10 mg/ttkg dozisban intravéndsan. Itt az dloperalt és az IR-kontroll csoportban fiziologids
sooldatot kaptak az allatok azonos térfogatban. Levosimendan 1 (Lev-1) és -24 (Lev-24)
elokezelt csoportoknak megfeleléen, az eldkezelést kozvetleniil a miitét eldtt, vagy az
ischaemiat 24 o6raval megelézéen végeztik 5 ciklusban. A levosimendan (Simdax®,
OrionPharma Kft, Magyarorszag) testtomegre szamitottan adhat6 dézisat (kalkulacids séma:
24ug/kg bolus + 0,4ug/kg/h infuzid) 5x5 perc alatt adtuk intravénasan, infuzios pumpa
segitségével. Az infuzios ciklusok kézott 10-10 perc sziinetet tartottunk. Az IR-kontroll és az
aloperalt csoportokban az allatok azonos modszerrel és azonos volumenben kaptak a vegytilet
oldészereként hasznalt 5%-os glukdz oldatot.
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3.1.7. Csoportbeosztas - Mdj ischaemia-reperfiizio vizsgdlata
Az allatok csoportbeosztasat és a felhasznalt allatok szdmat a 2. tdblazat tartalmazza.

2. tablazat Kisérleti elrendezés. M4j ischaemia-reperfazios karosodas mérséklése.

., Reperfizio
beosztas ido . . . .
ora ora ora ora
Aloperalt* - - - = = = 24
IR 60 perc + - - = = 8
Tavoli  szervi IR 60 perc _ + - - - 8
ischa?rfliés’ Per— IR 60 perc _ _ + . . 8
kondicionalas PerC 60 perc o _ ) _ PreC 8
PerC 60 perc - + - - PreC 8
PerC 60 perc - - + - PreC 8
Tavoli  szervi Aloperélt# - - - - - - 7
ischaemias per- Aloperailt-N# - _ - - - - 7
kondif.ion;illéts’ IR 60 perc . - + - - 7
neuralis atas-
mechanizmusa LR SO i - * - ) !
I TR PerC 60 perc - - + - PreC 7
PerC-N 60 perc - - + - PreC 7
Aloperalt* - - - - - Rindex-5 5
Lev-1 - - - - - Lev-1 5
Farmakologiai | | o\, oy - - - - - Lev-24 5
el 1 S L N N I R R R
IR-24 60 perc - + - - Rindex-5 10
IR+Lev-1 60 perc - + - - Lev-1 10
IR+Lev-24 | 60 perc - i - - Lev-24 10
Farm.a?ml(?g’iai Aloperalt? . - - = - 0,9% NS 15
ot | opere | - SREEE:
Glu-R 60 perc - - - Glu (3 6ra) | 15
Farmakolégiai | 4jopersre | - - - - - | Aminoven | 10
lé‘:‘l:fa‘::i’:f‘:'as = 60 perc - - 5 - | Aminoven | 10
Glu-H 60 perc - - i - Glu (24 6ra) | 10

Teljes allatszam 289

IR: Ischaemia-reperfiizio, I-PreC: Ischaemias prekondicionalas, PerC: Ischaemias perkondicionalas, Lev: Levosimendan, NS:
fiziologias sooldat, Glu: Glutamin, *: eldkisérlet az optimélis ischaemids id6 meghatarozasara (modszerek és eredmények
részletes bemutatasara jelen dolgozatban nem keriil sor), #: az aloperalt csoportok esetén a miitét idétartalma megfelel az adott
kisérleti csoportban alkalmazott ischaemia és reperfuizid hosszaval
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3.2. Vizsgalt paraméterek - Végtagi ischaemia-reperfuzio vizsgalata
3.2.1. Hemodinamikai vizsgadlatok
3.2.1.1. Artérids kozépnyomds meghatdrozdsa

Az éllatok artérids kozépnyomasat és szivfrekvencidjat a jobb oldali arteria carotis
communisba vezetette polietilén kaniil segitségével invaziv vérnyoméasmérdvel (Dasy Lab
V9.00.02., National Instruments Corporation, Austin, TX, Amerikai Egyesiilt Allamok)
regisztraltuk.

3.2.1.2. Széveti mikrocirkuldcio

A bal also6 végtagi (m. biceps femoris) perfuzié mértéke 1ézer Doppler aramlasmérdvel
(MOOR  Instruments Ltd, London, UK; DRT4, kétcsatornas eszkdz; A = 632,8 nm;
monokromatikus; 2 mW HeliumNeon 1ézer) keriilt rogzitésre. A muszer a kibocsatott 1ézer fény
Doppler-elv alapjan torténd visszaverddésének detektalasanak révén miikodik. Az eszkoz on-
line adatrogzitéssel és szamitogépes feldolgozassal regisztralja a mérofej alatti kb. 1 mm?3-es
szovethengerben a kapillarisokban mért atlagos aramlast, vordsvértest koncentraciot és a
hémérsékletet. Az 4ramlasi adatok altal kirajzolt gorbék Osszehasonlithatdosdga érdekében,
matematikai korrekcio tortént. Ennek alapja az ischaemia alatti d&ramlasi atlagérték - az un.
bioldgiai nulla érték - minden flux értékbdl vald kivonasa, és az adatok relativ skalan valo
abrazolasa, melyen a 0%-os értékének az ischaemia alatti aramlast, mig 100%-0S
sz€lsoértékének az alaparamlast vessziik. Az ezt kovetd reperfuzid leirdsara ujabb fogalmak
bevezetésére van sziikség: (1) platé maximum (PM) - a reperfuzids szakasz végsd szakaszdhoz
(utolsd mért 10 perc) tartoz6 értékek szamtani atlaga. (2) Reperfuzios teriilet (RT) - kiszdmitasa
a reperfiizidhoz tartoz6 gorbe alatti teriilet integralasaval torténik. Az utdbbi paramétert az
adatok jobb 0Osszehasonlithatosaga érdekében egy hipotetikus, mar a reperfizido nulla
pillanatdban 100%-o0s aramléssal jellemezhetdé aramlasi fliggvény gorbe alatti teriiletének
szazalékaban adtuk meg. A feldolgozasnal minden aramlasi gorbe individudlis kiértékelése
tortént. A kisérleti elrendezés szempontjabdl egy csoportba tartozd egyedek értékei atlagolasra
keriiltek. Ezt kdvetden tortént az atlagolt aramlasi értékek grafikus megjelenitése.

3.2.2. Hisztologiai vizsgdlatok
3.2.2.1. Rutin hematoxilin-eozin festés - fénymikroszkdpos vizsgdlat

Minden allatbol a bal oldali m. tibialis anterior azonos anatomiai lokalizaci6jabol tortént
szovettani mintavétel. Az izommintdk 4 %-os formalinban valo 24 6rés fixalasat kovetden
paraffinba keriiltek bedgyazédsra. A rutin szdvettani vizsgalatok elemzése konvencionalis
fénymikroszkoppal (Olympus BX50 mikroszkop Olympus DP70 kameraval felszerelve;
Olympus Corporation, Tokid, Japan) tortént 3-5 pm vastag metszeteken, hematoxilin-eozin
(HE) festést kdvetden. A vizsgalo patologus a minték jelzését nem ismerte. Az izomkarosodas
szemikvantitativ kiértékelésére McCormack és munkatarsainak , Fourfold divided frame
counting” modszerét alkalmaztuk: [213] az izom teljes keresztmetszetérdl 200x-os nagyitassal
15 db fénykeép késziilt, mely lefedte az izom teljes tertiletét. Ezek utan minden egyes fényképet
4 egyenld részre osztottunk, majd a negyedeket sorba rendeztiik. Random generatorral
meghataroztuk a negyedek vizsgalati sorrendjét. Egy vizsgalt negyedben minden izomrost
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beosztasra keriilt sériilt, vagy nem sériilt csoportba. Sériiltnek tekintettiink egy rostot, ha
korvonala egyenetlen volt, vagy megszakadt, szerkezete, vagy szine inkonzisztens volt,
intracellularisan vacuolak voltak jelen, és/vagy a magok elkiiloniiltek a rosttél. Mindegyik
allatbol dsszesen 300 izomrostot értékeltiink, hogy a megfeleld abszolut hibaszazalékot elérjiik.

3.2.2.2. Elektronmikroszkdpia

A jobb oldali végtagokat intraarterialis katéteren keresztiil el6szor meleg (37 °C-0S) 4%-
os paraformaldehid oldattal tolt6ttiik fel, majd ezt hideg 2%-os glutar-aldehid oldat infazidja
kovette Osszesen 30 percen keresztiil. A tibialis anterior izombol ezek utan 1x1 mm-es
szakaszok keriiltek eltavolitasra, melyeket 2%-os glutar-aldehid oldatban tovébbi 1 6ran
keresztiil fixaltuk, ezt 1 %-0s ozmium-tetroxid oldatban torténd tovabbi fixalas kovette (1 ora).
A mintakat - ndvekvo alkohol sorban torténé dehidralasat kovetéen () - aralditba (Durcupan
ACM Fluka, Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) dgyaztuk.
Ultramikrotom segitségével ultravékony szeletek késziiltek, melyeket uranil-acetattal és
vezércitrattal kontrasztoztuk, majd Hitachi H7500 transzmisszids elektronmikroszkop (Hitachi
Ltd, Tokio, Japan) segitségével vizsgaltuk. Az elektron mikroszkopos képeket Olympus-SIS
digitalis kamera (Megaview II) segitségével készitettiik.

A félvékony metszeteket toluidin-kékkel festve fénymikroszkoposan vizsgaltuk Zeiss
Axiophot mikroszkdppal, mely AxioCam HRc digitalis kameraval (Carl Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) volt felszerelve.

3.2.2.3. Nedvességtartalom meghatdrozds - Wet/dry ardny

Az izomszovet nedvességtartalma a jobb oldali alsovégtag megmaradt izomtomegébdl
keriilt meghatarozasra. Az izmok tomegét a kivételt kovetden azonnal meghataroztuk (nedves
tomeg), majd az izmokat +80°C-0s kornyezetbe helyeztiik 3 napig szaradni, amig egy allando
sulyt el nem értek (szaraz tomeg). Ezt kovetden a kiszaradt izmok tomege Ujra meghatarozéasra
keriilt. A kovetkezd képlet segitségével a mért tomegekbdl az izom nedvességtartalma
meghatarozhatd, melyet szdzalékban adunk meg: (nedves tomeg — széraz tomeg) / nedves
tomeg * 100.

3.2.3. Izomrost életképesség (NBT - morfometria)

Az bal oldali m. tibialis anteriorbdl vett izommintakbol 3 pm vastag fagyasztott
metszetek késziiltek, melyeken NADH-tetrazolium reduktaz (NADH-TR) enzimhisztokémiai
reakcidt alkalmaztunk. A festddési kiilonbségek minimalizaldsa végett az Gsszes minta
feldolgozasa azonos napon tortént. A festés sordn a metszeteket azonos id6ben, frissen készitett
aliquot oldatban inkubaltuk. Az ¢életképesség kvantitativ meghatdrozdsa morfometrids
szoftverrel tortént (Leica QWin Pro, Leica Microsystems). Tiz véletlenszeriien valasztott 1atotér
kertilt kifényképezésre metszetenként 600x-os nagyitassal. A mérések soran alkalmazott
szintartomany meghatarozasa két, a szoftvert rendszeresen hasznald patologus altal tortént a
fiziologias kontroll allatok metszetei alapjan (R; G; B: 150; 105; 175 — 0; 0; 66). Az elemzés
soran a szoftver altal meghatarozéasra keriilt a szintartoményban taldlhato pixelek (tehat a
keletkezett, mitokondrium specifikus festédés kiterjedése) szama, melyet a képen talalhato
1izomrostok Osszteriiletéhez ardnyitottunk. Az §sszes rost életképességének (6ssz-¢letképesség)
meghatarozasan kiviil elvégeztiik az I-es (lassabb Gsszehtzodasra képes, oxidativ) és a IIb

17



Dr. Szijarto Attila d c 1098 15 Doktori értekezés tézisei

(gyorsan 0Osszehuz6do, glikolitikus) tipustt  izomrostok életképességének szelektiv
meghatdrozasat is. Az egyes egyedekhez tartoz6 eredmények atlagolasra keriiltek. A végsd
eredményt kezeletlen kontroll allatok értékeihez viszonyitva adtuk meg szézalé¢kban.

3.2.4. Laboratoériumi vizsgalatok

A jobb kamrai punkciobdl nyert vér 10 perces, szobahOmérsékleten torténd
centrifugalasat (3000 rpm) kovetden, a feliiluszot folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk,
majd a tovabbi analizisek elvégzéséig -80°C-on taroltuk. A mérések a mintavételt kovetd 24
orén beliil spektrofotometrian alapuld, klinikai laboratériumi automatan (Beckman Coulter
AU480/2011, Beckman Coulter Inc, Brea, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), rutin tesztek
felhasznalasaval torténtek. A szérum CK, LDH, valamint a transzaminaz (ALAT, ASAT)
szintek kiilonbdzd idépontokban keriiltek meghatarozasra. .

3.2.5. Redox-statusz

A szabadgyok szint vizsgéalatit szérum mintakbol végeztiik, Heide-Bogl-féle
luminometrias modszerrel (Blazovics-féle modositas). [214] A felhasznalt reakcioelegy
hidrogénperoxidot, luminolt és mikroperoxidazt (SIGMA, St. Louis) tartalmaz. A mérés
elméleti alapja, hogy a meghatarozas soran a luminol szabadgyokok hatdsara gerjesztett
allapotba keriil és fényt bocsat ki, amely luminométerrel (Lumat LB9051; Lumat Bertold,
Windbad, Germany) detektalhatdo. A fényintenzitdst a szovetben fellelhetd gydkfogd
vegyliletek csokkentik. Az eredmények Relative Light Unit (RLU) egységben kifejezve
kerlilnek megadasra. Ezek alapjan a fényintenzitds (RLU) ardnyos a mintdban talalhato

crer

3.2.6. Molekuldris vizsgalatok (ELISA)

A szérum TNF-a és IL-6 szinteket szendvics ELISA modszerrel mértiik kereskedelmi
forgalomban elérhetd kitek segitségével (TNF-a immunoassay kit, R&D Systems, Minneapolis,
USA; Quantikine® Rat IL-6 Immunoassay kit, R&D Systems, Minneapolis USA). Az
abszorbanciat 450 nm-en hatdroztuk meg (hattérméréssel 540 nm-en) spektrofotométer
segitségével.

3.2.7. Tavoli szervek kdrosoddsaink vizsgdlatai
3.2.7.1. Vese

A vese mikrocirkulacidja a bal vese aramlési viszonyainak méréselézer Doppler
aramladsmérdvel keriilt regisztralasra a kisérlet alatt (technikai részletek lasd 4.2.1.2. fejezet).

A kisérlet végeztével azonos anatdmiai lokalizaciobol (bal vese) tortént vese szoveti
mintavétel, melyek 24 o6rds 4 %-os formalinos fixalasat, paraffinba agyazasuk kovette. A
szovettani vizsgalatok konvencionalis fénymikroszkop segitségével torténtek, 3-5 um vastag
metszeteken, HE festést kovetden. A metszetek fénymikroszkopos kiértékelése (60x-0S
nagyitas) soran a tubuldris, intersticidlis karosodas jellemzdinek értékelése egy szdvettani
pontrendszer segitségével tortént [215], a tubulussejt necrosis és a csapadékképzddés alapjan:
0: nincs karosodas; 1: <10%; 2: 10-25%; 3: 25-45%; 4: 45-75%; 5: >75%.
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A vese szovetének myoglobin detekcidjara a mintakat nytlban termeltetett poliklonalis
human anti-myoglobin antitestettel (1:50, Diagnostic BioSystems) 4°C-on inkubaltuk egy
¢jszakan at. A 1étrejott antigén-antitest reakcid kimutatdsara peroxidadz konjugélt szekunder
antitestet hasznaltunk (Dako). Kromogénként 3-diaminobenzidint (DAB) alkalmaztunk, majd
hattérfestést Gill-féle hematoxilinnal végeztiink. A reakcid értékelését fénymikroszkdop (200x
¢s 600x nagyitason, Olympus BX mikroszkdp) segitségével végeztiik. Az antitest ellendrzésére
pozitiv kontrollként az izomszdvetet hasznaltuk fel.

A vese peroxinitrit szintjének mérése a mintak 1.0 M-os NaOH (60:1) mosasat kovetden
spektrofotometrids mérés (302nm) segitségével tortént. Kontrollként a mintdkhoz 100 mM
kalium-foszfatot (pH: 7,4) (60:1) adtunk. Az abszorbancia csdkkenés mértéke semleges pH
értéken keriilt meghatarozasra. [216]

A vese funkcio megitélésére laboratoriumi teszteket végeztiink. Az allatokbol vett
vérmintakbdl tiz perces szobahdmérsékleten végzett centrifugdldst kdvetéen a szérum
elvalasztasra keriilt. Kémiai analizisek elvégzéséig a mintak -80°C-on taroltuk. 24 éran beliil,
2,5-szeres higitas utan laboratoriumi automatan (Hitachi 747 Autoanalyzer, Tokyo, Japan) rutin
tesztek felhasznalasaval torténtek a mérések. Na*-, kreatinin-, karbamid- (BUN: blood urea
nitrogen), szintek meghatarozasdval szamitottuk a kovetkezd funkcidés paraméterek:
karbamid/kreatinin hanyados, frakcionalt Na* exkrécio: (FENa =Una "XPkreat. X100/Uireat. XPNa+),
veseelégtelenségi index (RFI = ([Na'vizelet] * [Kreatininsrum]) / [Kreatininyizeet]).

A HSP-72 szoveti meghatarozasat Western-blot technikaval végeztilk vese
homogenizatumbol. A savok vizualizaldsa megnovelt kemilumineszcenciaval tortént, majd az
eredmények detektaladsara és szadmszerlisitésére az Imagel szoftver hasznalatdval (NIH,
Bethesda, MD, USA) kertilt sor.

3.2.7.2. Tiid6

Minden allatb6l a jobb tiidé felsé lebenye keriilt eltavolitasra, melyeket 4 %-0s
formalinban fixaltuk 24 oran at, majd paraffinba agyaztuk. A szévettani vizsgalatokat
konvencionalis fénymikroszkopos elemzéssel (Olympus BX microscope; Olympus Micro
Bright Field, Williston, VT) végeztiik, 3-5 um vastag metszeteken HE festést kovetden. A
metszetek kiértékeléséhez egy, az irodalomban alkalmazott tiidd hisztopatologiai pontrendszert
[217] vettiik alapul, amely az alabbiak meglétét, vagy hianyat veszi figyelembe: (1) alveolaris
0déma, (2) atelektazia, (3) bevérzés, (4) gyulladdsos sejtes infiltracio, (5) vaszkularis pangas.
Mindegyik jellemzdt pontszammal értékeltiik (0: normalis, 1: enyhe, 2: kdzepes, 3: jelentds).
A tiidoékéarosodas kategorizalasa a pontszamok Osszesitése szerint tortént (0-3: normalis,
minimalis; 4-7: enyhe; 8-10: kdzepes; 11-15: jelentds).

A tiidészovet nedvességtartalmat az izomszovetnél leirt modon (lasd 4.2.2.3. fejezet)

hataroztuk meg.

A tido szoveti mieloperoxidaz aktivitasat homogenizatumbol mértiik modositott
mieloperoxidaz assay segitségével .[218] A mérés magaban foglalja a tetrametil-benzidin
hidrogén-peroxid fiiggd oxidaciojat, amely spektrofotometriaval detektalhatdo 450nm-en (UV-
1601; Shimadzu, Japan).
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A HSP-72 szoveti meghatarozasat Western-blot technikaval végeztiik (1d. 4.2.7.2. Vese)

A tiid6 funkciondlis allapotanak megitélésére artérids vérgdz analizist végeztiink. A
reperfuzid kezdetén, a masodik és negyedik Ordban a bal a. carotis communisbdl artérias
vérmintat vettiink. A mintdkat Radiometer ABL80 (Radiometer Medical ApS Akandevej 21
DK-2700 Breonshgj Denmark) Astrup gépen vizsgaltuk meg. A pO2, pCO: értékek keriiltek
mérésre.

3.2.7.3. Vékonybél

A kisérlet alatt az a. mesenterica superior véraramlasa folyamatosan regisztralasra
aramlasmérd segitségével regisztraltuk, mely sordn a duodenum, jejunum és az ileum azonos
anatomiai lokalizacioban, az antimesenterialis oldalon hosszanti metszés segitségével feltarasra
keriilt, az eszk6z merdfejének mucosa felszinén torténd rogzitése céljabol.

A Kkisérlet végeztével minden allatbol bél (duodenum, jejunum, ileum) mintavétel
tortént. Az eltavolitott bélszakaszokat 4 %-os formalinban fixaltuk 24 6ran at, majd paraffinba
agyaztuk. A szovettani vizsgalatokat konvencionalis fénymikroszkopos elemzéssel (Olympus
BX microscope; Olympus Micro Bright Field, Williston, VT) végeztiik, 3 pm vastag
metszeteken, hematoxilin-ecozin (HE) festést kdovetéen. A metszetek kiértékeléséhez az
irodalomban alkalmazott Chiu-score pontrendszert [219] vettiik alapul, mely a szoveti
karosodas mértékét egy 1-5 terjedd skalan értékeli.

3.3. Vizsgalt paraméterek - Maj ischaemia-reperfizios karosodasok
vizsgalata
3.3.1. Hemodinamikai vizsgdlatok
3.3.1.1. Artérias kézépnyomds meghatdrozadsa
Az allatok artérids vérnyomasat a 4.2.1.1 szerint metodikéaval regisztraltuk.
3.3.1.2. Széveti mikrocirkuldcio

A mijszoveti mikrocirkulacid detektaldsa 1ézer Doppler aramlds mérd segitségével
tortént, azonos anatémiai lokalizacioban (V. majlebeny) rogzitve. A technikai részletek és az
eredmények kiértekelése megegyezik az alsé végtagi vizsgalatoknal leirtakkal.

3.3.2. Hisztoldgiai vizsgdlatok

A kvalitativ szovettani kiértékelés a reperfuzid végeztével tortént mintavételezés
eredményeként sziiletett HE festett metszetek alapjan zajlott. A vizsgald patologus a mintak
jelzését nem ismerte, a csoportbeosztas, illetve a beavatkozas maddja €s ideje tekintetében nem
volt tajékozott. A metszet teljes atvizsgaldsara minden esetben sor keriilt. Az értékelés a maj
ischaemids-reperfuzios karosodasanak részjelenségeként ismert eltérések figyelembevételével
tortént. Kiemelt fontossagu jelek: (1) sejtduzzadas, (2) sinusoidalis pangas, (3) vénatagulat, (4)
szoveti bevérzés, (5) gyulladasos sejtek jelenléte, (6) necrosis jelei: vacuolizacio, karyolysis,
karyorrhexis, eosinophilia, (7) apoptosis jelei: sejtzsugorodas, a kromatin marginizacidja,
kondenzacidja, fragmentécioja, ,,apoptotic body”’-k megjelenése. Egyes vizsgalati csoportok
esetén (PerC vizsgalata) a metszetek szemikvantitativ értékeléséhez a Suzuki pontrendszert
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hasznaltuk. A mintdkon a szinuszoidalis pangés, hepatocyta necrosis, illetve hepatocyta
degeneracié jelenlétét értékeltiik 0-4ig terjedd skalan. Ezen Osszetett pontrendszer
egyszerlsitésére egy ugynevezett total-score (az elobb emlitett paraméterek eredményeinek
osszege) keriilt bevezetésre. Igy minden allat esetében maximalisan 12 pont volt adhato.

A necrosis kiterjedésének meghatdrozasa morfometrias elemzés segitségével tortént. A
HE festett metszetek szkennelését kovetéen (Panoramic 250 Flash whole-slide scanner system,
3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag) a necrosis kvantifikdlasa automata kép analizalo
program segitségével tortént (Fraunhofer Mevis Institute, Bremen, Germany). [220] A
necrotikus teriiletek ardnya széazalékban keriilt kifejezésre a kovetkezd képlet alapjan:
necrosis%=necrotikus teriilet/[necrotikus teriilet + életképes teriilet]*100)

A lipoid degeneracid tovabbi verifikalasa Sudan IV-gyel festett, fagyasztott
majmintakon tortént hematoxilines hattérfestés mellett. A metszeteket fénymikroszkop alatt
elemezve, szemikvantitativ modon értékeltiik.

A DNS-fragmentacio detektalasara a TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling) reakciot hasznaltuk, melyet kereskedelmi forgalomban
1év0 kit-tel végeztiink (Chemicon International Inc, Temecula, CA, USA) a gyart6 protokolljat
kovetve. A szoveti struktura megjelenitésére hematoxilines hattérfestést alkalmaztunk. A
metszeteket fénymikroszkoppal értékeltiik, mely sordn részben a demarkalt teriiletek aranyat
hataroztuk meg egy adott metszetben, részben pedig 100x-os nagyitdson tiz, egymast nem
atfedo latotérben 1000 sejtet szamoltunk meg, a TUNEL pozitiv sejtek szamat az 0sszes sejt
ezrelékében fejezve ki.

A PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase) enzim aktivitasat a termék poly(ADP-
Ribose) (PAR) molekuldk kimutatdsdn keresztiil végeztiik az irodalomban kozolt modszer
alapjan. A formalinban fixalt majszdvetet paraffinba agyaztuk és 4 pm vastag metszeteket
készitettiink. A deparaffinalt metszeteket 0,6% hidrogénperoxiddal kezeltiik, hogy az endogén
peroxidaz aktivitast gatoljuk, majd 0,2 M-os citrat pufferben (pH 3,0) végeztiink antigén
feltarast melegités segitségével. Ezt kovetden 1,5%-0s 16 szérummal blokkolt mintdkat 1 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten, majd 1:1000 titerben poliklonalis egér PAR-ellenes antitesttel
(Calbiochem) inkubéaltuk egy éjszakan at 4°C-on, majd biotinizalt 16 anti-egér szekunder
antitesttel (1:200) és avidin-biotin-peroxidaz komplexszel (Vector ABC Elite kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) végeztiink kezelést. A peroxidaz aktivitast DAB (3,3’-
diaminobenzidine-tetrahydrochloride)  kromogénnel detektaltuk, majd hematoxilines
hattérfestést alkalmaztunk. A metszetek értékelése fénymikroszkop segitségével tortént. A
TUNEL aktivitas vizsgalatahoz hasonldan szamszertsitettiik az dsszefiliggd PAR-pozitivitést
mutat6 teriiletek aranyat, majd 1000 kiilonall6 sejtet megszamolva, a kornyezo tertiletek PAR
pozitivitasat fejeztiik ki szazalék forméjaban.

Az apoptosis kimutatasara formalinban fixalt méjszovetet paraffinba agyaztuk és 4 um
vastag metszeteket készitettiink, majd a deparaffinalt metszeteket 0,6% hidrogénperoxiddal
kezeltiik. Az apoptosis kimutatasara a metszeteket aktiv caspase-3 (Chemicon International
Inc., Temecula, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) ellenes antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan
at, 4°C-on. PBS-sel vald bdséges mosast kovetden, a metszeteket biotinizalt szekunder
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antitesttel kezeltiikk. Az immunreakciot avidin-biotin-peroxidaz komplex és diaminobenzidin
segitségével tettlik lathatdva.

3.3.3. Eletképesség vizsgdlat (NBT morfometria)

A majsejtek ¢letképességét (mitokondrialis funkciot) a 4.2.3. fejezetben leirt
enzimhisztokémiai modszer és morfometriai elemzés alapjan tortént.

3.3.4. Laboratériumi vizsgdlatok

A fagyasztott szérummintdkbol az alanin-aminotranszferaz (ALAT), aszpartat-
aminotranszferazt (ASAT) szintek meghatarozasa laboratdériumi automata segitségével a 4.2.4.
fejezetben leirtaknak megfelelden tortént.

3.3.5 Redox-stdtusz

Az antioxiddns statusz vizsgéalata méajhomogenizatumbdl, illetve szérum mintakbol
tortént. Luminometrids Ossz-scavanger kapacitas meghatarozasa Heide-Bogl modszerének
Blazovics féle modositassal tortént az alsovégtagi vizsgalatoknal leirtaknak megfelelen (4.2.5.
fejezet). A redukaloképesség vizsgalata Oyaizu [221] mddszere szerint tortént, mely a szérum
¢s a szovet teljes antioxidans képességérdl informal. 200 ul minta bidesztilalt vizzel 1 ml-re
torténo kiegészitése, és 2,5 ml pH 6,6 foszfatpufferrel (0,2M), illetve 2,5 ml 1 %-0s KsFe(CN)e-
oldattal val6 elegyitése utan 20 perces inkubacié zajlott 50 °C-on. A 2,5 ml 10 %-0s
triklorecetsav-oldat hozzdadéasa utan a reakcioelegy 10 perces centrifugalasa tortént 2500 rpm-
mel. A feliilasz6 2,5 ml-ét 2,5 ml bidesztillalt vizzel 6sszekeverve, majd 0,5 ml 0,1 %-0s FeClz-
oldatot hozzaadva, a minta altal emittalt fény szinintenzitdsa 700 nm-en mérhetd, és ardnyos a
minta redukéaloképességével. A tovabbiakban a redukaloképesség a referencia vegylilet, az
aszkorbinsav redukald képességének fliggvényében keriil megadasra (ASE= aszkorbinsav
ekvivalens). A kapott eredmény a fehérjéhez (SH-csoport) €s a nem fehérjéhez kotott proton

crer

tajékoztat. A redukaloképesség értéke aranyos a minta antioxidans tartalmaval.

Szabad szulthidril (SH) csoportok meghatarozésa a fehérjékhez kotott antioxidans
paraméterekrdl informal. A mérések spektrofotométeren Ellman-reagens felhasznélasval (5,5-
ditiobisz-nitrobenzoesav, SERVA) pH 7,4 Na-foszfat pufferben, 512 nm-en torténtek, Sedlak
modszere szerint [222]

H*-donor kapacitds meghatarozasa soran a fehérjék metanol (MERCK, Darmstadt)
hozzédadasaval kicsapodnak, igy ezek antioxidans tulajdonsaga megsziinik. A mddszer ennek
kovetkeztében a fehérjéhez nem kotott antioxidans kapacitas mértékérdl informal. A méréseket
Blois és Hatano modszere [214, 223, 224] szerint, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil stabil gydk
jelenlétében végeztiik. Az aktivitas mérésének alapjat az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
gyok 517 nm-en torténd detektildsa képezi. A DPPH viszonylagos stabilitdsa révén
megbizhatéan fotometralhaté molekulagydk, melynek abszorbancia maximuma 517 nm-nél
mérhetd. Az eredményt gatlas %-ban keriilt megadasra. Géatlas % = [Abs(kontroll) -
Abs(minta)] / Abs(kontroll)x100
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3.3.6. Molekuldris vizsgalatok (ELISA)

A szérum TNF-a szintjét szendvics ELISA moddszerrel mértiikk kereskedelmi
forgalomban elérhetd kit segitségével (TNF-o immunoassay kit, R&D Systems, Minneapolis,
USA) Az abszorbanciat 450 nm-en hataroztuk meg (hattérméréssel 540 nm-en)
spektrofotométer segitségével.

A maj szoveti HSP-72 meghatarozasat Western-blot technikaval végeztiik. A savok
vizualizalasa megnovelt kemilumineszcenciaval tortént, majd az eredmények detektalasara és
szamszerusitésére az Imagel szoftver hasznalataval (NIH, Bethesda, MD, USA) kertilt sor.

3.4. Statisztikai analizis

Az egyes eredmények kiértékelése soran alkalmazott statisztikai probak pontos
megnevezése a tanulmény alapjat képzd, hivatkozott tudomdanyos kozleményekben
megtalalhato. A statisztikai vizsgalatokat IBM SPSS Statistics 20.0 szoftver (IBM Corporation,
Armonk, NY, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik. A tiblazatban a mérések
eredményét a mért értékek atlagaval és a standard deviacio (=SD) megadasaval fejeztiik ki. Az
atlagértékek kozotti kiilonbségeket p<0,05 konfidencia intervallum esetén értékeltiik
szignifikans kiilonbségként. Az adatok grafikus megjelenitését Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, Amerikai Egyesiilt Allamok).

4. Eredmények

Ebben a fejezetben a tisztabb atlathatosag érdekében az eredményeket kisérletenként
mutatja be a szerzd - alcimben utalva a csoportbeosztas tablazataiban is feltiintetett adatokra.

4.1. Rovididejii végtagi ischaemia vizsgalata és mérséklése PostC
segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, valamint 72 6ra reperfuzio vizsgalata, posztkondicionalassal -
4.1.1. Végtagi mikrocirkuldcio vizsgdlata

A végtagi mikrocirkuldcidé méréstechnikai okokbdl valamennyi vizsgélati csoport esetén
a reperfuzid els6 ordjaban kerilt kiértekelére. A gorbéket elemezve lathatd, hogy jelentds
kiilonbség adodott a PostC és az IR-kontroll csoport kozott: a reperfiizid elsé fél orajaban latott
kezdeti ingadozasok utan az IR-kontroll csoportban hypoperfuzié alakult ki, a PostC csoportban
pedig a végtag keringése hyperaemias aramlassal normalizalodott. A platé maximumokat (PM)
¢s a reperfuzids teriileteket (RT) alapul véve elmondhat6, hogy a PostC csoportban a m. biceps
femoris mikrocirkuladcidja a reperfuzidé végén szignifikdnsan magasabb szintet ért el a nem
kezelt IR csoporthoz képest (PM: 123,3 % vs. 62,7%, RT: 113,6% vs. 56,1%, p<0.05).

4.1.2. Vazizomzat fénymikroszkopos vizsgalata

Harom o6ra ischaemidn és 4 Ora reperfuzion atesett allatokban az alsd végtagi
izomszovettani metszeteken morfologiai elvaltozds nem volt jellemzdé. A harantcsikolat és
magfestés tobbnyire megtartott volt, szoveti 6déma nem volt kimutathatd. Az IR-kontroll
csoportban elvétve kezd6dd rhabdomyolysisre jellemzd morfologiai kép (hulldmossa valt
rosthatér, indul6 intracellularis dezorganizacidé) ugyan megfigyelhetd volt, de érdemleges
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elvaltozasrol az aloperalt allatok metszeteihez képest nem beszélhetliink egyik vizsgalati
csoportban sem. 24 orat kdvetedn sulyos szoveti gyulladds bontakozott ki az IR csoport
szovettani metszetein, jelentds leukocyta infiltracioval és 6déma képzddéssel, mig a PostC
csoportban szignifiansan kedvezdéb szoveti kép volt megfigyelhetd. 72 6ra reperfuziot kvetden
a gyulladasos reakci6 lezajlodott, patologai eltérés egyik csoportban sem volt lathato.

4.1.3. Laboratoriumi paraméterek vizsgdlata

A szérum szovetelhalast jelzé paraméterei tekintetében (ASAT, LDH, CK) szignifikans
novekedés volt tapasztalhatd mindkét ischaemia-reperfiizion atesett csoport esetében az
aloperalt allatok értékeihez képest. A PostC ugyan képes volt mérsékelni ezen valtozasokat, de
szignifikans kiilonbség nem mutatkozott a PostC és az IR-kontroll csoport kdzott.

4.1.4. Szabadgydk szint - luminometridas vizsgalatok

Mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportban megemelkedett a szabadgyokok szérum
koncentracidja. A valtozds azonban a PostC csoportban szignifikansan kisebb mértékiinek
mutatkozott az IR-kontroll csoporthoz képest.

4.1.5. Szérum TNF-a szint meghatdrozads

Az aloperalt csoporthoz képest szignifikansan a TNF-a szintek mindkét csoportban
emelke-dettek voltak. Az IR-kontroll csoporthoz viszonyitva azonban a PostC csoportban
szignifikans csokkenés volt tapasztalhato(p<0,05)

4.1.6. Szérum IL-6 szint meghatdrozads

A szérum IL-6 koncentracid szignifikansan megemelkedett az IR-kontroll
(305,2+29,5pg/ml) és a PostC (304+14,5pg/ml) csoportokban az aloperalt (187+10,2pg/ml)
csoporthoz viszonyitva. Nem mutathat6 ki azonban szignifikans kiilonbség a PostC csoport és
az IR-kontroll csoport IL-6 értékei kozott.

4.2. Rovididejii végtagi ischaemia veseszovodményeinek vizsgalata
PostC segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, 72 6ra reperfuzio posztkondicionalassal -
4.2.1. Vese mikrocirkuldcié vizsgdlata

A vese mikrocirkulacidja az infrarendlis aorta kirekesztést kovetden a kiindulasi értéken
maradt. A végtagi revaszkularizaci6 soran a vese aramlasa jelentds mértékben lecsokkent,
ugyanakkor, mig a PostC csoportban révid idén beliil normalizalodott, addig az IR-kontroll
csoportban tovabb romlott a mérési periddus végéig. A szamolt paraméterek alapjan a vese
kéreg perfuzioja szignifikansan jobbnak mutatkozott a PostC csoportban azIR-kontroll
csoporthoz képest (RT: PostC: 99,014+2,76% versus IR-kontroll: 82,31+£12,23%; p = 0,024, PM:
PostC: 96,81+6,14% versus IR-kontroll: 77,21+14,81%; p = 0,037).

4.2.2. Vese fénymikroszkopos vizsgdlata

A 4 oras IR-kontroll allatok veseszovettani metszetei egy kdzepesen sulyos tubuléris
karosodasnak megfelel6 képet mutattak. A tubulusok lumenét feltehetéleg a filtralodott
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nephrotoxinokbol 6sszeallt hialincilinderek toltotték ki. A tubulussejtek duzzadtak, benniik
finom vakuolizaltsag, hydropicus degeneracié mutatkozott. Ugyanakkor sejtelhalés, sejtlevalas
a bazalis membranrol nem latszott. A glomerulusokban pangas volt tapasztalhaté. Mindezen
jellemzoket figyelembe véve kedvezdbb szdveti képet kaptunk PostC csoportban: bar itt is sok
volt a hialincilinder, de azok nem zartak el teljesen a lument. A 24-, 72 6rat taléld allatok
veseszovettani képeit megvizsgalva a folyamatok legalabbis morfoldgiailag javulo tendenciat
mutattak mindkét csoport tekintetében.

4.2.3. Anti-myoglobin immunhisztokémiai vizsgadlat

Az antimyoglobin immun- hisztokémiai vizsgalatok alapjan a reperfuzié 4. érajaban a
myoglobin megjelent a tubulusok Iumenében, illetve a sejtek apikalis oldaldn az
endofagolizoszomakban. Az IR-kontroll csoportban nagyobb mennyiségben voltak jelen a
pozitiv festddést mutatd fehérjék a PostC csoporthoz képest. A 24 illetve a 72 orat tuléld
allatokban az immunfestés eredménye mar negativnak mutatkozott, feltehetden a lebomlott
myoglobin epitopok kdvetkeztében.

4.2.4. Lipid peroxiddcio

Négy ora reperfuziot kovetéen a vese homogenizatumban detektalt konjugalt dién
tartalom mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportban szignifikansan megemelkedett az
aloperalt csoporthoz képest. A konjugélt dién koncentracidé szignifikdnsan magasabbnak
mutatkozott az IR-kontroll csoportban a PostC csoporthoz képest (IR-kontroll: 0,17+0,04,
PostC: 0,14 £ 0,01; p=0,032).

4.2.5. Vese funkcié meghatdrozasa

Valamennyi végtagi ischaemia-reperfizion atesett allatban kialakult kisebb-nagyobb
foku akut vese karosodas.

A reperfuzid 4. 6rdjanak végére a karbamid/kreatinin arany, valamint a frakcionalt Na* exkrécio
egyarant tubuldris tipust veseelégtelenséget jelzett az IR-kontroll csoportban, mig a PostC
csoportban kedvezObb funkciondlis paraméterek voltak jellemzdk. A  szamitott
veseelégtelenségi index (RFI) alapjan tartdés vese funkcid romléas volt feltételezhetd az IR-
kontroll csoportban, szemben a PostC csoporttal, ahol szignifikansan kedvezdbb értékek
mutatkoztak.

4.2.6. Széveti HSP-72 szint meghatdrozds

Ugyan mind az IR-kontroll csoportban, mind a PostC csoportban megnovekedett a HSP-
72 expresszio, szignifikans kiilonbséget az aloperalt csoporthoz képest egyik csoportban sem
sikeriilt kimutatni.

4.3. Rovididejii végtagi ischaemia tiidészovodményeinek vizsgalata
PostC segitségével

- 3 ora ischaemia és 4-, 24-, 72 6ra reperfuzié posztkondicionalassal -
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4.3.1. Tiido fénymikroszkdpos vizsgalata

A 4-, 24-; 72 oOra reperfuzidt kovetden a szamitott tiidészovettani pontszam
szignifikansan magasabb értéket mutatott az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz
viszonyitva (a reperfuzids id0 elérehaladtaval a szoveti karosodds csokkend tendenciat
mutatott). A PostC csoportban a szovettani karosodas szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult
az IR-kontroll csoporthoz képest valamennyi vizsgalt iddpontban.

4.3.2. Tiido szovet nedvességtartalma (W/D ardny)

A tlid6 szoveti nedvességtartalma minden iddpontban (4-, 24-, 72 6ra) szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult az IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz képest. A W/D arany
szignifikansan alacsonyabb értéket mutat a PostC csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest.

4.3.4. Széveti MPO aktivitds meghatdrozds

Négy ora reperfuziot kdvetden az IR-kontroll csoport megndvekedett MPO aktivitasa
jellemz6 az aloperalt csoporthoz képest. Ugyanezen idépontban, a PostC csoportban az MPO
aktivitas tekintetében csokkenés tapasztalhatdé az IR-kontroll csoport értékeihez képest, de a
kiilonbség nem mutatkozott szignifikdns mértékiinek. Késobbi reperfiizids idépontokban (24,
72 6ra) nem volt kimutathat6 kiilonbség a vizsgalati csoportok kozott.

4.3.5. Széveti HSP-72 szint meghatdrozds

A tiid6szovet HSP-72 expresszidjanak mértéke nem emelkedett meg szignifikansan az
IR-kontroll csoportban az aloperalt csoporthoz képest. Ugyan a PostC csoportban alacsonyabb
HSP-72 szint mérhetd az IR-kontroll csoporthoz képest, a kiilonbség nem volt szignifikans
mértekii. Késébbi reperfuiziés idépontokban (24, 72 6ra) ugyancsak nem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség a vizsgalati csoportok kozott.

4.3.6. Artérids vérgdzanalizis

Az artérias pO2 értéke csokkent az IR-kontroll csoportban az dloperalt csoporthoz képest.
A PostC csoportban szignifikdnsan magasabb értékek voltak mérhetdek a reperfuzid alatti
mintavételi iddpontokban az IR-kontroll csoporthoz viszonyitva. Az IR-kontroll csoportban az
artérias pCO; érték megnovekedett az aloperalt csoporthoz képest a reperfizid6 masodik és
negyedik or4jadban mérve, azonban a kiilonbségek nem szignifikans mértéklieck. A PostC
csoport esetében az artérids pCOz2 értékek csokkentek az IR-kontroll csoport értékeihez képest,
azonban a csokkenés nem tekinthetd szignifikdnsnak.

4.4. Rovid ideji végtagi ischaemia bélsz6vodményeinek vizsgalata és
mérséklése PostC segitségével

- 3 dra ischaemia és 4 ora reperfuzié posztkondicionalassal -

4.4.1. Artérids kozépnyomds meghatdrozdsa

Az aloperalt allatokban az artérids kézépnyomas értéke nem valtozott szignifikans
mértékben. Ugyanakkor a 3 ora ischaemia alatt a kozépnyomas szignifikdnsan megnovekedett
az IR-kontroll és PostC csoportban aloperalt allatok értékeihez képest. A reperfuzio kezdetén
azonban az artérids kozépnyomas visszaesett a kiindulasi értékre €és a reperfuzid késdbbi
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id6pontjaiban mar egyik csoport (IR-kontroll, PostC) esetén sem kiilonbozott szignifikans
mértékben az aloperalt csoportban latottaktél. Az IR-kontroll és PostC csoportok kozott
szignifikans kiilonbség nem mutatkozott.

4.4.2. Arteria mesenterica superior véraramldsanak vizsgadlata

Az IR-kontroll csoportban az a. mesenterica superior (AMS) véraramlasa szignifikans
mértékben (kozel 60%-al) lecsokkent a reperfuzidt kovetden az aloperalt allatok értékeihez
képest. A PostC szignifikdns mértékben képes volt javitani az artérids véraramlas mértékét,
melynek eredményeként az a. mesenterica superior véraramlasa nem kiilonbozott szignifikans
mértékben az dloperalt csoportban tapasztaltaktol.

4.4.3. A vékonybél mikrocirkuldcidjanak vizsgdlata

Az infrarenalis aorta kirekesztés kovetkeztében a duodenum mikrocirkulacioja
szignifikans mértékben karosodott mind az IR-kontroll, mind a PostC csoport esetén az
aloperalt csoport értékeihez képest, mely a 3. drara normalizalddott. Az alsé végtagi reperfiizio

crer

az IR-kontroll csoportban a duodenum mikrocirkulacidjanak folyamatos csokkenését

e

kiilonbozott szignifikdns mértékben az aloperalt csoport értékeitdl.

Az aorta kirekesztés kovetkeztében a jejunum mucosalis véraramlasa szignifikansan
megemelkedett mind az IR-kontroll, mind a PostC csoport esetén az aloperalt allatok értékeihez
képest. A végtagi reperfuzidé sordn a bél mikrocirkulacidja jelentds mértékben karosodott
mindkét csoportban, azonban a PostC csoport allataiban az aramlascsokkenés szignifikans
mértékben elmaradt az IR-kontroll csoporthoz képest.

Az IR-kontroll, illetve PostC csoportokban az ileum mikrocirkulacidja jelentds
mértékben megnovekedett a végtagi kirekesztés alatt, maximalis értékét a 2. draban érve el. A
reperfuzio alatt egy fokozatos dramlasromlas volt detektalhato az IR-kontroll csoport allataiban.
Ugyan a posztkondicionalas képes volt mérsékelni a fenti mikrocirkulacios zavart, az ileum
keringése igy is elmaradt az 4loperalt csoportban latottakhoz képest.

Az IR-kontroll csoportban az egyes bélszakaszok ischaemia sordan mért
kérosult, addig a jejunum és az ileum mikrocirkuldcidja atmenetileg fokozddott, mely dramlés
novekedés az ileumban szignifikansan nagyobb mértékiinek mutatkozott. A reperfuzid alatt
valamennyi bélszakasz mikrokeringése csokkent, azonban mig a duodenumban enyhe
aramlasromlés volt megfigyelhetd, addig a jejunumban kifejezettebb, mig az ileumban jelentds
mikrocirkulaciés zavar jott 1étre. Az alloperdlt €s PostC csoportokon beliil az egyes
bélszakaszok kozott nem mutatkozott szignifikéns kiilonbség.

4.4.4. A vékonybél fénymikroszkoépos vizsgadlata

A fénymikroszkopos vizsgalatok valamennyi bélszakasz tekintetében csupan enyhe
szoveti eltéréseket mutattak az aloperalt csoport allataiban. A duodenumban a végtagi
kirekesztés hatasara nem kovetkezett be jelent6s karosodas sem az IR-kontroll, sem a PostC
csoportokban. Ezzel szemben az ileum és a jejunum teriiletén jelentds karosodasok jottek 1étre
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az IR-kontroll csoportban az aloperalt allatokban latottakhoz képest. Ugyanakkor a PostC képes
volt szignifikdns mértékben mérsékelni a szdveti karosodas mértékét mindkét bélszakasz
esetén.

4.4.5. Bel mikrocirkulacio és szévettani karosodas kozti korreldcio

A kisérleti periddus végén mért mikro-cirkulacids véraramlas és a bél karosodast jelzo
szemikvantitativ score értékek kozt szoros korrelacio mutatkozott valamennyi vizsgalati
csoport tekintetében (r=-0,911; r’=0,847, p<0,001).

4.5. Kritikus ischaemia idétartamanak meghatarozasa
- 4-, 6-, 8 ora ischaemia -
4.5.1. Vazizomzat fénymikroszkopos vizsgdlata

Hematoxillin-eosin szdvettani eredmények szerint a 4 6ras ischaemia az als6 végtagi
izomszovettani metszeteken morfologiai elvaltozast nem okozott. A harantcsikolat
megtartottnak bizonyult, szoveti 6déma nem volt lathatd. 6 ora elteltével intracellularis 6déma
jelent meg, a rostok lefutdsa néhol hulldmossa valt, festddésiik enyhe hypereosinophiliat
mutatott, azonban szerkezetiik nagyobb részben, hardntcsikolatuk pedig teljesen megtartott
volt. A 8 6ras ischaemia jelentds valtozasokat hozott az izomrostok morfoldgiai képében: a
rostok hypereosinophiliaja fokozodott a 6 oOras ischaemias allatok metszeteihez képest.
Lefutasuk szinte az egész metszetre kiterjedden hullamossd valt. Az intracellularis 6déma
kifejezett-, a rostok hatarai elmosodottak voltak. Az izomrostokban hyalindegeneraci6 és finom
vacualisaltsag volt megfigyelhetd, mely az ischaemias karosodas sulyos voltara utal. Nuklearis
eltérések egyik csoportban sem voltak talalhatok.

4.5.2. Izomrost életképesség meghatdrozdsa

Az enzimhisztokémiai vizsgalatok szerint az egészséges izom-szovethez képest a
mitokondriumok stirlisége az ischaemia idejének ndévekedésével fokozatosan csdkkent az
izomrostokban. 8 oOrds ischaemiat elszenvedett allatok rostjaiban valt a csokkenés a
legkifejezettebbé, ezen idOtartam utdn az izomrostokban szinte egyetlen funkcionalo
mitokondrium sem volt talalhatd, mely feltételezhetden a folyamat kritikus voltat jelzi (27.
abra).

4.6. Hosszu ideji (kritikus) végtagi ischaemia mérséklése PostC
segitségével

- 8 6ra ischaemia és 2-, 6-, 12-, 24 6ra reperfuzié és posztkondicionalas —

4.6.1. Vazizomzat fénymikroszkopos vizsgalata

A HE festett metszeteken az aloperalt csoportokban izomkérosodas jelei nem voltak
lathatoak. A két 6ra hosszlisagl reperfiizid a sériilt izomrostok szdménak szignifikans mértéki
megemelkedésével jart mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportokban az 4loperalt allatokhoz
képest (p<0,05). Hat ora elteltével a karosodott izomrostok mennyisége tovabb ndtt mindkét
ischaemia-reperfuziot elszenvedett csoportban (28/C-D. abra; p<0,001), a PostC csoportban
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(28/D. abra) azonban szignifikansan kisebb mértékii izomkarosodas volt detektalhatd az IR-
kontroll csoporthoz képest. A karosodas tovabb novekedett 12 ora elteltével mindkét
csoportban (pir<0,05; prostc<0,001); az IR-kontroll csoport metszetein megjelentek az
extracellularis 6déma morfologiai jelei (28/E. abra), tovabba gyulladasos sejtes besziirédés volt
lathat6 (28/E. abra, beszurt kép). A PostC ezen idépontban is képes volt a karosodas mértékének
mérséklésére, mind az izomrostok szamanak (p<0,05), mind az 6déma mértékének
tekintetében. A PostC metszeteken gyulladds nem volt lathato. 24 ora elteltével a karosodott
izomrostok szama az el6z6 idOpillanathoz viszonyitva szignifikans mértékben nem valtozott,
valamint az IR-kontroll csoportban az 6déma ¢és a gyulladas mértéke sem mutatott eltérést a
korabbiakhoz képest. A PostC ezen iddpillanatban is képes volt a karosodast mérsékelni (28/H.
abra). Gyulladas a metszeteken tovabbra sem volt lathato.

4.6.2. Izomrost életképesség meghatdrozdsa

Az izomrostok élet-képessége az dloperalt csoportokban szignifikdnsan nem valtozott a
kisérlet alatt. A 8 6ras ischaemiat kovetd 2 oras reperfizio az izomrostok életképességének
jelent6s csokkenéséhez vezetett mindkét ischaemia-reperfiiziot elszen-vedett csoportban
(p<0,001) az aloperalt csoporthoz képest. Az életképesség ezt kovetden szignifikans valtozast
nem mutatott egyik csoportban sem. PostC hatasara azonban az izomrostok életképessége
szignifikansan magasabb értéken stabilizalédott mindegyik vizsgalt idopontban (2-, 6-, 12-, 24
ora reperfuzio), a megfeleld IR-kontroll csoporthoz képest (p<0,001).

4.6.3. Elektronmikroszkopia

2 ¢6ra reperfuziot kovetéen a mitokondriumok jelentds mértékli duzzadésa volt
megfigyelhetd. Az esetek egy részében szétesett mitokondriumok voltak lathatoak. A
mitokondriumok helyén gyakran lipid-szerii homogén cseppek jelentek meg. A magok fokozott
sz¢li heterokromatinizacidt mutattak. A PostC csoportban a mitokondriumok kisebb mértékii
karosodasa volt lathato (enyhe foktl duzzadas, szétesett mitokondriumok nem voltak lathatoak),
illetve a lipid-szerti cseppek szama is joval csekélyebb volt.

4.6.4. Izomszivet nedvességtartalma (W/D ardny)

A 8 ora ischaemiat kovetd reperfuzido a végtagi 6déma mértékének szignifikans
emelkedéséhez vezetett mind az IR-kontroll, mind a PostC csoportokban (p<0,001) az aloperalt
allatokhoz képest. 6 ora reperfiiziod a nedvességtartalom tovabbi emelkedését idézte el6 az IR-
kontroll csoportban (p=0,01), ezt kovetben az Odéma mértéke nem valtozott az 1d6
elérehaladtaval. A PostC 2 ora reperfuzid utan nem volt képes az 6déma mértékének
szignifikans csokkentésére (p>0,05), azonban 6 o6ra elteltével minden mért idépontban
szignifikansan mérsékelte az izom nedvességtartalmat (p<0,001) a megfeleld IR-kontroll
csoporthoz képest.

4.6.5. Laboratériumi vizsgdlatok

Az aloperalt csoportok szérum kreatin-kindz koncentracidi nem mutattak eltérést a
kisérlet alatt. 2 ora reperfiizidt kovetden a szérum CK szintek szignifikdnsan megemelkedtek
mindkét csoportban az aloperalt csoporthoz képest (p<0,001). A CK koncentracidé 6 6ranal
cstcsot ért el, majd fokozatosan visszacsokkent az aloperalt csoport szintjére a reperfuzid 24.
orajara. A PostC képes volt a szérum CK szintjeinek szignifikdns mértékli csokkentésére 2, 6
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¢és 12 ora reperfuziot kovetéen is a megfelelé IR-Kontroll csoporthoz képest (p<0,05). A 24.
posztoperativ 6raban a CK szintek szignifikdnsan nem kiilonbdztek egymastol egyik
csoportban sem (p>0,05).

4.7. Izomrost életképesség meghatarozas (NBT) vizsgalata
- 4-, 6-, 8-, 9 ora ischaemia ¢és 0-, 2 dra reperfuzi6 -
4.7.1. Végtagi mikrocirkulacio vizsgadlata

A mikrocirkulacids dramlas az ischaemia teljes ideje alatt regisztraciora keriilt. Az
okklazio felhelyezése utdn az aramlas az alapértek 17,3+£7,3%-4ra esett vissza. Az dramlas
szignifikans varidciot nem mutatott az ischaemia alatt. A 9. 6ra ischaemia végén mért értékek
(16,5£9,2%) sem tértek el szignifikansan az ischaemia kezdetén mértektél (p> 0,05). A
csoportok kozott (4-, 6-, 8-, 9 ora ischaemia) az ischaemia alatti dramlas tekintetében
szignifikans variacié nem volt kimutathato.

4.7.2. Ischaemidas kadrosodas vizsgadlata
4.7.2.1. Izomrost életképesség meghatdrozdsa

Az izomrostok 0ssz-¢életképessége az ischaemia hosszaval linearisan csokkent. Az I-es
és a IIb tipust rostok esetében hasonld karakterisztika volt megfigyelhet6. Az I-es tipusu rostok
nagyobb kérosodast szenvedtek a meghatarozott életképesség értékek alapjan, mint a IIb
tipustak, mely kiilonbség 6 6ra ischaemia elteltével valt szignifikanssa (pss<0,05; pse<0,01;
P96<0,05). Az adatok feldolgozasa soran erds, szignifikans korrelacio igazolodott az ischaemia
hossza, valamint a kapott életképesség értékek kozott mindharom vizsgalt tipus esetén (Ossz-
¢letképesség: r=-0,989; r’=0,978; p< 0,001, I-es tipusu rostok: r=-0,990; r’=0,979; p< 0,001,
ITb tipusu rostok: r=-0,989; r’= 0,978; p< 0,001).

4.7.2.2. Félvékony metszetek fénymikroszkdpos vizsgdlata

A kezeletlen allatok metszetein izomkarosodas jelei nem voltak megfigyelhetok (34/A.
abra). 4 és 6 Oras ischaemia a félvékony metszeteken patologias elvaltozast nem okozott. 8 6ra
hosszusagu ischaemia a rostok festddésének feler6sddésével jart. A rostok belsejében,
elszortan, kis homogén bennékii, valtozé denzitasi cseppek jelentek meg, foként a
mitokondriumban gazdag — feltehet6leg voros — izomrostokban (34/B. abra). 9 6ras ischaemiat
kovetden a rostok festddése fokozodott az eldzd iddpillanathoz képest, elszortan egy-egy
hiperkontrakciot mutatd izomrost is lathaté volt. Egyes rostokban a harantcsikolat festddése
megvaltozott. A 8 Oras ischaemiit kovetden is jelenlévd homogén cseppek mennyisége
novekedett, 9 6ra ischaemiat kovetéen mar a legtobb rostban eléfordultak. A mitokondriumban
gazdag rostok azonban sokkal tobb homogén cseppet tartalmaztak, mint a mitokondriumban
szegények.

4.7.2.3. Elektronmikroszkdpia

A fizioldgias kontroll allatok elektronmikroszkopos képe nem mutatott karosodast. A 8
oras hosszusagu ischaemia a mitokondriumokban kdzepes mértékii duzzadast okozott. Egyes
mitokondriumok helyén lipid-szeri homogén bennékii cseppek voltak megfigyelhetdk, foként
a mitokondriumban gazdag rostokban, a cseppeket elektrondenz szegély vette koriil. 9 orés
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ischaemia a mitokondriumok alakjanak deformitasat idézte eld, a matrixban néhol flokkulens
denzitasok voltak megfigyelhetdek. A mitokondriumok nagyobb része a diszrupcid jeleit
mutatta. A 8 6rds ischaemias csoportban latott lipid-szerii cseppek eléforduldsa 9 oras
ischaemiat kovetden megsokszorozddott, valamint mar a szubszarkolemmalis mitokondriumok
kozott is eléfordultak. A metszeteken megfigyelhetd volt még a szarkoplazmatikus retikulum
kozepes fokt duzzanata, néhol dezorganizacidja. A leirt valtozasok mar nemcsak a
mitokondriumban gazdag, hanem a mitokondrium-szegény rostokban is lathatova valtak, ugyan
kisebb mértékben.

4.8. A hosszu idejii ischaemia-reperfazios karosodas vizsgalata
- 8 Ora ischaemia és 2 oOra reperfuizio; 9 ora ischaemia és 2 dra reperfizio -
4.8.1. Izomrost életképesség meghatdrozdsa

Az izomrost életképesség szignifikdnsan lecsokkent 8 oOra ischaemiat és 2 oOra
reperfuzidt (8IR) kdvetden a reperfuzid nélkiili (81) csoporthoz képest (p<0,001) mindegyik
vizsgalt paraméter tekintetében. 9 Oras ischaemia esetében hasonld véltozasok voltak
megfigyelhetdk. (p<0,001; 91 versus 9IR). A 8IR és a 91 csoportok kozdtt azonban szignifikans
kiilonbség nem volt kimutathatdé (p>0,05) egy rosttipus esetében sem, valamint az 0ssz-
¢letképesség tekintetében sem. Az I-es tipust rostok 8 dra ischaemiat és 2 ora reperfuziot
kovetden szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) életképesség-csokkenést mutattak, a IIb tipusu
rostokhoz képest.

4.8.2. Félvékony metszetek fénymikroszkopos vizsgdlata

A 8 ora ischaemiat kovetd 2 ora reperfiizio jelentds morfoldgiai valtozasokat okozott az
izmokban. A metszeteken a homogén bennékii cseppek a legtdobb izomrostban nagy
mennyiségben fordultak eld, valamint az izomrostok szerkezete kissé fellazult. 9 6ra ischaemiat
kovetd reperfizid jelentds mértékii necrosist okozott az izomszdvetben. A rostok tobb mint a
fele elhalt.

4.8.3. Elektronmikroszképia

8 ora ischaemia €s 2 ora reperfiziot kovetden a lipid-szerii cseppek kifejezetten nagy
szamban voltak jelen a felvételeken. A metszeteken a mitokondriumok dezintegracioja is
gyakran felfedezhetd volt. A szarkoplazmatikus retikulum sulyos tagulatot mutatott (38/A-B
abra). Az elvaltozasok a mitokondriumban gazdag rostokban nagyobb mértékiiek voltak (38/B.
abra). A 9 6ras kirekesztést kovetd reperfuizio a rostok tobbségében necrotikus elvaltozasokat
idézett el6 (38/C-D. abra).

4.9. M3j ischaemia-reperfuzio vizsgalata - tavoli szervi
perkondicionalas (I-PerC)

- 1 ora ischaemia, 1-, 6-, 24 6ra reperfuzio, perkondicionalassal -

4.9.1. Artérias kézépnyomds meghatdrozdsas

Az ischaemiat megel6zd artérids kozépnyomas értékekben nem volt szignifikans
kiilonbség a csoportok kozott. A reperfuzid kezdetén mindegyik madj ischaemian atesett
csoportban jelentds kozépnyomds csokkenés volt megfigyelhetd. A késéi reperfuzio
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tekintetében szignifikans kiilonbség volt lathato az aloperalt, PerC és az IR-kontroll csoportok
kozott (aloperalt vs. IR-kontroll: 80,6=1,9 Hgmm vs. 67,8+7,6 Hgmm, p=0,026; I-PerC vs. IR-
kontroll: 80,9+6,2 Hgmm vs. 67,8+7,6 Hgmm, p=0,012).

4.9.2. Mdj és also végtagi mikrocirkulacio vizsgalata

Az éloperalt csoport allatainak majmikrocirkulacidja a kisérlet teljes idotartama alatt az
alaparamlas értéke koriil maradt. A reperfuzids teriilet €s platd maximum alapjan szignifikans
aramlasjavulas volt tapasztalhatd az I-PerC csoportban Osszehasonlitva az IR-kontroll
csoporttal (RT: p=0,005; PM: p=0,0002). Az aramlasi értékek rendre (aloperalt, IR, 1-PerC)
RT: 97,3+2,6 ; 33,4+6,4%; 62,8+13,2% &s PM: 98,042,5 ; 41,6+11,2% ; 71,5+4,5® , ahol a
felsdindexek: a p<0,01 vs aloperalt; b p<0,05 vs IR-kontroll; ¢ p<0,05 vs aloperalt.

Az alkalmazott perkondicionalas sordn az als6 végtagi mikrocirkulacié karakterisztikus
ingadozasat tapasztaltuk (okklizid soran dramlds csokkenés, reperfizidos soran &aramlés
novekedés). A reperfuzio alatt az I-PerC csoport mikrokeringése szignifikdnsan magasabb
értéken stabilizalodott, mint az IR kontroll csoport értékei (p<0,05).

4.9.3. Mdj fénymikroszkopos vizsgdlata

Az aloperalt csoport metszetein emlitésre méltd patologiai elvaltozds nem volt
fellelhetd. Egy ora reperfuziot kovetden az IR-kontroll csoportban jelentds szinuszoidalis
pangas volt lathato. Ezzel szemben kifejezetten kedvezdbb szdvettani képet talaltunk az I-PerC
csoport allataiban.

Hat ora reperfiizid jelentds kiterjedésli centrilobularis necrotikus zondk megjelenését
eredményezte az IR-kontroll csoport metszetein, mig az I-PerC csoportban csupan kisebb
necrotikus teriiletek voltak megfigyelhetok. A 24 6ra reperfuzidonak kitett allatok metszetei
esetében kifejezett necrotikus zondkat detektaltunk az IR-kontroll csoportban. A kdrosodas
mértékének tekintetében az I-PerC csoport elmaradt az IR-kontroll csoportban latottakhoz
képest.

4.9.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

A mért transzaminaz (ASAT, ALAT) értékek minden ischaemidn atesett csoportban
szignifikans mértékben megemelkedtek. Ugyanakkor az ASAT, ALAT szintek az I-PerC
csoportban szignifikansan alacsonyabbnak mutatkoztak az IR-kontroll csoporthoz képest
minden vizsgalt idétartamot kovetden.

4.9.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szovet)

Hat és 24 6ra reperfuziot kovetden a majhomogenizatum kemilumineszcens intenzitasa
szignifikansan csokkent az I-PerC csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest, ugyanakkor az
1 oras reperfuzids csoportban mindez nem volt megfigyelhetd. A majszoveti globalis
antioxidans kapacitast jellemz6é redukaldo képesség megoOrzottnek bizonyult az I-PerC
csoportban Gsszehasonlitva az IR-kontroll csoporttal. Az 1 o6ras reperfizids idétartam
kivételével minden idépontban szignifikdnsan magasabb proteinhez kotott (SH-csoportok) és
protein fiiggetlen (H*-donor kapacitas) antioxidans kapacitas értékeket mértiink az I-PerC
csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest (8. tablazat)
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4.9.6. Szérum TNF-a szint meghatdrozdsa

Egy ora reperfuziot kovetden szignifikdns csokkenés volt megfigyelheté a TNF-a
szintjében az I-PerC csoportban az IR-kontroll csoporthoz képest (p<0,001). Ugyancsak
statisztikai szignifikanciat eléro eltérést lattunk a két IR karosodott csoport értékei kozott 6 ora

crer

nagymértékben csokkent TNF-a szinteket mértiink mindegyik kisérleti csoportban.

4.10. Maj ischaemia-reperfuzio vizsgalata és a tavoli szervi
perkondicionalas (I-PerC) neuralis hatasmechanizmusanak
tanulmanyozasa

- 1 ora ischaemia + 24 6ra reperfuzio, perkondicionaléssal -
4.10.1. Artérids kézépnyomds meghatdrozdsa

Az ischaemidt megeldzd artérids kozépnyomas értékek tekintetében nem volt
szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportok kozott. Az ischaemids szakasz alatt nem talaltunk
érdemi eltéréseket a csoportok kozott. A reperfuziot kdvetden egy jelentds vérnyomasesés
(~35-40 Hgmm) volt lathaté mindegyik ischaemia-reperfuzios karosodast elszenvedett csoport
esetében. A reperfizio alatt az artérias kozépnyomas ugyan emelkedett az IR-kontroll
csoportokban, de a 60 perces megfigyelés alatt nem érte el az dloperalt csoport értékeit. A
reperfuzié kezdete utan 30 perccel az 1-PerC csoport kdzépnyomas értékei szignifikansan
(p<0,05) magasabbak voltak az IR-kontroll csoporttal térténd 6sszehasonlitasban. Egy oraval a
reperfiiziot kovetden az I-PerC csoport artérids kozépnyomasa szignifikansan magasabbnak
mutatkozott a megfelel6 végtagi denervalt csoporthoz Iépest (I-PerC-N).

4.10.2. Mdj mikrocirkuldcio vizsgdlata

A kisérletek sordn nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az aloperalt csoportok
szignifikanssan csokkent mikrokeringési paramétereket detektaltunk az dloperalt csoportokhoz
képest. Mindazonaltal az I-PerC kezelés képes volt a reperfuzids teriilet és a platd maximum
értékek szignifikans javitasara az IR-kontroll csoporttal torténé Osszehasonlitisban. Ezen
elényos valtozas nem volt megfigyelhet6 a végtagi denervacion atesett (I-PerC-N) csoportban.

4.10.3. Mdj fénymikroszkpos vizsgadlata (morfometria)

Feltiind szovettani eltérések az aloperalt csoport (aloperalt, aloperalt-N) allatainak
metszetein nem voltak megfigyelhetéek. A necrosis morfometria vizsgalata szerint a
perkondicionalas képes volt csokkentetni a szoveti karosodas mértékét az IR-kontroll
csoportokkal dsszehasonlitva (p<0,01). A kondicionalast megel6z6 idegatmetszés (I-PerC-N)
szignifikansan magasabb majszoveti karosodast eredményezett az I-PerC csoporttal
Osszehasonlitva (p<0,01).

4.10.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Huszonnégy 6ra reperfuizidt kdvetden az IR karosodott csoportok szérum transzaminaz
értékei szignifikansan emelkedettek voltak. Az ALAT vonatkozdsdban szignifikdnsan
magasabb (p<0,01) szinteket mértiink az IR, IR-N, és I-PerC-N csoportban az aloperalt és
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aloperalt-N csoportokkal 6sszehasonlitva. Az I-PerC csoport tekintetében a szérum ALAT
emelkedése szignifikdnsan enyhébb volt, mint a tovabbi harom IR kéarosodott csoport esetében.
Az ASAT felszabadulasi karakterisztikaja mindettdl eltérének bizonyult, egy szignifikdns
emelkedés (p<0,01) volt lathaté mindegyik IR kérosodott csoportban az aloperalt csoportokhoz
képest. Mindazonaltal az I-PerC kezelésnek nem volt hatdsa az ASAT szintekre.

4.10.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet)

A kemilumineszcens intenzitas €és ezzel aranyosan a szoveti szabadgydk tartalom 24 ora
reperfuziot kovetden szignifikansan emelkedettnek bizonyult mindegyik ischaemia-
reperfizidban részesiilt csoportban az aloperalt csoportokhoz képest,. Ugyanakkor, az I-PerC
kezelés képes volt erdteljes csokkenést elérni a majhomogenizdtumban mért szabadgyok
szintek tekintetében a tovabbi harom IR csoporthoz képest (p<0,01). Egy bonyolultabb mintazat
volt lathat6 a kiilonbozd szoveti antioxidans kapacitasrol tdjékoztatd paraméterek tekintetében.
A globalis redukaloképesség értéke szignifikansan lecsokkent az IR-kontroll, IR-kontroll-N, I-
PerC-N csoportokban az aloperalt allatok értékeihez képest (p<0,01). Az I-PerC csoportban egy
megOrzottebb globdlis antioxidans védelmi vonal volt megfigyelheté a tovabbi harom IR
csoporttal sszehasonlitva (p<0,01).

Megjegyzendd, hogy a szdveti redox-homeosztazisrol globalisan tajékoztatd
paraméterek (luminometria, redukaloképesség) tekintetében nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget az I-PerC-N ¢és az IR-kontroll, IR-kontroll-N csoportok kozott. A fehérjéktol
fiiggetlen antioxidansok szintjén egy szignifikans (p<0,01) H*-donor kapacitas cs6kkenés volt
lathat6 az IR-kontroll és IR-kontroll-N csoportokban az aloperalt csoportokhoz képest. Az I-
PerC csoportra jellemz6 H*-donor kapacitas értékek szignifikinsan (p<0,05) magasabbak
voltak az IR-kontroll-N csoporthoz képest, az IR-kontroll csoporttal Gsszevetve viszont nem
volt szignifikans az eltérés (p=0,062). Az I-PerC és I-PerC-N csoportokra jellemzé H*-donor
kapacitas értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan sem egymastol, sem pedig az aloperalt
csoportok értékeitdl. Részben hasonld mintazat volt lathato a thiol-csoportok mérése kapcsan
is. A végtagi denervalas nem eredményezett szignifikans csokkenést a thiol-csoportok
értékeiben (p=0,079). Mindazonaltal elmondhato, hogy az I-PerC-N csoport értékei nem tértek
el jelentdsen (p>0,05) az IR-kontroll és IR-kontroll-N csoportra jellemz6 atlagtol.

4.11. M3j ischaemia-reperfuzio vizsgalata - Levosimendan eldokezelés
vizsgalata

- 1 ora ischaemia + 6 ora reperfuizid, levosimendannal -

4.11.1. Artérids kézépnyomds meghatdrozdsa

Az egyszerii aloperalt csoportban az artérias kozépnyomas nem valtozott szamottevoen a
vizsgalt iddszakban. Levosimendan adagolas sordn fokozatos vérnyomascsokkenés volt
megfigyelhetd az 4aloperdlt allatokhoz képest. A 60 perces ischaemia alatt a vizsgalt
hemodinamikai paraméterek egyik csoportban sem valtoztak szignifikdnsan az azt kozvetlentil
megeldzo értékekhez képest. A reperfuzio kezdetén az IR-kontroll csoportokban szignifikdns
vérnyomasesés volt megfigyelhetd. Ezek mélypontja kb. 5-10 perccel a reperfuzié kezdete
utanra tehetd, majd a vérnyomas lasst normalizalodasnak indult, de egy 6ran beliil nem érte el
teljesen az ischaemia eldtti értékeket. A levosimendan kezelt csoportokban a reperfizio
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kezdetén tapasztalhatd vérnyomasesés nem volt szignifikdns az ischaemia el6tti értékekhez
képest és a reperfuzid elsd Orajanak végére ismét elérte azt. A kiilonbozd latencidj
elokezelések (IR+Lev-1, IR+Lev-24) tekintetében ezen dinamikat illetéen nem mutatkozott
kiilonbség.

4.11.2. Maj mikrocirkulacio vizsgdlata

Az 4ramlasi gorbéi alapjan mind a mutét elott kdzvetleniil (IR+Lev-1), mind a 24 o6raval
korabban végzett (IR+Lev-24) levosimendan elokezelés szignifikans javulast eredményezett a

crer

4.11.3. Mdj fénymikroszkopos vizsgadlata (HE, Sudan 1V, TUNEL, PARP)

Az éloperalt csoportokban normal szoveti kép volt megfigyelhetd, helyenként enyhe
szinuszoidalis tagulattal. Az IR-kontroll csoportban (IR-1) osszefiiggd teriileteket érintd,
jelentds mértékii necrosis jott létre. Jellemzé volt ezen teriiletek kifejezett leukocytas
beszlirddése és helyenként bevérzések is mutatkoztak (score: 11,6 pont). A levosimendannal
kezelt allatok esetében (IR+Lev-1) ehhez képest latvanyosan kevesebb, karakterét tekintve
inkabb fokalis necrotikus terliletek mutatkoztak a reperfizid 24. 6rdjanak végén. Ennek
megfelelden szoveti bevérzés nem volt jellemzo, és a leukocytas besziirddés is kisebb mértékii
volt (score: 7,8 pont; p=0,089 versus IR-1). Az ischaemiat 24 o6raval megel6z6 elokezelést
kovetéen az IR-kontroll csoport (IR-24) metszeteiben nagy, Osszefliggd teriileteket érintd,
szamos helyen bevérzett necrosis mutatkozott, szamottevd leukocytas beszlirddés kiséretében
(score: 12,3 pont). A 24 o6raval korabbi levosimendan kezelt (IR+Lev-24) csoportban egy-egy
nagyobb kiterjedésti necrotikus teriilet mellett inkabb fokalisan megjelend sejtelhalds volt
jellemz6. Az IR-kontroll allatokhoz képest csupan kisebb mértékii szoveti bevérzeés €s enyhébb
gyulladasos besziir6dés alakult Ki (score: 7,9 pont; p=0,021 versus IR-24).

Az IR karosodott csoportokban, a HE-festett szovettani metszeteken lathato necrotikus
zonaknak megfeleléen kiilonbozé kiterjedésti, diffuz TUNEL-pozitivitast teriiletek
abrazolodtak. Mind az 1 6réas, mind a 24 6ras levosimendan elokezelést kovetden megfigyelhetd
volt ezen demarkalodott tertiletek kiterjedésének szignifikéns csokkenése az adott kategoria IR-
kontroll csoportjaval szemben (p<0,05). Az aloperalt allatok esetében demarkéciora utald
festddést nem talaltunk.

Mindkét kezelési idéablak esetén a szummaciosPAR-pozitivitas szignifikdns csokkenését
lattuk a levosimendan kezelt csoportokban (p<0,05).

4.11.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Az alanin-aminotranszferaz szérumszintje az aloperalt csoportok esetében a normal
tartomanyon beliil mozgott, mig IR karosodast kovetden szignifikdnsan magasabb értékeket ért
el. Levosimendan kezelést kovetden mind a két kezelési idéablakban szignifikdnsan csokkent
a szérum transzaminaz szint a megfelelé IR-kontroll csoportokhoz képest. Az aszpartat-
aminotranszferaz szérumszintje minden csoportban meghaladta a normal értéket. Feltind, hogy
a mitét eldtt 24 oraval eldkezelt IR karosodott csoportokban elért szérumszintek joval
magasabbnak adodtak a 1 oras eldkezelt csoportokhoz képest. A 24 o6ras levosimendan
elokezelést kovetden kialakuldé ASAT-emelkedés ugyanakkor szignifikansan alacsonyabb a
kezelési ablak IR-kontroll csoportjaban tapasztalthoz képest.
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4.11.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet)

A luminometrias 0Ossz-scavanger kapacitas tekintetében mind a szérum, mind
majhomogenizatum mintakbdl végzett vizsgalatok eredményei a szabadgydk koncentracid
szignifikdns emelkedésére utalnak az IR karosodott csoportokban az aloperalt csoportokhoz
képest.

Az IR-kontroll csoportokkal 0Osszevetve a levosimendan adasat kovetbéen a
majhomogenizatumban kemiluminometriaval mérhetd szabadgyokok mennyisége mind a két
kezelési idéablakban csokkend tendenciat mutatott. A szérummintdkban 24 6ras eldkezelés
esetében szintén csokkend tendenciat latunk, mig az 1 6ras el6kezelést kdvetden szignifikansan
jobb antioxidans kapacitds valosziniisithetd a levosimendan csoportban az IR-kontroll
csoporthoz képest (p=0,03).

A szérum redukald képesség értéke mindkét idGablakban szignifikansan javult
levosimendan kezelést kdvetden az IR-kontroll csoportokhoz képest. A majhomogenizatum
mintak vonatkozasdban a javulas csak az 1 6rés el6kezelésre nézve mutatkozott szignifikdnsnak
(p=0,01). A fehérjékhez kotott antioxidans tulajdonsagra utalé szabad SH-csoportok esetében
a majhomogenizatum mintdkban tapasztaltunk szignifikdns javulast a levosimendan kezelt
csoportokban az IR-kontroll csoportokhoz képest, mig a szérummintakban csupan javulo
tendencia volt lathato. A fehérjéktdl fliggetlen antioxidans kapacitast jelz6 H™-donor aktivitas
az 1 oras levosimendan kezelést kovetéen mutatott szignifikdns javulast a szérumban
(p=0,048), mig a majhomogenizdtumban, illetve a 24 6ras kezelés esetében csupan javulod
tendenciat lattunk

4.11.6. HSP-72 szint meghatdrozdsa

Az ischaemia-reperfizion atesett csoportok mindegyikében a HSP-72 expresszid
szignifikans — aloperalt csoportokhoz képest 2-3x-0S — emelkedését tapasztaltuk. A
levosimendan kezelés sem dnmagaban, sem IR kéarosodas el6tt alkalmazva nem eredményezett
valtozast a HSP-72 expresszio mértékében.

4.11.7. Eletképesség meghatdrozds (NBT)

Az NADH-tetrazolium enzimhisztokémiai reakcid, azaz NBT-enzimhisztokémia, a
szoveti ¢€letképességre utal a funkcionalé mitokondriumok kimutatasan keresztiil. A ,,hossza
latenciaval” eldkezelt aloperalt csoportban szignifikdnsan alacsonyabb aranyban voltak jelen
funkciondlé mitokondriumok, mint az egyszerti aloperalt allatok esetében (p=0,024), mig a
,rovid latenciajua” aloperalt csoport csak csokkend tendenciat mutatott (p=0,104). Ezen
tulmenden, minden ,hossza latencidj” IR kéarosodott csoport szignifikdnsan alacsonyabb
festddést mutatott az azonos kezelésben részesiilt ,,rovid latenciaja” csoporthoz képest
(p<0,05). Ez direkt mdédon utal a csdkkent majszdveti viabilitasra a ,,hosszu latencidval” kezelt
csoportokban. Az IR kérosodott csoportokat §sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a miitét el6tt 24
oraval adott levosimendan kezelést kovetden szignifikansan nétt az NBT-pozitiv teriiletek
aranya (p=0,003) az IR kontroll csoporthoz képest, mig a kozvetleniil miitét el6tt alkalmazott
levosimendan eldkezelés esetében javulod tendencia volt megfigyelhetd (p=0,14).
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4.12 Maj ischaemia-reperfuzio vizsgalata - "Révid latenciaju” glutamin
elokezelés (Glu-R) vizsgalata

- 1 6raischaemia + 6 dra reperfuzié, glutaminnal —

4.12.1. Artérias k6zépnyomads meghatdrozasa

Az aloperalt csoport esetében az artérias kozépnyomds nem mutatott szamottevo
ingadozast a vizsgalt iddszakban. Az IR-kontroll és a Glu-R csoportban az ischaemia soran nem
jott 1étre szignifikdns valtozas a szisztémds hemodinamikai paraméterekben. A reperfuziod
kezdetén azonban mindkét csoportban szignifikans vérnyomasesés volt tapasztalhato.

4.12.2. Maj mikrocirkuldcio vizsgdlata

Az éloperalt allatok méjmikrocirkulacidja szamottevd mértékben nem valtozott a
kisérlet alatt. Az IR-kontroll csoportban szignifikans mikrocirkulacidés karosodas volt
megfigyelhetd a reperfizid alatt az aloperalt allatok értékeihez viszonyitva. A glutamin
elokezelés szignifikans mértékben képes volt javitani a maj keringését az IR-kontroll
csoporthoz képest, mely alapjaul a mért eredmények szolgalnak (aloperalt, IR-kontroll, Glu-
R): Reperfuzios teriilet: 101,1 (£4) ;30,3 (£ 11)* ; 53 (£ 14)# és platd maximum: 99,5 (+ 2) ;
35 (£ 9)*; 50 (£ 15)#, ahol * p<0,05 IR vs aloperalt; # p<0,05 Glutamin vs IR-kontroll.

4.12.3. Mdj metszeteinek fénymikroszkpos vizsgdlata (HE, TUNEL, caspase-3)

A metszetek elemzése alapjan az aloperat csoport allatainak majaban karosodasra utalod
eltérések nem voltak lathatok. Az IR-kontroll csoportban vénatagulat, periportalis neutrophyl
infiltracid, vacuolas degeneracio €s foleg centrilobularis lokalizacidja fokalis necrosis jelei
voltak megfigyelhetéek (score: 19 pont). A Glu-R csoportban csokkent a gyulladdsos sejtes
beszlirddés ¢és a szoveti destrukcid mértéke. Necrosisra utald jelek gyakorlatilag nem
mutatkoztak a metszeteken, inkabb apoptotikus Councilman-testeknek imponald, zsugorodott
sejtek jelentek meg a stlyosabban karosodott teriileteken (score: 14 pont; p<0,05 versus IR-
kontroll).

TUNEL-immunhisztokémia segitségével az aloperalt csoportban tapasztalt 1,6 %o pozitiv
sejt arany megfelel az érintetlen szovetek vizsgalata soran detektalt adatoknak. Az IR-kontroll
csoportban a necrotikus teriiletek kihagyasaval a megszamolt sejtek 26,5 %o0-e mutatott
TUNEL-pozitivitast, a Glu-eldkezelt csoportban ez az ardny valamelyest magasabb: 31,9 %o.
Szignifikans kiillonbség nem alakult ki a csoportok kozott. Ezzel szemben, az apoptosis
specifikus markereként hasznalt aktiv caspase-3 immunhisztokémia alapjan szignifikdnsan
tobb apoptotikus sejt valosziniisithetd a glutamin-el6kezelt csoportban (28,9 %o), az IR-kontroll
csoporthoz (15,4 %o) képest.

4.12.4. Laboratériumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Az ischaemia-reperfizion ateso allatokban a szérum transzaminaz szintek szignifikans
mértékben megemelkedtek az aloperalt csoport értékeihez képest. A glutamin eldkezelés
szignifikans mértékben képes volt csokkenteni a fenti véaltozast (p=0,045).
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4.12.5. Redox homeosztdzis meghatdrozdsa (mdj szévet, szérum)

Az antioxidans statuszrol osszességében elmondhatd, hogy glutamin kezelést kovetden
javulas volt tapasztalhat6 az IR-kontroll csoporthoz képest. Ez kivaldan tiikr6zddik a globalis
majszoveti antioxidans statuszt vizsgald luminometrias 0ssz-scavenger kapacitas tekintetében
(p=0,03). A Glu-R csoport majhomogenizatum mintaiban szignifikansan kisebb aranyban
szignifikans emelkedése (p=0,039) allhat, mig a H*-donor kapacitas és a teljes redukalo
képesség tekintetében csupan javuld tendencidt volt lathat6. A szérum mintdk antioxidans
kapacitasat vizsgalod paraméterek koziil a teljes redukald képesség (p=0,042) és a szabad SH-
csoportok (p=0,037) tekintetében szignifikans javulast tapasztatunk a glutamin el6kezelt
csoportban, mig a H'-donor kapacitas esetében javuld tendenciat mutatkozott.

4.12.6. TNF-a-szint meghatdrozdsa

A szérumban detektalt TNF-a-szint glutamin kezelést kovetden (12,3+4,8 pg/ml)
alacsonyabbnak bizonyult az IR-kontroll csoport értékeihez (16,78+5,8 pg/ml) képest,
szignifikancia nem igazolddott.

4.13. M3j ischaemia-reperfazio vizsgalata - "Hosszu latenciaju”
glutamin (Glut-H) el6kezelés vizsgalata

4.13.1. Artérids kézépnyomds meghatdrozdsa

Az aloperalt csoport esetében az artérids kozépnyomds nem mutatott szdmottevd
ingadozast a vizsgalt idoszakban. Az IR-kontroll és a Glu-H csoportban az ischaemia soran nem
jott létre szignifikdns valtozds a szisztémas hemodinamikai paraméterek tekintetében. A
reperfuzid kezdetén mindkét csoportban szignifikdns vérnyomasesés volt tapasztalhatd
(pir=0,035; pciu-H=0,039). Késobb az artérias kdzépnyomas folyamatos lassu emelkedésnek
indult. Ertéke az elsd ora végére megkozelitette a kiindulasi kozépnyomas értékét. Az IR-
kontroll és Glu-H csoport kozott szignifikans eltérés nem mutatkozott.

4.13.2. Mdj mikrocirkuldcié vizsgdlata

Az aloperalt allatok majanak mikrocirkulacidja a vizsgélat egész iddtartama alatt
konstansnak mutatkozott. Az ischaemia el6tti alaparamlds tekintetében nem tapasztaltunk
kiilonbséget az egyes csoportok kozott. Ugyanez mondhaté el az ischaemias aramlasrol az IR-
kontroll és a Glu-H csoportok esetében. Az ischaemia-reperfizion atesett csoportok
mikrocirkul4cioja a reperfiizio alatt az aloperalt csoport értékeihez képest erésen szignifikansan
alacsonyabbnak adddott (p<0,01). Ugyanakkor a reperfuzios gorbéket dsszehasonlitva, a Glu-
H csoportban javulé tendencidt lattunk az IR-kontroll csoporthoz képest (RT: p=0,096; PMio:
p=0,084) (49. abra). Ezen eredmények rendre (aloperalt, IR-kontroll, Glu-H): Reperfazios
teriilet: 98,2+3,8 ; 19,3+4,4* ; 30,8¢19,4# ¢és platdo maximum: 97,4452 ; 23,2+11,4* ;
40,9427,5#, ahol * p<0,05 IR vs aloperalt; # p<0,05 Glutamin vs IR-kontroll.

4.13.3. Mdj fénymikroszkdpos vizsgadlata (HE, Sudan 1V, TUNEL, PARP)

Az aloperalt csoport szdvettani metszetei kdrosodast nem, vagy csak igen enyhe
szinuszoidalis tdgulat forméjdban mutattak. Az IR-kontroll csoportban jelentds mértékii szoveti
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degeneraci6 volt megfigyelhetd, melyek f0 jellemzdiként intracellularis vacuolizécio,
periportalis neutrophyl infiltracid, szdveti bevérzés, valamint necrosis volt megfigyelhetd
(score: 12,4 pont). A Glu-H csoport esetében a szoveti karosodas szignifikansan
alacsonyabbnak mutatkozott az IR-kontroll csoporthoz képest (score: 10,2 pont, p = 0,047).

A zsiros degeneracié kimutatasara Sudan IV festést végeztiink. A Glu-H csoportban
jelentdsen kisebb teriiletek mutattak érintettséget az IR-kontroll csoporthoz képest, mig az
aloperalt csoportban pozitiv festddés csak elszortan volt 1athato.

A TUNEL pozitivitasnak megfelelden jol elkiiloniilo, demarkalt teriiletek kiterjedése
szamitogépes analizis segitségével szamszerisithetd: méretiiket a vizsgalt teljes lebenyteriilet
szazalékos aranyaban fejeztiik ki. Mig az aloperalt csoportban nem jott 1étre demarkacio (0%),
az IR-kontroll csoportban kiterjedt pozitiv festddést mutat6 teriiletek jelentek meg (14,9%). A
Glu-H csoportban a demarkalt teriiletek aranya szignifikansan kisebbnek mutatkozott (4,2%;
p=0,023).

A poly-ADP-rib6z polimeraz (PARP) immunfestés alapjan az aloperalt csoportban
kiilonallo sejtekben igen ritkan jelent meg PAR-pozitivitds (0%), mig az ischaemidn atesett
csoportokban kiterjedt pozitiv teriiletek mutatkoztak. Ugyanakkor a Glu-H csoportban
szignifikansan kisebb volt a demarkalddott teriiletek mérete (IR-kontroll: 16,9%; Glu-H: 4,8%;
p=0,027). A PAR-pozitiv teriiletek mérete jol korrelalt a TUNEL reakcioval kapott
eredményekkel.

4.13.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

Az ALAT szérumaktivitasa a glutamin el6kezelt és az IR-kontroll csoportban egyarant
erdsen szignifikans emelkedést mutatott az aloperalt csoporthoz képest (p<0,001), mig a Glu-
H csoportbanszignifikdnsan alacsonyabb értéket ért el, az IR-kontroll csoport értékeihez képest
(p=0,042). Az ASAT szérumszintje szintén szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott
glutamin eldkezelést kovetden, mint az IR-kontroll csoportban (p=0,044).

4.13.5. Redox homeosztazis meghatdrozdsa (mdj szévet, szérum)

A globdlis antioxidans statuszt leird paraméterek koziil a luminometrias dssz-scavenger
kapacitds a glutamin el6kezelés hatdsara mind a szérum-, mind a majhomogenizatum-
mintakban szignifikdnsan alacsonyabb volt az IR-kontroll csoporthoz képest. Az RLU értékek
kozotti  kiilonbség mértéke a szérum esetében szignifikdnsnak (p=0,04), mig a
majhomogenizatum esetében erdsen szignifikdnsnak (p<0,001) mutatkozott. A mdj antioxidans
statuszanak tovabbi vizsgalatira a homogenizatum mintakbol végeztiink spektrofotometrias
méréseket. Osszefoglaloan elmondhatd, hogy glutamin eldkezelés hatdsara szignifikdnsan
javult a szoveti redox homeosztazis. Az IR-kontroll csoporthoz képest a Glu-H csoportban
(p<0,001). A H*-donor kapacitas szintén szignifikdnsan magasabb volt a glutamin el6kezelt
csoportban, mint az IR-kontroll csoport esetében (p=0,02). Ugyanakkor a majszoveti redukalod
képesség nem mutatott szignifikdns javulast az IR-kontroll csoporthoz képest (p=0,08) (15.
tablazat).
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4.14. Maj ischaemia-reperfuzio vizsgalata - PJ-34 el6kezelés vizsgalata
4.14.1. Artérias k6zépnyomads meghatdrozasa

Az artérias kdzépnyomas tekintetében az ischaemia eldtt nem volt érdembeli kiilonbség
a vizsgalati csoportok kozott. A majkirekesztés szignifikans kozépnyomas csokkenést
eredményezett az IR-kontroll- és PJ-34 csoportokban. A reperfuzid alatt azonban mindkét
csoport esetén helyreallt a kezdeti, ischaemiat megeldz6 artérias kozépnyomas.

4.14.2. Maj mikrocirkuldcio vizsgalata

A maj mikrocirkulaciot tekintve nem volt szamottevé kiilonbség a vizsgalati csoportok
kozott az ischaemiat megelézéen. A reperfuzio kezdetén az ischaemian atesett csoportokban
jelentds aramlas csokkenés kovetkezett be. Késébb a maj mikrocirkuldcidja fokozatosan
felépiilt, mely mértékét a PJ-34 el6kezelés szignifikansan javitotta az IR-kontroll csoporthoz
képest (p<0,05).

4.14.3. Mdj fénymikroszkdpos vizsgalata (HE, TUNEL)

A rutin szovettani elemzés (HE festés) soran az aloperalt allatok metszetein érdemi
eltérés nem volt lathato. Az IR-kontroll csoportban az ischaemia-reperfazié jelentds szdveti
elvaltozasok kialakuldsdhoz vezetett, igymint sinusoidalis dilatacio, vacuolizacio, periportalis
lymphocytés infiltracid, illetve kisebb-nagyobb kiterjedésti, dontéen centrolobularisan
elhelyezkedd necrotikus sejtelhalés. A PJ-34 kezelés jelentés mértékben csokkentette a szoveti
destrukciod és gyulladas mértékeét.

TUNEL immunfestés soran a sejtek 1,2%o mutatott pozitiv festddést az aloperalt csoport
allataiban. Az ischaemia-reperfizion atesett csoportokban a TUNEL pozitiv sejtek szdma
szignifikans mértékben megemelkedett az alloperalt csoporthoz képest. PJ-34 eldkezelés
hatasara azonban a pozitiv festddést mutato sejtek szama szignifikdnsan magasabb értéket ért
el (46,83%o0), mint az IR-kontroll csoportban latottak (15,74%o).

4.14.4. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata (ASAT, ALAT)

A szérum transzaminaz szintek szignifikans mértéken megemelkedtek az IR-kontroll és
PJ-34 csoportokban az dloperalt csoport értékeihez képest. A szérum ALAT és ASAT aktivitasa
azonban szignifikansan kisebbnek mutatkozott a PJ-34 csoportban az IR-kontroll csoporthoz
viszonyitva (p<0,05).

4.14.5. Redox homeosztazis meghatdrozdsa (mdj szévet, szérum)

A redox homeosztazist jellemzd szérum paraméterek tekintetében nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a vizsgélati csoportok kozott. A mdj homogenizatumbol végzett
mérések sordn csupan az luminometrias 0ssz-scavenger kapacitds mutatkozott szignifikdnsan
alacsonyabbnak az PJ-34 el6kezelés hatasara az IR-kontroll csoporthoz képest (16. tablazat).
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5. Kovetkeztetések

1.

Az aorta infrarenalis szakaszanak 3 oras kirekesztését kovetden - klasszikus szovettani
modszerekkel - nehezen detektalhatd az izomkarosodas megjelenése, ugyanakkor ezen
ischaemias idd is jelentds szoveti és funkcionalis eltéréseket idéz eld a tavoli szervekben
(vese, tiido, bél).

Az alsé végtagon alkalmazott posztkondicionalds hatékonyan képes csokkenteni a
reperfuzios periddusban fellépd vese-, bél-, és tiidoszovodményeket.

Az also végtag tekintetében a 8 6rds ischaemids inzultus mar olyan foki maradando
cellularis és subcellularis karosoddsokhoz vezet, melyek megalapozzdk a kritikus

crer

Az altalunk kifejlesztett - enzimhisztokémiai eljarason (NBT) alapuld - kiértékelési
metddus magas érzékenységgel képes a kialakult ischaemids karosodasok mértékét
meghatarozni, hiszen a modszer altal kapott értékek jol korreldlnak mind az ischaemia
hosszaval, mind az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran latott valtozasokkal.

A posztkondiciondlds a kritikusnak vélt, 8 6ras ischaemias iddtartamot kovetden is
képes volt a fénymikroszkoposan detektdlhatd szovettani kdrosodds mérséklésére. A
megfigyelés idOtartama alatt a kezelés mind a lokalis gyulladast, mind az ennek
kovetkeztében fellépd szoveti 6déma kialakuldsat mérsekelte.

Hatvan perc 70%-0s, részleges madjischaemias modellben a tavoli ischaemias
perkondicionalas mérsékelte a maj ischaemia-reperfuzidos sériilését. A modszer
hasznalataval szignifikans javulas volt elérhetd a szisztémas hemodinamikai, a
mikrocirkulacios (maj és az alsd végtag) paraméterekben; valamint szignifikansan
alacsonyabb szoveti szabadgyok-szint és javuld antioxidans kapacitas volt
megfigyelheto a csokkend gyulladasos valaszreakcid mellett.

A perkondicionalassal kivaltott majszovetet védé mechanizmusok felfiiggeszthetdek a

crer

feltétele a tavoli szervi perkondicionalas 1étrejottének.

A levosimendan kezelés mindkét (rovid és hosszu latencidji) formaja markansan képes
csokkenteni az ischaemia-reperfizio talajan kialakuld majkarosodas mértékét. A miitét
elott 24 oraval alkalmazott levosimendan eldkezelés 0Osszességében kifejezettebb
védohatast képes l1étrehozni, mint a kdzvetlen miitét elétt végzett kezelés. Ugyanakkor
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10.

a jelenlegi kisérleti elrendezésben a szer direkt majszoveti citoprotektiv hatasa mellett
a hemodinamikai eredetii kedvezd hatdsok sem elhanyagolhatoak.

A mtét elott (24 oraval) adagolt L-alanil-L-glutamin elokezelés képes a maj ischaemia-
reperfuzios karosodasanak csokkentésére. A glutamin kezelt csoportban a majszoveti
antioxidans statusz szignifikans javuldsa volt tapasztalhatd, minek alapjan valdszini,
hogy elsGsorban ezen hatés vezet a szovetkarosodas csokkenéséhez.

A PJ-34 PARP inhibitor kezelés az ischaemids inzultus hatasra necropoptdzisba
sodrodott majsejteket az apoptosis felé tereli, igy a reperfuziot kovetd gyulladdsos
reakciok mérséklésével javitja a szoveti talélést.

6. Uj megallapitasok

A fentiek alapjan az alabbi, 0j megallapitasok tehetdk:

1.

2.

A posztkondicionalas hatékony modszer az als6 végtagi ischaemia-reperfiizio helyi és
tavoli szervi karosoddsainak mérséklésére.

A nitro-blue tetrazolium enzimhisztokémiai szinreakcion alapuld, szoftveres
feldolgozassal kiegészitett vizsgalati eljaras alkalmas a kritikus ischaemiés karosodasok
detektalasara. Tovabbfejlesztését kovetden a moddszer hasznélatdval az ischaemids
korallapotok ellatasa egyszerlibbé valhat, illetve az empirikus alapt terdpias
dontéseinket objektiv paraméterekkel erdsithetjiik meg.

A tavoli szervi perkondiciondldas és a kémiai kondicionald szerként hasznalt
levosimendan csdkkenti a m4aj ischaemia-reperfiizios karosodasat, melyet a szerzd ¢€s
munkacsoportja els6ként igazolt az irodalomban. A perkondicionalds hatterében allo,
majszovetre vonatkoz6 neurdlis mechanizmusok szintén elsé leirdsnak szamitanak,
melyek Ujabb utat nyithatnak a mindennapi klinikai alkalmazashoz sziikséges tovabbi
vizsgalatok felé.
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8. Koszonetnyilvanitas

Mindenek elott kdszonet illeti Feleségemet, Kolos fiamat, akik végtelen tiirelmiikkel és
kitarto szeretetlikkel €s az igy megteremtett csaladi biztonsaggal jarultak hozzéa ahhoz, hogy az
elmult masfél évtized munkaja egységgé kovacsolddjon és formalodhasson bennem. K&szondm
Agikénak, hogy a nehéz percekben vigasztalast, batoritast kaptam, mig a boldog pillanatokban
az 6oromok kozos megélése mellett a mérsékletesség dvatos inteleme is mindig elkisért utamon.

Ko6szondm Tandraimnak, akik felismerték bennem a lelkes tudasvagyat. Koszonom
Kupcsulik Péter Professzor Urnak, aki amellett, hogy sebészi palyafutasomon elinditott,
tanitott, ugy Orokosen kérdéseket tett fel nekem és igy ébresztett fel bennem vagyat a
tudomanyos munka irant is, bizva abban, hogy a kérdésekre egyszer megtaldlom a valaszt.
Egyidds kapcsolat fiiz Darvas Katalin Professzor Asszonyhoz, aki mindig tamogatélag allt
mellettem €s olykor anyai tandcsaival intett mérsékletességre vagy batoritott ezen a nehéz uton.

Koszonetemet szeretném kifejezni  Harsdnyi Ldszlo Professzor Urnak, akinek
tdmogatasaval az utdbbi évek szakmai ¢és tudomanyos fejlédésével elérhetdvé valt egy régen
megalmodott cél.

Ko6szonom hallgatoimnak, akik koziil késébb - biliszkén mondhatom - sokan PhD
hallgatoim lettek és megdrizték a “Kisérleti Miitd” szellemiségét, formaltdk és formaljak azt
naprol-napra. Halaval tartozom nekik az egyiitt t61t6tt hosszu, inspirdlo kutatédi, szakmai majd
kés6bb klinikai munkank mellett kialakult ¢életre szold baratsagok miatt is. Név szerint -
kronologiai sorba allitva - halaval tartozom Dr. Onody Péternek, Dr. Stangl Ritanak, Dr.
Gyurkovics Endrének, Dr. Aranyi Péternek, Dr. Garbaisz Davidnak, Dr. Rosero Olivérnek, Dr.
Turoczi Zsoltnak, Dr. Czigany Zoltannak, Dr. Kovacs Tibornak és Dr. Budai Andrasnak.
N¢élkiiliikk ez a munka nem jott volna létre. Kiilon koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Fiilop
Andrasnak, aki elkotelezetten segitett ezen dolgozat megsziiletésében, hasznos tanécsaival,
javaslataival tette teljessé a mii egészét.

Koszondm a segitséget a kutatasban velem egyiitt dolgozo laboratoriumok minden
lelkes munkatarsanak. Kiemelendd koszonet illeti patologus barataimat: Dr. Kiss Andrast és
Dr. Lotz Gabort, akik amellett, hogy megtanitottak egy sebészt a patoldgia alapfogasaira, ugy
egyben emberként, baratként is mellettem alltak minden viszontagsagos idoben, melybdl
kijutott olykor. Koszonetemet szeretném kifejezni Bldzovics Anna Professzor Asszonynak, aki
a kezdeti botladozasaim alatt is latott fantaziat kutatasainkban. Koszonom Dr. Rakonczay
Zoltan baratomnak a tAmogatast €s biztatast, melyet tett az elmult évek hosszu sora alatt tett.

Koszondm  klinikai  munkatarsaimnak a rugalmas hozzaallast, amellyel a
mindennapokban felmeriild szervezési gondokbol fakadd helyzeteket kezelték és tették
konnyebbé ezek megoldasat. Killon koszonet Dr. Sziics Akos és Dr. Hahn Oszkdr barataimnak,
akik megértéssel fogadtdk mindazt a terhet, melyet hol szervezési, hol lelki értelemben
jelentettem nekik a mindennapokban.

Koszondm barataimnak és szeretteimnek - akiknek felsoroldsa egy ujabb
disszertacionyi terjedelmet toltene ki -, hogy az elmult sok-sok évben tamogattak, biztattak és
a jelen munka megsziiletéséhez kelld milidt teremtettek. Koszonet illeti sziileimet, csalddomat,
akik végtelen tamogatasukkal alltak mellettem a kezdetektSl. Edesanydmnak kiilon halaval
tartozom, biztos most nagyon biiszke lenne ram...

Koszonom.
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